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Summary

To date, there is no complementary panel of markers that could be used internationally in cases of disputed
parentage. The Department of Animal Cytogenetics and Molecular Genetics of the National Research
Institute of Animal Production has developed a complementary panel of microsatellite loci, which is used
when the standard panel is insufficient for parentage determination. Among the markers tested, the following
panel of microsatellite sequences was chosen to complement the panel of markers available at the National
Research Institute of Animal Production: CSRM60, ILSTS065, CSSM066, BM1818, INRA072, AGLA293,
INRA222, INRA092 and HUJI177.

The aim of the study was to determine the polymorphism of the panel of STR markers by estimating the
degree of expected (H,) and observed (H,) heterozygosity, the polymorphic information content (PIC), the
power of discrimination (PD) and the probability of exclusion (PE1 and PE2)

The 63 alleles identified at 9 loci in 174 head of Simmental cattle were used to estimate the degree of
heterozygosity and polymorphism in the cattle population examined. A high degree of observed hetero-
zygosity and polymorphism (over 60%) was found in all the markers analysed except AGLA293 and CSSM66.

The power of discrimination, calculated for each marker, was PD>0.8. Lower values of this parameter were
observed only for AGLA293 and CSSM66.

The probability of paternity exclusion on the basis of the newly developed panel of 9 STR loci was 97.74%
when the genotype of one parent was known and 99.86% when the genotypes of both parents were known.
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Polimorficzne mikrosatelitarne loci (STR — short
tandem repeat) znalazty szerokie zastosowanie w we-
ryfikacji rodowodow bydta. U bydta sekwencje mi-
krosatelitarne opisali w 1990 r. Fries 1 wsp. (6). Do-
tychczas w genomie bydia zidentyfikowano ponad
2000 sekwencji mikrosatelitarnych (http://locus.jouy.
inra.fr/cgi-bin/bovmap/intro.pl), ktére ze wzgledu na
wysoki stopien polimorfizmu oraz stosunkowo tatwa
1 szybka identyfikacje staty si¢ w ostatnim czasie naj-
liczniejsza klasa markeréw genetycznych stosowanych
zaré6wno w badaniach teoretycznych, jak i bezposred-
nio zwiazanych z hodowla zwierzat gospodarskich
(1, 8, 11, 16).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wykorzysta-
nie kilkunastu wysoko polimorficznych markerow
mikrosatelitarnych (PE > 0,5) daje ponad 99,9% praw-

dopodobienstwo potwierdzenia wtasciwie ustalonego
rodowodu (4, 7, 9, 16, 18). Tak duza skuteczno$¢ spo-
wodowata, ze Miedzynarodowe Towarzystwo Ge-
netyki Zwierzat — ISAG (International Society for
Animal Genetics) zalecito w 1996 r., by kontrolg po-
chodzenia bydta prowadzona dotychczas w oparciu
o grupy krwi zastapi¢ analiza polimorfizmu DNA. Sto-
sowanie kompatybilnych paneli markerow genetycz-
nych przez laboratoria zajmujace si¢ identyfikacja
osobnicza czy kontrola rodowodéw zapewnia poréw-
nywalno$¢ i mozliwo$¢ weryfikacji wynikow. W celu
standaryzacji panelu markerow mikrosatelitarnych
DNA do kontroli rodowodow bydta, na Migdzynaro-
dowej Konferencji ISAG w 1996 r. zaproponowano
zestaw 11 markerow mikrosatelitarnych, ktore mogty-
by by¢ stosowane w rutynowych testach molekular-
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nych (BM2113, BM1824, ETH3, ETH10, ETH225,
INRA23, SPS115, TGLAS3, TGLA227, TGLA126,
TGLA122). W 1998 1. ISAG zalecito, by 6 mikrosate-
litarnych loci: BM2113, BM 1824, SPS115, TGLA227,
TGLA126, TGLA122 stanowito minimalny zestaw
markeré6w wykorzystywany do kontroli pochodzenia
u bydta, w 2000 r. zestaw ten rozszerzono o 3 kolejne
markery: ETH10, ETH225 i INRA23. Obecnie, zgod-
nie z decyzja podj¢ta na Konferencji ISAG w Amster-
damie w 2008 r., rekomendowany jest zestaw 12 mar-
kerow STR, w ktérym podstawowy panel 9 mikro-
satelitarnych loci zostat poszerzony o ETH3, TGLAS3
1 BM1818.

W Instytucie Zootechniki PIB, sprawujacym nad-
z6r nad kontrola rodowodow bydta w Polsce, analizy
polimorfizmu mikrosatelitarnego u bydta prowadzo-
ne sa od 1998 r. W trakcie tych badan przeprowadzo-
no testy DNA dla ponad 23 tys. sztuk bydla. Przy tak
duzej ilosci badan istnieje zagrozenie, ze w niekto-
rych przypadkach, np. u osobnikéw pochodzacych ze
stad podlegajacych ostrej selekcji czy zwierzat blisko
Spokrewmonych zalecany zestaw markeréw DNA
moze by¢ niewystarczajacy do jednoznacznego po-
twierdzenia danych rodowodowych. Podobna sytuacja
moze zaistnie¢ w przypadku analizy danych rodowo-
dowych u bydta zwiazanego z migdzynarodowa wy-
miang zwierzat, gldwnie importem i eksportem mate-
riatu genetycznego wartosciowych osobnikéw, ktdrych
dane rodowodowe potwierdzane sa certyfikatem DNA.
W zwiazku z tym wigkszos¢ laboratoridéw prowadza-
cych analizy rodowodowe poszerza obowiazujacy ze-
staw o dodatkowe markery. Taka konieczno$¢ potwier-
dzaja rowniez dziatania ISAG prowadzace do rozsze-
rzania podstawowego panelu loci STR. Dotychczas nie
podano jednak dodatkowego, uzupetniajacego panelu
markerow uznawanego w skali migdzynarodowej, kto-
ry w razie potrzeby moglby by¢ wykorzystywany w sy-
tuacji spornego pochodzenia. W Dziale Cytogenetyki
1 Genetyki Molekularnej Zwierzat rowniez opracowa-
no uzupehiajacy panel 9 sekwencji mikrosatelitarnych
(17). Zestaw ten zawiera locus BM 1818, obecnie za-
lecany do rutynowych badan oraz STR: CSRM60,
ILSTS065, CSSM066, INRA072, AGLA293,INRA222,
INRA092 1 HUJI177, ktéry obok panelu podstawowe-
go wykorzystywany jest do weryfikacji rodowodow
w przypadkach, kiedy stwierdzenie pochodzenia na
podstawie rekomendowanego zestawu nie jest jedno-
znaczne.

Celem badan byto okreslenie polimorfizmu marke-
réw mikrosatelitarnych uzupehiajacego zestawu mar-
kerow DNA do potwierdzania danych rodowodowych
bydta simentalskiego.

Materiat i metody

Materialem do$wiadczalnym do identyfikacji polimor-
fizmu sekwencji mikrosatelitarnych DNA byty probki: krwi,
tkanki ucha, nasienia, cebulek wtosowych od 174 osobni-
kéw bydta simentalskiego (SM) objetych rutynowa kon-
trola rodowodow w 1Z PIB.

627

Badania obejmowaty okreslenie polimorfizmu 9 marke-
row STR zawartych w certyfikatach DNA wystawionych
przez inne laboratoria prowadzace badania rodowodowe
oraz ocen¢ mozliwosci zastosowania ich w laboratorium
1Z PIB. Testowano uzupehiajacy panel STR: CSRM60,
ILSTS065, CSSM066, BM1818, INRA072, AGLA293,
INRA222, INRA092 i HUJI177.

Genomowe DNA izolowano z probek krwi obwodowe;j
i cebulek wtosowych przy uzyciu proteinazy K wedtug
metody opisanej przez Kawasaki (13), z tkanki ucha — ze-
stawem prepGEM™ Tissue (ZyGEM) i nasienia przy po-
mocy zestawu Sherlock AX firmy A&A Biotechnology do
izolacji DNA z §ladéw biologicznych. Na bazie wyizolo-
wanego DNA przeprowadzono amplifikacj¢ metoda tan-
cuchowej reakcji polimerazy PCR-multiplex, przy uzyciu
fluorescencyjnie znakowanych sekwencji starterowych
przygotowanych przez firm¢ BIONOVO. Multipleksowa
reakcje¢ PCR wykonano w mieszaninie reakcyjnej Master
Mix przygotowanej przez firm¢ QIAGEN. Proces termicz-
ny przeprowadzono na amplifikatorze GeneAmp PCR Sys-
tem 9600 firmy Applied Biosystem, stosujac opracowany
proces termiczny: 3 min. wstgpnej denaturacji DNA w tem-
peraturze 98°C, nastepnie 30 cykli obejmujacych denatu-
racje w temperaturze 98°C przez 15 s., przylaczanie starte-
row do matrycy w temperaturze 57°C w ciagu 75 s., wy-
dtuzanie starterow w 72°C przez 30 s. i koncowe wydtuza-
nie starterow w temperaturze 72°C w czasie 60 min.

Otrzymane produkty PCR poddano elektroforezie w de-
naturujacym 7% zelu poliakryloamidowym w obecnosci
standardu dtugosci 500 ROX, w sekwenatorze 3100xL.
Wynik rozdziatu elektroforetycznego, fragmenty DNA
o réznej dhugosci, odczytano w programie GeneMapper.

Uzyskane dane wykorzystano do analizy statystycznej.
Oszacowano wartosci heterozygotycznosci oczekiwanej H,
i obserwowanej — H_ (14), indeks stopnia polimorfizmu —
PIC (3), prawdopodobienstwo wykluczenia ojcostwa dla
kazdego locus — PE, w przypadku, gdy znany jest genotyp
jednego z rodzicow i gdy znane sa genotypy obojga rodzi-
cow PE, (10) oraz taczne prawdopodobienstwo wyklucze-
nia ojcostwa — CPE dla wszystkich 9 loci tacznie (5).

Obliczenia wykonano w przygotowanym wtasnym pro-
gramie statystycznym IMGBOVSTAT — [ZOO PIB.

Wyniki i omowienie

Wiele laboratoriow, obok podstawowego zestawu
11 mikrosatelitow, wykorzystuje inne sekwencje mi-
krosatelitarne. We Francji laboratorium Labogena na
wystawianych certyfikatach DNA dodatkowo poda-
je genotyp w loci: HUJI177, ILSTS65, INRA72,
INRA92, INRA135, INRA177 i INRA222, w USA
laboratorium Holstein Association w /oci: BM1818,
CYP21, RM67, MGTG4B 1 SPS113, a w Kanadzie
w BM1818, CSSM066 1 HELI.

Dotychczas nie podano dodatkowego uzupetniaja-
cego panelu markerow, ktory, w razie potrzeby, mogt-
by by¢ wykorzystywany miedzynarodowo i pomocny
w sytuacji spornego pochodzenia. Dlatego w Dziale
Cytogenetyki i Genetyki Molekularnej Zwierzat [Z PIB
ustalono dodatkowy zestaw /oci STR, ktérego sktad
byt zalezny od markerow zawartych w certyfikatach
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Tab. 1. Polimorfizm analizowanych markeréw mikrosatelitarnych DNA w bada- gionie genomu, w ktorym znajduja si¢

nej populacji bydla simentalskiego

loci wazne z punktu widzenia prowa-

dzonej pracy hodowlane;j.

Locus | L. alleli HO HE PIC PD PE, PE, : .

AGLA293 5 0,5000 | 10,4953 | 0,4666 | 0,7177 | 0,1349 | 0,2976 Zidentyfikowane allele postuzyly
’ ’ ’ : ’ ’ do oszacowania stopnia heterozygo-

BM818 5 0,7313 0,7317 0,6850 0,8708 0,3144 0,4891 tycznoéci oraz polimorﬁzmu w ba-
CSRMG0 6 07568 | 08100 | 07836 | 009324 | 04466 | 06239 | danej populacji bydia. Sposrod ana-
CSSM66 8 04054 | 04548 | 04412 | 06446 | 01200 | 02875 | lizowanych markerow, z wyjatkiem
HUJNT7 6 0,7703 | 10,7838 | 10,7539 | 0,9196 | 0,4051 | 0,5852 AGLA293 oraz CSSM66, wykazano
’ ’ ’ ’ ’ ’ wysoki stopien heterozygotycznosci

ILSTS065 7 07162 | 0,6897 | 06468 | 08524 | 02805 | 04565 | obserwowanej oraz polimorfizmu,
INRA72 6 06351 | 06744 | 06145 | 08378 | 02533 | 04138 | wynoszacy ponad 50%. Srednia war-
INRA92 9 08243 | 07890 | 07649 | 009288 | 04277 | o076 | tosci heterozygotycznosci obserwo-
NRA222 » ) ) wanej i oczekiwanej wynosity, odpo-
0,8378 | 10,8670 | 08529 | 0,9606 | 0,5763 | 0,733 wiednio, 0,6863 i 0,6995. Obliczona

Razem 63 srednia dla indeksu PIC wynosita
$rednia 0,6863 | 0,6995 | 06677 | 0,8515 0,6677. Wartosci heterozygotycznos-
CPE 97.74% | 99.86% | Cl obserwoyvanej (Ho), o.czeklwanej
(He) oraz indeksu stopnia polimor-

Objasnienia: H, —stopief heterozygotycznosci oczekiwanej; H  —stopien heterozygo-  fizmu (PIC) dla locus w odniesieniu

tycznosci obserwowanej; PIC — indeks stopnia polimorfizmu; PD —sita dyskryminacji;
PE — prawdopodobienstwo wykluczenia (PE, — w przypadku znajomosci genotypu
jednego z rodzicow i obu rodzicow PE,); CPE — faczna wartos¢ prawdopodobienstwa

wykluczenia

wystawionych przez inne laboratoria, a jednoczes$nie
byly one testowane w migedzynarodowych testach po-
rownawczych ISAG i miaty okre$lone (standaryzowa-
ne) migdzynarodowo allele, co pozwala na poréwny-
wanie wynikow migdzy laboratoriami.

Sposrod testowanych STR ustalono nastgpujacy ze-
staw sekwencji mikrosatelitarnych DNA: CSRM60,
ILSTS065, CSSM066, BM1818,INRA072, AGLA293,
INRA222, INRA092 i HUJI177, ktory stanowi uzu-
petniajacy panel markeréw DNA w [Z PIB. Wybrano
markery tak, by mogly by¢ amplifikowane w jedne;
reakcji PCR-multiplex, co skraca czas oraz zmniejsza
koszt przeprowadzanych analiz.

Podczas analizy polimorfizmu w badanych mikro-
satelitarnych loci w populacji liczacej 174 sztuki
rasy SM hodowanego w Polsce, zidentyfikowano 63
allele. Liczba alleli w locus, ktora moze swiadczy¢
0 zmienno$ci genetycznej, miescila si¢ w granicach od
5 dla AGLA293 1 BM1818 do 11 alleli dla INRA222.
W badanej populacji bydta duza liczba alleli obok /o-
cus INRA222 odznaczat si¢ rowniez marker INRA92
(9 alleli) i CSSM66 (8 alleli). Rozktad poszczegol-
nych alleli w locus byt dos¢ zréznicowany, za wyjat-
kiem uktadu AGLA293, w ktorym na razem ustalo-
nych 5 alleli jeden o dtugosci 230 pz odznaczat si¢
wyzsza czgstoscia rowna 0,828, co moze ograniczad
jego przydatnos¢ do badan identyfikacyjnych. Podob-
na sytuacj¢ zaobserwowano w locus CSSM66, w kto-
rym spo$rdd ustalonych 8 alleli jeden o dlugosci 185 pz
charakteryzowal si¢ wyzsza czestoscia rowna 0,742.
Na obecnym etapie badan nie mozna stwierdzi¢ jed-
noznacznie, co jest przyczyna czgstszego wystgpowa-
nia pewnych alleli w danym locus, mozna jednak przy-
puszczaé, ze dany marker moze by¢ potozony w re-

do kazdej z badanych ras przedsta-
wiono w tab. 1. Najwigksze wartosci
Ho odnotowano w locus INRA222.
Podobnie ksztattowat si¢ stopien
polimorfizmu badanych markeréw, najwigksze war-
tosci, wyzsze od 0,8, otrzymano w locus INRA222.
Wartosci Ho nizsze od 0,5 zaobserwowano w locus
AGLA293, w ktorym stwierdzono przewage czgsto-
$ci wystgpowania jednego z alleli, co w konsekwencji
spowodowato obnizenie polimorfizmu w obrgbie tego
locus. Nizszy polimorfizm zaobserwowano rowniez
w locus CSSM66, gdzie Ho wyniosta jedynie 0,4054,
a PIC — 0,4412. Mozna zatem przypuszczac, ze tak
znaczne obnizenie stopnia heterozygotycznosci i po-
limorfizmu u bydla simentalskiego moze by¢ zwia-
zane z potozeniem tego /ocus w regionie, w ktérym
znajduja si¢ loci cech podlegajacych ostrej selekcji
u tej rasy. Zaleznos¢ alleli zidentyfikowanych w locus
CSSM66 od cech produkcyjnych badanej populacji
bydta simentalskiego jest tylko przypuszczeniem, ktore
nalezaloby potwierdzi¢ badZ wykluczy¢ na podstawie
szerszych badan.

Bezposrednim wskaznikiem okre$lajacym przydat-
nos$¢ ocenianych paneli STR dla potrzeb identyfikacji
osobniczej jest sita dyskryminacji. Zastosowanie tyl-
ko 6 polimorficznych markerow (BM2113, BM1862,
BMc701, BM2934, TGLA122 i BM720) u bydta holsz-
tyno-fryzyjskiego dato site dyskryminacji wynoszaca
0,99997 (12). W prezentowanych badaniach, w wigk-
szo$ci loci wyliczone wartosci PD dla kazdego z ana-
lizowanych markeréw osiagnety wartosci PD > 0,7
(tab. 1). Srednia warto$¢ dla tego parametru byta row-
na 0,8515. Dla 4 loci: CSRM60, HUJI177 i INRA92
1 INRAZZZ warto$ci sity dyskryminacji byly wyzsze
od wartosci 0,9. Mniejsze warto$ci tego parametru za-
obserwowano jedynie w odniesieniu do 2 markerow:
dla AGLA293 réwne 0,7177 oraz dla CSSM66 —
0,6446. Kumulatywna sita dyskryminacji wyliczona
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na podstawie zestawu analizowanych STR byta bliska
jednosci. Wysoka sita dyskryminacji multipleksu wska-
zuje na mozliwos$¢ jego wykorzystania w identyfika-
cji osobniczej.

Prawdopodobienstwo, z jakim mozna potwierdzi¢
badZ wykluczy¢ pochodzenie danego osobnika po da-
nej parze rodzicielskiej, oszacowane jest za pomoca
prawdopodobienstwa wykluczenia ojcostwa — PE.
Parametr ten, szacowany na podstawie panelu STR
zalecanego przez ISAG do kontroli rodowodow, po-
wszechnie stosowany jest do okreslenia prawdopodo-
bienstwa wykluczenia, z jakim mozna potwierdzié¢
dane rodowodowe bydta ré6znychras (4,7, 15, 18, 19).
W badaniach wiasnych wyliczone PE dla kazdego
markera u badanej rasy bydta (tab. 1) postuzyty do wy-
liczenia lacznego prawdopodobienstwa wykluczenia
w przypadku, gdy znane sa dane jednego z rodzicow —
CPE, i w przypadku, gdy mozliwa jest analiza obojga
rodzicow — CPE,. Zastosowanie zestawu wybranych
9 loci STR dla CPE, wyniosto od 97,74%, natomiast
w przypadku znajomosci genotypdéw obu rodzicow
CPE, od 99,86% (tab. 1).

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan
mozna stwierdzi¢, ze testowany zestaw markerow
mikrosatelitarnych DNA odznacza si¢ duzym poli-
morfizmem, a wysoka sita dyskryminacji multipleksu
wskazuje na celowo$¢ zastosowania go do weryfika-
cji rodowodow bydta, gldownie w przypadkach, kiedy
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ pochodzenia
osobnika na podstawie panelu podstawowego. Ponadto
przeprowadzone badania pozwola na rozszerzenie bazy
danych buhajow, objetych kontrola rodowodéw na
podstawie antygendw erytrocytarnych i 11 Joci mikro-
satelitarnych, o dodatkowy zestaw markerow DNA.
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