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Markery genetyczne sta³y siê w ostatnich latach cen-
nym materia³em zarówno do badañ z zakresu genetyki
populacji, jak i dla hodowców. W nowoczesnej ho-
dowli zwierz¹t znajduj¹ zastosowanie szczególnie
badania polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych
okre�lonych genów oraz minisatelity i mikrosatelity.
Zidentyfikowane u zwierz¹t gospodarskich zarejestro-
wane s¹ w miêdzynarodowym banku genów GenBank
lub EMBL.

Sekwencje mikrosatelitarne jako markery genetycz-
ne wykorzystywane s¹ w hodowli zwierz¹t, miêdzy
innymi, w badaniach zmienno�ci genetycznej popula-
cji (9, 10). Najczê�ciej stosowanymi parametrami okre-
�laj¹cymi zmienno�æ genetyczn¹ s¹: heterozygotycz-
no�æ, ró¿norodno�æ alleliczna i procent loci polimor-
ficznych. Miar¹ ró¿norodno�ci allelicznej jest liczba
alleli sekwencji STR, jaka znajduje siê w danym lo-
cus. Procent loci polimorficznych jest to udzia³ takich
loci w ogólnej liczbie analizowanych loci. Zmienno�æ
genetyczn¹ szacowan¹ na podstawie sekwencji mikro-
satelitarnych wykorzystuje siê równie¿ do charakte-

rystyki struktury genetycznej populacji, analizy kie-
runków i intensywno�ci migracji miêdzy populacja-
mi, szacowania stopnia zinbredowania populacji,
w analizie pokrewieñstwa i pochodzenia osobników
oraz w analizie stopnia hybrydyzacji pomiêdzy s¹sia-
duj¹cymi populacjami spokrewnionych gatunków. Sek-
wencje STR wykorzystywane s¹ tak¿e w molekular-
nych metodach identyfikacji p³ci, jak i do oceny przy-
nale¿no�ci gatunkowej osobników.

Sekwencje mikrosatelitarne sta³y siê w ostatnich la-
tach jedn¹ z najliczniejszych grup markerów. Ich roz-
proszenie w genomie, wysoki stopieñ polimorfizmu
oraz proste metody identyfikowania pozwalaj¹ na wy-
korzystanie ich w mapowaniu genomu, analizie ró¿-
nic wewn¹trz- i miêdzyodmianowych, jak i mapowa-
niu loci cech ilo�ciowych (7, 8, 11). Markery te umo¿-
liwiaj¹ równie¿ identyfikacjê genów odpowiedzialnych
za cechy wa¿ne z punktu widzenia hodowcy. Jak po-
daje Butler, sekwencje mikrosatelitarne nale¿¹ do mar-
kerów u¿ywanych w biologii, które dziêki automaty-
zacji metod analiz charakteryzuj¹ siê du¿¹ szybko�ci¹
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Summary
The goal of this study was to measure the utility of 10 pairs of starter sequences described scientifically to

amplify microsatellites in the genome of canines and measure the usefulness of the commercial set StockMarks®

for Dogs Canine Genotyping Kit from Applied Biosystems company in individual identification. An
additional goal is to check the feasibility of using the set to control the origin of species from Canidae familly.
The tests were conducted on animals from three species: Red Fox (Vulpes vulpes), Arctic Fox (Alopex lagopus),
and Raccoon Dog (Nyctereutes procyonoides), from which blood was drawn into sterile vacuum test-tubes
with the anticoagulant EDTA from the saphena vein. DNA was isolated from the blood using QIAamp
DNA Blood Mini Kit, a set for isolating genetic material. The obtained products PCR were exposed to electro-
phoretic separation in the genetic analyzer ABI Prism 3100 Avant, then analyzed using the computer program
Gene Mapper TM v. 3.5. The frequency of alleles was measured for all microsatellite loci. All calculations were
performed using the statistical packet SAS � module SAS/GeneticsTM 9.1.3.

The analysis of the microsatellite sequences (FHC 2010, FHC 2054, FHC 2079, PEZ1, PEZ20, PEZ12,
PEZ3, PEZ5, PEZ6, PEZ8) in the population of the Arctic Fox, Red fox, and Raccoon Dog, indicates a high
degree of polymorphism and high usefulness in the majority of tested microsatellite loci to control the origin
of species and identification of specimen in fox and raccoon dog farms. Moreover, it has been confirmed that
in many cases clear differences between the length of specific alleles indicates a potential use in identifying
species.
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uzyskiwanych wyników oraz ich wysok¹ powtarzal-
no�ci¹ i wiarygodno�ci¹ (1).

Kontrola pochodzenia jest wa¿nym aspektem pracy
hodowlanej. Jest ona prowadzona na podstawie anali-
zy dziedziczenia polimorficznych markerów genetycz-
nych. W przypadku ka¿dej sekwencji mikrosatelitar-
nej potomek otrzymuje jeden allel od matki, drugi od
ojca, dok³adnie tak, jak to jest przy cechach monoge-
nowych � jako�ciowych. Kontrola pochodzenia psów
hodowlanych staje siê coraz powszechniejsz¹ prakty-
k¹. Wyliczone prawdopodobieñstwo wykluczenia ro-
dzicielstwa (PE) u psów, na podstawie 12 sekwencji
mikrosatelitarnych DNA (CPH2, CPH3, CPH5, CPH6,
CPH8, CPH9, CPH10, CPH11, CPH13, CPH14,
CPH15, CPH16), wynosi 99,99% (7). W badaniach
Klukowskiej i wsp. (4) uzyskano warto�ci tego para-
metru wynosz¹ce 0,995. ¯eby jednak badanie gene-
tyczne by³o wiarygodne i dawa³o pewno�æ na pozio-
mie 99%, nie wystarczy przeprowadzenie analizy jed-
nego locus. Tylko analiza dostatecznie du¿ej liczby
sekwencji mikrosatelitarnych pozwala na ustalenie
unikalnego profilu genetycznego dla ka¿dego zwierzê-
cia (9). Dlatego te¿, analizuj¹c jednocze�nie 8-10 ró¿-
nych markerów mikrosatelitarnych, prawdopodobieñ-
stwo pope³nienia b³êdu szacuje siê na poziomie blis-
kim zeru.

Rozwój wiedzy o polimorfizmie i lokalizacji sek-
wencji mikrosatelitarnych w genomie psa okazuje siê
równie¿ bardzo przydatny w odniesieniu do innych
gatunków z rodziny psowatych, np. lisów pospolitych
i lisów polarnych (5). Szacowane prawdopodobieñstwo
wykrycia nieprawid³owego pochodzenia na podstawie
dziewiêciu loci mikrosatelitarnych psa wynosi³o 0,99
(6). Natomiast gdy tych samych sekwencji starterowych
u¿yto w badaniach lisa pospolitego i polarnego, otrzy-
mano wspó³czynnik wykluczenia dla lisa pospolitego
0,98 (4) oraz 0,99 dla lisa polarnego (5).

Miêdzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierz¹t
(ISAG) zaleca przeprowadzanie rutynowej kontroli

pochodzenia na podstawie wybranego zestawu sekwen-
cji mikrosatelitarnych i ocenê wybranych mikrosateli-
tów w badaniu populacji zwierz¹t. Tego rodzaju bada-
nia dotycz¹ ró¿nych gatunków zwierz¹t w Polsce: byd-
³a, koni, owiec i psów (9).

Celem przeprowadzonych badañ by³a ocena przy-
datno�ci 10 par sekwencji starterowych wchodz¹cych
w sk³ad komercyjnego zestawu StockMarks® for Dogs
Canine Genotyping Kit firmy Applied Biosystems do
identyfikacji osobniczej zwierz¹t gospodarskich z ro-
dziny Canidae, ponadto wskazanie na ewentualne za-
stosowanie go do kontroli pochodzenia zwierz¹t.

Materia³ i metody
Materia³ do badañ pochodzi³ z dwóch ferm zwierz¹t fu-

terkowych po³o¿onych w po³udniowo-wschodniej Polsce.
Badaniami objêto po 30 zwierz¹t nale¿¹cych do trzech ga-
tunków: lisa pospolitego (Vulpes vulpes), lisa polarnego (Alo-
pex lagopus) oraz jenota (Nyctereutes procyonoides).

Po uzyskaniu przez zwierzêta pe³nej dojrza³o�ci zimowej
okrywy w³osowej, tj. na prze³omie listopada i grudnia, po-
brano od nich krew do sterylnych probówek podci�nienio-
wych z antykoagulantem EDTA z ¿y³y dostopowej. DNA
izolowane by³o z krwi pe³nej za pomoc¹ zestawu do izolacji
materia³u genetycznego QIAamp DNA Blood Mini Kit. Na
bazie wyizolowanego genomowego DNA przeprowadzono
amplifikacjê wybranych sekwencji metod¹ ³añcuchowej re-
akcji polimerazy (PCR) przy u¿yciu fluorescencyjnie zna-
kowanych starterów. Do sporz¹dzenia mieszaniny reakcyj-
nej u¿yto nastêpuj¹cych komponentów wchodz¹cych w sk³ad
zestawu Stock Marks: H

2
O � 1,9 µl, bufor PCR Stock Marks

1,4 µl, 25 mM MgCl
2
 � 0,36 µl, dNTP � 2,2 µl, startery �

2,8 µl, polimeraza Tag Gold � 0,36 µl, genomowe DNA
1 µl.

Reakcjê PCR przeprowadzono w mieszaninie reakcyjnej
o ca³kowitej objêto�ci 10 µl przy zastosowaniu odpowied-
niego profilu temperaturowo-czasowego sk³adaj¹cego siê z:
denaturacji wstêpnej (95°C, 10 min.); 20 cykli: denaturacji
(95°C, 30 s.), przy³¹czania (58°C, 30 s.) oraz wyd³u¿ania
starterów (72°C, 1 min.); 15 cykli: denaturacji (95°C, 30 s.),
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1ZEP artet GTAT 2 631-29 7AFC 631276YA ikseibein/MAF GACGGACTCTAGATTAGATG GGTGTGGGATGGTCCTGGAT

3ZEP irt ACG/AAG 2 451-59 91/31AFC 662635YA yt³ó¿/DEN CTCAGACCCATACTCTTCAC CTTCATATCAACTGTATAAC

5ZEP artet ATTT 2 121-79 21AFC 551573YA ynoleiz/EOJ CGACACCCTTTGTTCTATCG CTGTTACAACATATGTCACT

6ZEP artet AAAG 412-461 61AFC 651573YA yt³ó¿/DEN CATATTGTGGGTCACGAGTA CAAACTGTTACGTTAACACA

8ZEP artet AAAG 062-222 72AFC/61S 451573YA yt³ó¿/DEN GGTGTCACTATTTCAGCTAT CTACTCTGTACTCCGAGGTA

21ZEP artet AAAG 023-052 3AFC 853857YA ynoleiz/EOJ CCAATCTGGAGATTAAATCC CTCCTCGTGTAAGGGCGAAT

02ZEP artet TAAA 102-071 ein
ynawopamz

250454FA ynoleiz/EOJ CTCAGACCCATACTCTTCAC CTTCATATCAACTGTATAAC

0102CHF artet AGTA 062-012 42AFC/5S 658010MN ikseibein/MAF CGTACGAGTTGACAAGGTAAA CCTTTTACTTCGACATTCCCC

4502CHF artet ATAG 381-041 21AFC 205500MN ikseibein/MAF GGGATTGACGTTACTTATTCCG CCCTTTCAAGTTTTGAGTCGTA

9702CHF artet TAGG 992-362 42AFC/5S � yt³ó¿/DEN TTTGGTACACGAGCCGAC CGACCCGTATAGTCTTAGTTA

Tab. 1. Charakterystyka analizowanych markerów mikrosatelitarnych zestawu StockMarks
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przy³¹czania (56°C,
30 s.) oraz wyd³u¿ania
starterów (72°C, 1 min.)
koñcowego wyd³u¿a-
nia starterów (72°C,
30 min.) oraz ch³odze-
nia do temp. 4°C.
W sk³ad zestawu wcho-
dz¹ sekwencje: PEZ1,
FHC2054, FHC2010,
PEZ5, PEZ20, PEZ12,
PEZ3, PEZ6, PEZ8,
FHC2079 (tab. 1). Ka¿-
dy z badanych gatun-
ków by³ porównywa-
ny do psa domowego
(Canis familiaris).
Uzyskane produkty
PCR poddawano roz-
dzia³owi elektrofore-
tycznemu w analizato-
rze genetycznym ABI
Prism 3100 Avant, a na-
stêpnie analizowano
przy u¿yciu programu
komputerowego Gene
MapperTM v. 3.5. Dla
wszystkich loci mikro-
satelitarnych obliczono
czêsto�æ (frekwencjê)
alleli oraz indeks stop-
nia polimorfizmu (PIC)
oraz heterozygotycz-
no�æ obserwowan¹
(HET). Wszystkie obli-
czenia wykonano z wy-
korzystaniem pakietu
statystycznego SAS �
modu³ SAS/GeneticsTM

9.1.3.

Wyniki i omówienie
U wymienionych

zwierz¹t badano 10
loci mikrosatelitar-
nych, dla których
scharakteryzowano
w sumie 107 alleli
(tab. 2). Frekwencja
alleli u poszczegól-
nych gatunków by³a
nastêpuj¹ca: 43 alle-
le u lisa polarnego,
30 alleli u lisa pospo-
litego i 34 allele u je-
nota. Liczba alleli
w poszczególnych loci
wykazywa³a du¿e wa-
hania u ka¿dego z ba-
danych gatunków

Tab. 2. Wielko�æ i frekwencja alleli w 10 loci mikrosatelitarnych w genomach lisa pospolitego, lisa
polarnego i jenota
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524 A 0054,0 612 A 9870,0 612 A 0001,0

924 B 0002,0 022 B 8637,0 022 B 7668,0

334 C 0053,0 422 C 3501,0 822 C 3330,0

822 D 9870,0

4502CHF
822 A 3417,0 481 A 2813,0 161 A 3727,0

232 B 7582,0 881 B 8186,0 371 B 7272,0

9702CHF

052 A 8513,0 742 A 6550,0 163 A 0057,0

452 B 6131,0 152 B 3338,0 563 B 7140,0

852 C 6131,0 552 C 1111,0 183 C 3802,0

262 D 3620,0

662 E 3620,0

472 F 8513,0

872 G 6250,0

1ZEP

071 A 9836,0 931 A 0000,1 141 A 3330,0

471 B 9831,0 541 B 3335,0

871 C 6550,0 941 C 0004,0

281 D 7661,0 351 D 3330,0

21ZEP

052 A 0573,0 842 A 3625,0 263 A 3854,0

452 B 0521,0 652 B 7374,0 873 B 3380,0

852 C 0521,0 283 C 3854,0

262 D 0050,0

662 E 0520,0

472 F 0052,0

872 G 0050,0

02ZEP

071 A 6716,0 612 A 9870,0 612 A 0001,0

471 B 6711,0 022 B 2367,0 022 B 7668,0

871 C 2880,0 422 C 3501,0 822 C 3330,0

281 D 5671,0 822 D 6250,0

3ZEP

401 A 3620,0 401 A 0052,0 011 A 3331,0

701 B 3620,0 701 B 6503,0 611 B 7660,0

011 C 9751,0 011 C 9883,0 911 C 3336,0

311 D 4863,0 311 D 6550,0 221 D 3330,0

611 E 6131,0 521 E 3331,0

911 F 5982,0

5ZEP

1 79 A 0525,0 1 79 A 0002,0 161 A 3334,0

101 B 0050,0 501 B 0052,0 371 B 3333,0

501 C 0521,0 901 C 0055,0 981 C 3332,0

901 D 0003,0

6ZEP

961 A 8855,0 461 A 0005,0 161 A 7535,0

181 B 8850,0 861 B 0005,0 371 B 0052,0

581 C 4283,0 981 C 3412,0

8ZEP

432 A 0053,0 281 A 4170,0 891 A 3333,0

832 B 0521,0 681 B 1701,0 602 B 0002,0

242 C 0525,0 491 C 9241,0 012 C 0002,0

891 D 3412,0 412 D 3331,0

012 E 3464,0 812 E 3331,0
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psowatych. Najwiêcej alleli odnotowano w populacji
lisa polarnego w locus FHC2054 i PEZ12 (po 7 alleli),
a najmniej w locus FHC2054 (2 allele). U lisa pospoli-
tego liczba alleli zawiera³a siê w przedziale od 1 w lo-
cus PEZ1 do 5 w locus PEZ8. Natomiast w populacji
jenota 2 allele odnotowano w locus FHC2054, a 5 al-
leli w locus PEZ8. �rednia liczba alleli dla ka¿dego
z analizowanych loci wynosi³a, odpowiednio: 4,3 dla
lisa polarnego, 3,0 dla lisa pospolitego, 3,4 dla jenota.
£¹cznie dla wszystkich badanych gatunków otrzyma-
no �rednio 10,7 alleli w ka¿dym locus.

Spo�ród 107 zidentyfikowanych alleli nale¿¹cych do
10 sekwencji mikrosatelitarnych, 1 allel o d³ugo�ci 110
pz nale¿¹cy do locus PEZ3 by³ wspólny dla trzech ga-
tunków.

Liczba i wielko�æ alleli w poszczególnych loci wy-
kazywa³y du¿e zró¿nicowanie miêdzy lisem polarnym,
lisem pospolitym i jenotem. Tylko sekwencja PEZ3
mia³a podobne wielko�ci alleli dla wszystkich 3 bada-
nych gatunków, natomiast pozosta³e loci charaktery-
zowa³y siê zró¿nicowanymi d³ugo�ciami. Liczba ziden-
tyfikowanych alleli w zale¿no�ci od locus przyjmowa³a
warto�ci od jeden w locus PEZ1 u lisa pospolitego do
siedem w locus FHC2079 i PEZ12 u lisa polarnego.

DeNise i wsp. (2) analizowali 17 markerów mikro-
satelitarnych u ró¿nych ras psów z czego 9 markerów
by³o takich samych jak te, które wykorzystano do ni-
niejszych badañ. Liczba alleli, jak¹ uzyskali dla po-
szczególnych sekwencji mikrosatelitarnych by³a zde-
cydowanie wiêksza od liczby alleli uzyskanych dla
poszczególnych badanych sekwencji. Przyk³adowo,
w locus PEZ6 zidentyfikowali 22 allele, FHC2054: 12
alleli, a w locus PEZ12: 24 allele, wówczas gdy liczba
alleli dla tych samych sekwencji w przeprowadzonych
badaniach wynosi³a w locus PEZ6: 3 u lisa polarnego,
2 u lisa pospolitego i 3 u jenota, w locus FHC2054:
7 u lisa polarnego, 2 u lisa pospolitego i 3 u jenota,
w locus PEZ12: po 2 allele u wszystkich 3 gatunków.
Tak du¿a ró¿nica wynikaæ mo¿e z tego, ¿e startery te
skonstruowane zosta³y do amplifikacji w genomie psa.
Pomimo przynale¿no�ci do tej samej rodziny psowa-
tych istniej¹ jednak do�æ du¿e ró¿nice pomiêdzy zwie-
rzêtami z tej grupy.

U lisa pospolitego locus PEZ1 by³ monomorficzny.
Wed³ug Ellegren i wsp. (3), allel w monomorficznych
loci jest najkrótszy w porównaniu z d³ugo�ciami alleli
dla tego samego locus u gatunków pokrewnych.
W przypadku locus PEZ1 d³ugo�æ allelu wynosi³a
139 pz, co w porównaniu z allelami tego samego lo-
cus u lisa polarnego (170-182 pz) potwierdza powy¿-
sze stwierdzenie. Jednak porównuj¹c tê d³ugo�æ z d³u-
go�ciami, jakie uzyskano u jenota dla tego locus (141-
-153 pz) nale¿y zaznaczyæ, ¿e istniej¹ca ró¿nica nie
by³a a¿ tak du¿a.

W analizowanych loci stwierdzono zró¿nicowan¹
liczbê alleli u badanych gatunków (np. u lisa polarne-
go w locus FHC2079 i PEZ12 � po 7 alleli, a u lisa
pospolitego w locus PEZ1 � 1 allel).

Analiza 10 sekwencji mikrosatelitarnych wykaza³a
tylko 1 allel w locus PEZ3 o d³ugo�ci 110 pz wspólny
dla trzech badanych gatunków zwierz¹t. Najwiêksza
ró¿nica w rozk³adzie czêsto�ci alleli wyst¹pi³a w lo-
cus FHC2010 pomiêdzy lisem polarnym a lisem po-
spolitym i jenotem.

W�ród wszystkich analizowanych markerów dla
3 populacji zwierz¹t za wysoko informatywne (PIC > 0,5)
mo¿na uznaæ 15 loci, 8 loci u lisa polarnego (FHC2079,
PEZ1, PEZ12, PEZ20, PEZ3, PEZ5, PEZ6, PEZ8),
3 loci u lisa pospolitego (PEZ3, PEZ5, PEZ8) i 4 loci
u jenota (PEZ3, PEZ5, PEZ6, PEZ8). Wspó³czynnik
heterozygotyczno�ci przyjmowa³ warto�ci wy¿sze ni¿
0,5 w przypadku 19 sekwencji mikrosatelitarnych,
z czego 9 u lisa polarnego (FHC2079, FHC2010, PEZ1,
PEZ12, PEZ3, PEZ5, PEZ6, PEZ8, PEZ20), 4 u lisa
pospolitego (FHC2010, PEZ3, PEZ6, PEZ8), a 6 u je-
nota (FHC2079, PEZ1, PEZ12, PEZ3, PEZ5, PEZ8),
natomiast dla pozosta³ych sekwencji przyjmowa³ war-
to�ci ni¿sze.

Podsumowanie
Analizowane sekwencje mikrosatelitarne (FHC2010,

FHC2054, FHC2079, PEZ1, PEZ20, PEZ12, PEZ3,
PEZ5, PEZ6, PEZ8) w populacji lisa polarnego, lisa
pospolitego i jenota wykazuj¹ siê wysokim stopniem
polimorfizmu i du¿¹ przydatno�ci¹ wiêkszo�ci bada-
nych loci mikrosatelitarnych do kontroli pochodzenia
zwierz¹t i identyfikacji osobników na fermach lisów
i jenotów.
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