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Dotychczas nie wyprodukowano syntetycznego materiatu, ktory dorownywatby izolacyj-
nosciq i sprezystosciq naturalnemu puchowi. Wyprodukowane z niego wypetnienia zapew-
niajg optymalne utrzymanie cieploty ciata ludzkiego, jak rowniez bardzo skuteczne odpro-
wadzenie wilgoci. W zaleznosci od przeznaczenia producenci stosujg puch gesi lub jego
mieszaning z puchem kaczym w réznych proporcjach. Z przyczyn ekonomicznych istnieje
ryzyko fatszowania wsadu przez niedeklerowany dodatek np. puchu kaczego. Zagadnienie
to ma zatem duze znaczenie dla kontroli wypetnien puchowych stosowanych jako naturalna
ocieplina. W prezentowanej pracy przedstawiono sposob identyfikacji gatunkowej puchu
kaczki i gesi oparty na selektywnej amplifikacji PCR specyficznych gatunkowo fragmentow
12§ rRNA i d-loop mtDNA. Proponowana metoda jest specyficzna gatunkowo i pozwa-
la na otrzymanie wyniku powtarzalnego w calym jej zakresie dzialania. Zakres dziatania
metody jest bardzo szeroki: od 0,1% zafatszowania puchu do 100%. Jest ona na tyle czu-
ta, ze umozliwia detekcje z 15ug puchu. Na uwage zastuguje fakt zroznicowanej czutosci
w zaleznosci od fragmentu piora poddanego analizie — wigkszq czulo$¢ uzyskano dla dutki
niz dla puchu. Czutos¢ metody identyfikacji puchu gesi byla taka sama niezaleznie od rasy
osobnika, od ktorego pozyskano material, natomiast dla kaczki czuto$¢ byla zréznicowana
w zaleznosci od rasy — dla rouen byla nizsza od czulosci dla kaczki pekin. Opracowana
metoda moze stac sig¢ skutecznym narzedziem do sprawdzenia wiarygodnosci producentow
puchu i pierza.

Stowa kluczowe: identyfikacja gatunkowa puchu, mtDNA, puch kaczy, puch gesi

Wytwarzanie odziezy wierzchniej czy nakry¢ poscielowych z naturalnym wypet-
nieniem puchowym wymusza na ich producentach konieczno$¢ podawania sktadu
gatunkowego stosowanego puchu. Powszechnie wiadomo, ze lepsze wlasciwosci
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termiczne ma pierze pochodzace od gesi; jest ono rowniez l1zejsze od kaczego. Nato-
miast pierze otrzymane od tego ostatniego jest bardziej sprezyste i znacznie tansze od
gesiego. Zatem w zaleznosci od potrzeby producenci stosuja puch okreslonego gatun-
ku ptakéw lub mieszaning puchu obu gatunkow w réznych proporcjach. Wtedy tez
zachodzi ryzyko fatszowania wsadu przez dodatek niezgodny z deklaracja produ-
centa.

Weciaz nie ma dostgpnej komercyjnej metody pozwalajacej na specyficznie gatun-
kowa identyfikacje pior czy puchu. Pomocne w jej opracowaniu sg doniesienia mo-
wigce o wykorzystaniu do tego celu specyficznych gatunkowo starterow, sekwencjo-
nowania czy enzymoéw restrykeyjnych. Wszystkie wspomniane techniki oparte sg na
reakcji PCR wykorzystujacej DNA, glownie mitochondrialne (Ali 1 in., 2014; Doosti
iin., 2014). Fragmentami najcze$ciej stosowanymi do analizy r6znicujacej interesu-
jace gatunki byly: gen kodujacy cytochrom B, d-loop oraz 12S rRNA (Lanzilao i in.,
2005; Martin i in., 2007; Hou i in., 2015).

Innym aspektem podjetych badan byto wyznaczenie skutecznej metody ekstrakeji
DNA. Z wczeéniejszych badan wynika, ze najskuteczniejszym sposobem sg meto-
dy wykorzystujace krzemionke (White i in., 2012) lub kolumienki (Bartkovich i in.,
2014; Boonseub i in., 2012). Obie metody pozwolity na wyekstrahowanie DNA z pior
sowy czy sroki, nie tylko §wiezych, ale réwniez z okazow muzealnych czy zwierzat
wypchanych (Speller i in., 2011).

Nalezy zaznaczy¢, ze zarowno izolacja DNA, jak i p6zniejsze etapy analizy musza
pozwoli¢ na otrzymanie wyniku powtarzalnego, a cato§ciowa metoda musi cechowaé
si¢ wysoka czulo$cig i specyficznoscig gatunkowa. Dysponowanie metoda spetniaja-
ca powyzsze zatozenia jest niezwykle pozadane z przyczyn ekonomicznych i stanowi
wazne narzgdzie w procesie identyfikacji gatunkowej pior i puchu.

Celem przedstawionej pracy bylo zatem wyznaczenie metody umozliwiajacej roz-
réznienie gatunkowe puchu kaczek i gesi.

Material i metody

Probki do badan w postaci pior i puchu pozyskano od kaczek rasy pekin (20 osob-
nikow) i rouen (4 osobniki) oraz gesi bialej koludzkiej (5 osobnikéw) i china sage 2
(20 osobnikoéw). Z miksu pierza / puchu utworzono probke reprezentatywna, a na-
stepnie probki analityczne do badan. Liczbe powtdrzen dla probek poddanych ana-
lizie przedstawiono w tabeli 1. Do kontroli krzyzowych uzyto DNA wyizolowanego
z migsa indyka i kury. Jako kontrole pozytywne PCR (PTC) uzyto DNA pozyskanego
rowniez z migsa kaczki 1 gesi.

Izolacja DNA

Badaniom poddano osobno dutki pidr, a osobno puch w ilosci okoto 0,015 g. Izo-
lacje¢ DNA wykonano zestawem Sherlock (A&A Biotechnology) przeznaczonym dla
mikro$ladow zgodnie z metodyka podang przez producenta. Otrzymane ekstrakty
DNA sprawdzono spektrofotometrycznie.
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Tabela 1. Parametry ekstraktow DNA uzyskanych z analizowanych probek
Table 1. Parameters of DNA extracts obtained from analysed samples

Miejsce pozyskiwania DNA Parametry otrzymanego DNA
Gatunek Rasa (liczba powtorzen) Parameters of DNA obtained
Species Breed DNA acquisition site
(number of repeats) ¢ (ng/ul) A260/280
Kaczka rouen dutka (1) / quill (1) 32,6 1,74
Duck
puch (2) / down (2) 13,4-37,6 1,5-1,88
pekin dutka (1) / quill (1) 37,6 1,77
puch (2) / down (2) 17,4-37,6 1,59-1,88
Ges china sage dutka (1) / quill (1) 10,1 1,44
Goose
puch (1) / down (1) 6,1 1,4
biata kotudzka dutka (1) / quill (1) 41,9 1,8
White Kotuda
puch (4) / down (4) 12,2-15.4 1,38-1,65
Reakcja PCR

Do reakcji PCR zastosowano startery specyficzne gatunkowo dla fragmentu
12SrRNA kaczki (Martin i in., 2007) oraz d-loop gesi (Hou i in., 2015). Regiony DNA
ograniczone stosowanymi w analizie starterami wykazuja brak homologii migdzy-
gatunkowej u drobiu sprawdzony przy zastosowaniu aplikacji BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool).

Dla kazdego analizowanego gatunku zastosowano analogiczny sktad mieszaniny
reakcyjnej. W jej sktad wchodzita HotStarTag DNA Polymerase, 1x PCR Buffer, 1x
Q-Solution (Qiagen), 1,33mM MgCl,, 0,67 pM kazdego startera. Temperatura anilin-
gu wynosita 52°C ora 56°C, odpowiednio dla PCRu dla kaczki i gesi.

Wszystkie reakcje PCR prowadzono z negatywng kontrola PCR (NTC) majaca
na celu detekcje potencjalnych zanieczyszczen mieszaniny reakcyjnej ora pozytywna
kontrolag PCR (PTC).

W celu sprawdzenia specyficzno$ci przeprowadzono reakcje krzyzowe migdzy
obiema gatunkami oraz DNA kurzym i indyczym.

Zakres dziatania metody wyznaczono na podstawie analizy rozcienczen DNA pu-
chu w ilosci 0,09% do 100%.

Wyniki

Wynik izolacji zestawem Sherlock
Otrzymana ilo$¢ DNA nie byla duza — we wszystkich probkach wahata si¢ miedzy
6,1 a 41,9 ng/ul i byla uzalezniona od czgéci piora, z ktorej izolowano DNA (tab. 1).
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Stezenie DNA uzyskanego z dudek miato wyzsza warto$¢. Czystos¢ izolatow wy-
razona proporcja A260/280 we wszystkich przypadkach byta w zakresie 1,38—1,88
1 analogicznie do st¢zenia miata wyzsze wartosci dla dutek. Niemniej jednak nalezy
zaznaczy¢, ze wszystkie izolaty DNA pozwolily na uzyskanie produktu PCR.

Wynik reakcji PCR

Amplifikacja starterami ggsimi DNA wyizolowanego z pior i puchu umozliwita
otrzymanie produktu o dtugosci 387 pz specyficznego wytacznie dla probek DNA
pochodzacych od gesi. Dla DNA pozostalych gatunkow (kaczki, kury i indyka) nie
otrzymano produktu reakcji (fot. 1). Analogiczne badania wykonane starterami ka-
czymi wykazato otrzymanie produktu charakterystycznego (64 pz) jedynie dla kaczek
(fot. 2). W obu przypadkach dla kontroli pozytywnej (PTC) reakcji otrzymano pro-
dukt, natomiast kontrola negatywna (NTC) potwierdzita czysto$¢ reakcji.

PR3 14 15 PBIC NTC

Fot. 1. Reakcje krzyzowe dla starterow gesich. Studzienka M: marker wielkosci 25 pz, studzienki
1-5 — DNA z puchu kaczki, 6-10 — DNA z migsa kury, 11-15 — DNA z migsa indyka, PTC, NTC
Fig. 1. Cross-reactions for goose primers. Lane M: 25 bp marker, lanes 1-5 — DNA from duck down, 610 —
DNA from chicken meat, 11-15 — DNA from turkey meat, PTC, NTC

M NTC PTC 1

Fot. 2. Reakcje krzyzowe dla starterow kaczych. Studzienka M: marker wielkosci 25 pz. NTC, PTC,
studzienki 1-5 — DNA z puchu gesi, 6—10 — DNA z migsa kury, 11-15 — DNA z migsa indyka
Fig. 2. Cross-reactions for duck primers. Lane M: 25 bp marker. NTC, PTC, lanes 1-5 — DNA from goose
down, 610 — DNA from chicken meat, 11-15 — DNA from turkey meat

Reakcje pozytywna dla obu gatunkéw uzyskano dla probek puchu o zawartosci
migdzy 0,09% do 100%, przy czym intensywnos$¢ produktu PCR jest uzalezniona od
ilosci materiatu wyjsciowego (fot. 3 1 4).
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Fot. 3. Identyfikacja puchu gesiego. Rozdzial elektroforetyczny produktow PCR w badanym zakresie
dziatania metody. W kolejnych studzienkach znajduje si¢ produkt PCR dla DNA wyizolowanego z puchu
gesiego w ilosci 100% (1-5), 10% (6-10), 1% (11-15), 0,09% (16-20), PTC, NTC, M — marker wielkosci
25 pz
Fig. 3. Identification of goose down. Electrophoretic separation of PCR products across the method range.
Successive lanes contain PCR product for DNA isolated from goose down in amounts of 100% (1-5), 10%
(6-10), 1% (11-15), 0.09% (16-20), PTC, NTC, M — 25 bp marker
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Fot. 4. Identyfikacja puchu kaczki. Rozdziat elektroforetyczny produktoéw PCR w catym zakresie dziatania

metody. W kolejnych studzienkach znajduje si¢ produkt PCR dla DNA wyizolowanego z puchu kaczego

w ilo$ci 100% (1-5), 10% (6-10), 1% (11-15), 0,09% (16-20), PTC, NTC, M — marker wielko$ci 25 pz

Fig. 4. Identification of duck down. Electrophoretic separation of PCR products across the method range.

Successive lanes contain PCR product for DNA isolated from duck down in amounts of 100% (1-5), 10%
(6-10), 1% (11-15), 0.09% (16-20), PTC, NTC, M — 25 bp marker
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Fot. 5. Zalezno$¢ czulosci metody od miejsca pozyskiwania DNA i rasy. W kolejnych studzienkach
znajduje si¢ produkt PCR dla DNA wyizolowanego z piodr kaczki rouen (kR), kaczki pekin (kP), gesi
china sage (gSG) i gesi biatej kotudzkiej (gB), (d) — DNA pozyskane z dutkéw, (p) — DNA pozyskane
z puchu, M — marker wielkosci 25 pz
Fig. 5. Relationship of method sensitivity with DNA acquisition site and breed. Successive lanes contain
PCR product for DNA isolated from the feathers of Rouen duck (kR), Pekin duck (kP), China Sage goose
(gSG) and White Kotuda goose (gB), (d) — DNA obtained from quills, (p) — DNA obtained from down,
M — 25 bp marker

Czuto$¢ prezentowanych metod byta uzalezniona od rodzaju materiatu, z ktore-
go pozyskiwano DNA. Wyzsza czuto$¢ zaobserwowano dla reakcji wykonywanej na
DNA otrzymanego z dutki niz z puchu (fot. 5). Ponadto czulo$¢ metody identyfikacji
puchu gesi byla taka sama niezaleznie od rasy osobnika, od ktorego pozyskano ma-
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teriat, natomiast dla kaczki czuto$¢ byta zroznicowana w zaleznosci od gatunku. Dla
kaczki rouen jest nizsza od wcze$niej ustalonej (dla rasy pekin) czulo$ci na poziomie
0,1%.

Oméwienie wynikow

Tematyka identyfikacji gatunkowej drobiu jest zagadnieniem bardzo czesto po-
ruszanym w ostatnich latach. Opisane w literaturze metody, wykorzystujace rdéznice
w sekwencjach mitochondrialnego DNA, wskazuja mozliwo$¢ wykrycia przynalez-
no$ci gatunkowej miesa i pierza ptakéw (Martin i in., 2007; Bottero i Dalmasso, 2011;
Okuma i Hellberg, 2015).

Powody podejmowania tego typu badan sg wielorakie, ale na czoto wysuwajg sie
trzy: kontrola autentyczno$ci produktéw spozywczych — najczesciej migsa i jaj (Ar-
duraiin., 2010), zapobieganie nielegalnemu przywozowi chronionych gatunkoéw oraz
identyfikacja okazow muzealnych (Speller i in., 2011; White i in., 2012).

Nieco nowszym zagadnieniem jest falszowanie puchu uzywanego do wypehien
odziezy czy kotder. Z tego wzgledu podjeto badania majgce na celu opracowanie
metody rozréznienia gatunkowego puchu kaczki od puchu gesi. Oznaczenie zrealizo-
wano przy zastosowaniu reakcji PCR, wykorzystujgc roznice w sekwencji fragmentu
genomu (12srRNA 1 d-loop) identyfikowanych gatunkow.

Zastosowana metoda ekstrakcji, wykorzystujaca zjawisko osadzania DNA na ko-
lumienkach, jest rutynowym sposobem pozyskiwania DNA z pior (Boonseub i in.,
2012). Przy izolacji DNA innymi metodami otrzymywano produkt o zbyt duzej de-
gradacji, co w znacznej mierze uniemozliwia dalszg analize¢ (Rudnick i in., 2007).

Opracowane metody identyfikacji puchu kaczki i gesi sg specyficzne gatunkowo —
wykorzystywane w kazdej z nich startery przytaczajg si¢ jedynie do sekwencji do-
celowych gatunkow, dla ktorych zostaty zaprojektowane, natomiast nie wchodzg
w reakcje krzyzowe z DNA innych gatunkow ptactwa domowego.

Zakres dziatania metody byl bardzo szeroki i obejmowat przedziat od granicy
oznaczalno$ci LOD do 100% puchu czy pidr. Granica oznaczalno$ci wynosi 0,1%, co
przektada si¢ na 1,5%x107° g materiatu wyj$ciowego.

[lo§¢ materiatu wyj$ciowego, niezbednego do otrzymania wystarczajacej ilosci
DNA o odpowiedniej jakos$ci, jest waznym wskaznikiem czuto$ci opracowywanej
metody. W tym przypadku, podobnie jak w innych metodach opartych na PCR, wy-
starczy tylko jeden promien pidra (Boonseub i in., 2012). Konkludujgc, piéro ptakoéw
moze by¢ dobrym zrédlem DNA dla potrzeb technik PCR.

Na uwagg zastuguje fakt roznej intensywnosci produktow reakcji PCR zwigzany
z czuto$cig testu. Metoda identyfikacji DNA gesiego cechowata si¢ wigkszymi mozli-
wosciami ze wzgledu na zastosowanie starteréw o 100% homologii do kilku ras tego
gatunku. W przypadku kaczek zaobserwowano réznice w sekwencji nukleotydowej
poszczegdlnych ras, co znacznie skomplikowato wybor starteréw. Spowodowato to
konieczno$¢ wyboru starterow, ktore beda wykazywaty jak najwieksze podobienstwo
do sekwencji kilku ras, jednak do zadnej rasy w 100%. Takie podejscie z jednej strony
zwicksza skuteczno$¢ analizy, niwelujac wptyw rasy kaczki, ale z drugiej strony obni-
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7a jej czuto$¢, poniewaz jest ona uzalezniona od réznic w sekwencji DNA. Niemniej
jednak czuto$¢ identyfikacji tkanek kaczki rouen jest na tyle wysoka aby umozliwié¢
oznaczenie 15ug pierza / puchu tej rasy.

Podsumowujac, opracowane metody pozwalajg na okre$lenie przynaleznos$ci ga-
tunkowej pior kaczych i gesich i mogg stanowi¢ skuteczne narzgdzie w walce z nad-
uzyciami zwigzanymi z produkcjg 1 wykorzystaniem pierza.
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The use of mtDNA polymorphism to differentiate duck and goose down
SUMMARY

To date, no synthetic material has been produced to match natural down for insulating power and
resilience. Down filling allows humans to maintain optimum body temperature and effective moisture
absorption. Depending on the application, manufacturers use goose down alone or mixed with duck down
in different proportions. For economic reasons, there is a risk that the down filling is adulterated with
undeclared addition of, for example, duck down. Therefore, this issue is of great importance for the control
of down fillings used as a natural heat insulation.

This paper presents a method for species identification of duck and goose down, based on selective
PCR amplification of species-specific fragments of 12S rRNA and d-loop mtDNA. The proposed method
is species specific and allows for repeatable results across the range. The scope of the method is very wide,
from 0.1% down adulteration to 100%. It is sensitive enough to detect 15 pg of down.

It is worth noting that the sensitivity varied depending on the fragment of feathers subjected to analy-
sis, with better sensitivity obtained for the quills than for down. In addition, the sensitivity of the goose
down identification method was the same for all breeds, but duck sensitivity varied according to the breed,
being lower for Rouen than for Pekin ducks.

The developed methods are an effective tool to check the reliability of the producers of down and
feathers.

Key words: species identification of down, mtDNA, duck down, goose down



