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Polimorficzne mikrosatelitarne loci (STR � short
tandem repeat) znalaz³y szerokie zastosowanie w we-
ryfikacji rodowodów byd³a. U byd³a sekwencje mi-
krosatelitarne opisali w 1990 r. Fries i wsp. (6). Do-
tychczas w genomie byd³a zidentyfikowano ponad
2000 sekwencji mikrosatelitarnych (http://locus.jouy.
inra.fr/cgi-bin/bovmap/intro.pl), które ze wzglêdu na
wysoki stopieñ polimorfizmu oraz stosunkowo ³atw¹
i szybk¹ identyfikacjê sta³y siê w ostatnim czasie naj-
liczniejsz¹ klas¹ markerów genetycznych stosowanych
zarówno w badaniach teoretycznych, jak i bezpo�red-
nio zwi¹zanych z hodowl¹ zwierz¹t gospodarskich
(1, 8, 11, 16).

Przeprowadzone badania wykaza³y, ¿e wykorzysta-
nie kilkunastu wysoko polimorficznych markerów
mikrosatelitarnych (PE > 0,5) daje ponad 99,9% praw-

dopodobieñstwo potwierdzenia w³a�ciwie ustalonego
rodowodu (4, 7, 9, 16, 18). Tak du¿a skuteczno�æ spo-
wodowa³a, ¿e Miêdzynarodowe Towarzystwo Ge-
netyki Zwierz¹t � ISAG (International Society for
Animal Genetics) zaleci³o w 1996 r., by kontrolê po-
chodzenia byd³a prowadzon¹ dotychczas w oparciu
o grupy krwi zast¹piæ analiz¹ polimorfizmu DNA. Sto-
sowanie kompatybilnych paneli markerów genetycz-
nych przez laboratoria zajmuj¹ce siê identyfikacj¹
osobnicz¹ czy kontrol¹ rodowodów zapewnia porów-
nywalno�æ i mo¿liwo�æ weryfikacji wyników. W celu
standaryzacji panelu markerów mikrosatelitarnych
DNA do kontroli rodowodów byd³a, na Miêdzynaro-
dowej Konferencji ISAG w 1996 r. zaproponowano
zestaw 11 markerów mikrosatelitarnych, które mog³y-
by byæ stosowane w rutynowych testach molekular-

Ocena polimorfizmu mikrosatelitarnych loci DNA
uzupe³niaj¹cego zestawu STR do kontroli rodowodów

byd³a simentalskiego
ANNA RADKO, TADEUSZ RYCHLIK, DOMINIKA RUBI�

Dzia³ Cytogenetyki i Genetyki Molekularnej Zwierz¹t Instytutu Zootechniki � PIB, 32-083 Balice k. Krakowa

Radko A., Rychlik T., Rubi� D.
Evaluation of the polymorphism of DNA microsatellite loci from a complementary STR panel

for parentage verification in Simmental cattle
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 (HE) and observed (HO) 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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nych (BM2113, BM1824, ETH3, ETH10, ETH225,
INRA23, SPS115, TGLA53, TGLA227, TGLA126,
TGLA122). W 1998 r. ISAG zaleci³o, by 6 mikrosate-
litarnych loci: BM2113, BM1824, SPS115, TGLA227,
TGLA126, TGLA122 stanowi³o minimalny zestaw
markerów wykorzystywany do kontroli pochodzenia
u byd³a, w 2000 r. zestaw ten rozszerzono o 3 kolejne
markery: ETH10, ETH225 i INRA23. Obecnie, zgod-
nie z decyzj¹ podjêt¹ na Konferencji ISAG w Amster-
damie w 2008 r., rekomendowany jest zestaw 12 mar-
kerów STR, w którym podstawowy panel 9 mikro-
satelitarnych loci zosta³ poszerzony o ETH3, TGLA53
i BM1818.

W Instytucie Zootechniki PIB, sprawuj¹cym nad-
zór nad kontrol¹ rodowodów byd³a w Polsce, analizy
polimorfizmu mikrosatelitarnego u byd³a prowadzo-
ne s¹ od 1998 r. W trakcie tych badañ przeprowadzo-
no testy DNA dla ponad 23 tys. sztuk byd³a. Przy tak
du¿ej ilo�ci badañ istnieje zagro¿enie, ¿e w niektó-
rych przypadkach, np. u osobników pochodz¹cych ze
stad podlegaj¹cych ostrej selekcji czy zwierz¹t blisko
spokrewnionych, zalecany zestaw markerów DNA
mo¿e byæ niewystarczaj¹cy do jednoznacznego po-
twierdzenia danych rodowodowych. Podobna sytuacja
mo¿e zaistnieæ w przypadku analizy danych rodowo-
dowych u byd³a zwi¹zanego z miêdzynarodow¹ wy-
mian¹ zwierz¹t, g³ównie importem i eksportem mate-
ria³u genetycznego warto�ciowych osobników, których
dane rodowodowe potwierdzane s¹ certyfikatem DNA.
W zwi¹zku z tym wiêkszo�æ laboratoriów prowadz¹-
cych analizy rodowodowe poszerza obowi¹zuj¹cy ze-
staw o dodatkowe markery. Tak¹ konieczno�æ potwier-
dzaj¹ równie¿ dzia³ania ISAG prowadz¹ce do rozsze-
rzania podstawowego panelu loci STR. Dotychczas nie
podano jednak dodatkowego, uzupe³niaj¹cego panelu
markerów uznawanego w skali miêdzynarodowej, któ-
ry w razie potrzeby móg³by byæ wykorzystywany w sy-
tuacji spornego pochodzenia. W Dziale Cytogenetyki
i Genetyki Molekularnej Zwierz¹t równie¿ opracowa-
no uzupe³niaj¹cy panel 9 sekwencji mikrosatelitarnych
(17). Zestaw ten zawiera locus BM1818, obecnie za-
lecany do rutynowych badañ oraz STR: CSRM60,
ILSTS065, CSSM066, INRA072, AGLA293, INRA222,
INRA092 i HUJI177, który obok panelu podstawowe-
go wykorzystywany jest do weryfikacji rodowodów
w przypadkach, kiedy stwierdzenie pochodzenia na
podstawie rekomendowanego zestawu nie jest jedno-
znaczne.

Celem badañ by³o okre�lenie polimorfizmu marke-
rów mikrosatelitarnych uzupe³niaj¹cego zestawu mar-
kerów DNA do potwierdzania danych rodowodowych
byd³a simentalskiego.

Materia³ i metody
Materia³em do�wiadczalnym do identyfikacji polimor-

fizmu sekwencji mikrosatelitarnych DNA by³y próbki: krwi,
tkanki ucha, nasienia, cebulek w³osowych od 174 osobni-
ków byd³a simentalskiego (SM) objêtych rutynow¹ kon-
trol¹ rodowodów w IZ PIB.

Badania obejmowa³y okre�lenie polimorfizmu 9 marke-
rów STR zawartych w certyfikatach DNA wystawionych
przez inne laboratoria prowadz¹ce badania rodowodowe
oraz ocenê mo¿liwo�ci zastosowania ich w laboratorium
IZ PIB. Testowano uzupe³niaj¹cy panel STR: CSRM60,
ILSTS065, CSSM066, BM1818, INRA072, AGLA293,
INRA222, INRA092 i HUJI177.

Genomowe DNA izolowano z próbek krwi obwodowej
i cebulek w³osowych przy u¿yciu proteinazy K wed³ug
metody opisanej przez Kawasaki (13), z tkanki ucha � ze-
stawem prepGEMTM Tissue (ZyGEM) i nasienia przy po-
mocy zestawu Sherlock AX firmy A&A Biotechnology do
izolacji DNA z �ladów biologicznych. Na bazie wyizolo-
wanego DNA przeprowadzono amplifikacjê metod¹ ³añ-
cuchowej reakcji polimerazy PCR-multiplex, przy u¿yciu
fluorescencyjnie znakowanych sekwencji starterowych
przygotowanych przez firmê BIONOVO. Multipleksow¹
reakcjê PCR wykonano w mieszaninie reakcyjnej Master
Mix przygotowanej przez firmê QIAGEN. Proces termicz-
ny przeprowadzono na amplifikatorze GeneAmp PCR Sys-
tem 9600 firmy Applied Biosystem, stosuj¹c opracowany
proces termiczny: 3 min. wstêpnej denaturacji DNA w tem-
peraturze 98°C, nastêpnie 30 cykli obejmuj¹cych denatu-
racjê w temperaturze 98°C przez 15 s., przy³¹czanie starte-
rów do matrycy w temperaturze 57°C w ci¹gu 75 s., wy-
d³u¿anie starterów w 72°C przez 30 s. i koñcowe wyd³u¿a-
nie starterów w temperaturze 72°C w czasie 60 min.

Otrzymane produkty PCR poddano elektroforezie w de-
naturuj¹cym 7% ¿elu poliakryloamidowym w obecno�ci
standardu d³ugo�ci 500 ROX, w sekwenatorze 3100xL.
Wynik rozdzia³u elektroforetycznego, fragmenty DNA
o ró¿nej d³ugo�ci, odczytano w programie GeneMapper.

Uzyskane dane wykorzystano do analizy statystycznej.
Oszacowano warto�ci heterozygotyczno�ci oczekiwanej H

E
i obserwowanej � H

O
 (14), indeks stopnia polimorfizmu �

PIC (3), prawdopodobieñstwo wykluczenia ojcostwa dla
ka¿dego locus � PE

1
 w przypadku, gdy znany jest genotyp

jednego z rodziców i gdy znane s¹ genotypy obojga rodzi-
ców PE

2
 (10) oraz ³¹czne prawdopodobieñstwo wyklucze-

nia ojcostwa � CPE dla wszystkich 9 loci ³¹cznie (5).
Obliczenia wykonano w przygotowanym w³asnym pro-

gramie statystycznym IMGBOVSTAT � IZOO PIB.

Wyniki i omówienie
Wiele laboratoriów, obok podstawowego zestawu

11 mikrosatelitów, 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 loci: BM1818,
CYP21, RM67, MGTG4B i SPS113, a w Kanadzie
w BM1818, CSSM066 i HEL1.

Dotychczas nie podano dodatkowego uzupe³niaj¹-
cego panelu markerów, który, w razie potrzeby, móg³-
by byæ wykorzystywany miêdzynarodowo i pomocny
w sytuacji spornego pochodzenia. Dlatego w Dziale
Cytogenetyki i Genetyki Molekularnej Zwierz¹t IZ PIB
ustalono dodatkowy zestaw loci STR, którego sk³ad
by³ zale¿ny od markerów zawartych w certyfikatach
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wystawionych przez inne laboratoria, a jednocze�nie
by³y one testowane w miêdzynarodowych testach po-
równawczych ISAG i mia³y okre�lone (standaryzowa-
ne) miêdzynarodowo allele, co pozwala na porówny-
wanie wyników miêdzy laboratoriami.

Spo�ród testowanych STR ustalono nastêpuj¹cy ze-
staw sekwencji mikrosatelitarnych DNA: CSRM60,
ILSTS065, CSSM066, BM1818, INRA072, AGLA293,
INRA222, INRA092 i HUJI177, który stanowi uzu-
pe³niaj¹cy panel markerów DNA w IZ PIB. Wybrano
markery tak, by mog³y byæ amplifikowane w jednej
reakcji PCR-multiplex, co skraca czas oraz zmniejsza
koszt przeprowadzanych analiz.

Podczas analizy polimorfizmu w badanych mikro-
satelitarnych loci w populacji licz¹cej 174 sztuki
rasy SM hodowanego w Polsce, zidentyfikowano 63
allele. Liczba alleli w locus, która mo¿e �wiadczyæ
o zmienno�ci genetycznej, mie�ci³a siê w granicach od
5 dla AGLA293 i BM1818 do 11 alleli dla INRA222.
W badanej populacji byd³a du¿¹ liczb¹ alleli obok lo-
cus INRA222 odznacza³ siê równie¿ marker INRA92
(9 alleli) i CSSM66 (8 alleli). Rozk³ad poszczegól-
nych alleli w locus by³ do�æ zró¿nicowany, za wyj¹t-
kiem uk³adu AGLA293, w którym na razem ustalo-
nych 5 alleli jeden o d³ugo�ci 230 pz odznacza³ siê
wy¿sz¹ czêsto�ci¹ równ¹ 0,828, co mo¿e ograniczaæ
jego przydatno�æ do badañ identyfikacyjnych. Podob-
n¹ sytuacjê zaobserwowano w locus CSSM66, w któ-
rym spo�ród ustalonych 8 alleli jeden o d³ugo�ci 185 pz
charakteryzowa³ siê wy¿sz¹ czêsto�ci¹ równ¹ 0,742.
Na obecnym etapie badañ nie mo¿na stwierdziæ jed-
noznacznie, co jest przyczyn¹ czêstszego wystêpowa-
nia pewnych alleli w danym locus, mo¿na jednak przy-
puszczaæ, ¿e dany marker mo¿e byæ po³o¿ony w re-

gionie genomu, w którym znajduj¹ siê
loci wa¿ne z punktu widzenia prowa-
dzonej pracy hodowlanej.

Zidentyfikowane allele pos³u¿y³y
do oszacowania stopnia heterozygo-
tyczno�ci oraz polimorfizmu w ba-
danej populacji byd³a. Spo�ród ana-
lizowanych markerów, z wyj¹tkiem
AGLA293 oraz CSSM66, wykazano
wysoki stopieñ heterozygotyczno�ci
obserwowanej oraz polimorfizmu,
wynosz¹cy ponad 50%. �rednia war-
to�ci heterozygotyczno�ci obserwo-
wanej i oczekiwanej wynosi³y, odpo-
wiednio, 0,6863 i 0,6995. Obliczona
�rednia dla indeksu PIC wynosi³a
0,6677. Warto�ci heterozygotyczno�-
ci obserwowanej (Ho), oczekiwanej
(He) oraz indeksu stopnia polimor-
fizmu (PIC) dla locus w odniesieniu
do ka¿dej z badanych ras przedsta-
wiono w tab. 1. Najwiêksze warto�ci
Ho odnotowano w locus INRA222.
Podobnie kszta³towa³ siê stopieñ

polimorfizmu badanych markerów, najwiêksze war-
to�ci, wy¿sze od 0,8, otrzymano w locus INRA222.
Warto�ci Ho ni¿sze od 0,5 zaobserwowano w locus
AGLA293, w którym stwierdzono przewagê czêsto-
�ci wystêpowania jednego z alleli, co w konsekwencji
spowodowa³o obni¿enie polimorfizmu w obrêbie tego
locus. Ni¿szy polimorfizm zaobserwowano równie¿
w locus CSSM66, gdzie Ho wynios³a jedynie 0,4054,
a PIC � 0,4412. Mo¿na zatem przypuszczaæ, ¿e tak
znaczne obni¿enie stopnia heterozygotyczno�ci i po-
limorfizmu u byd³a simentalskiego mo¿e byæ zwi¹-
zane z po³o¿eniem tego locus w regionie, w którym
znajduj¹ siê loci cech podlegaj¹cych ostrej selekcji
u tej rasy. Zale¿no�æ alleli zidentyfikowanych w locus
CSSM66 od cech produkcyjnych badanej populacji
byd³a simentalskiego jest tylko przypuszczeniem, które
nale¿a³oby potwierdziæ b¹d� wykluczyæ na podstawie
szerszych badañ.

Bezpo�rednim wska�nikiem okre�laj¹cym przydat-
no�æ ocenianych paneli STR dla potrzeb identyfikacji
osobniczej jest si³a dyskryminacji. Zastosowanie tyl-
ko 6 polimorficznych markerów (BM2113, BM1862,
BMc701, BM2934, TGLA122 i BM720) u byd³a holsz-
tyno-fryzyjskiego da³o si³ê dyskryminacji wynosz¹c¹
0,99997 (12). W prezentowanych badaniach, w wiêk-
szo�ci loci wyliczone warto�ci PD dla ka¿dego z ana-
lizowanych markerów osi¹gnê³y warto�ci PD > 0,7
(tab. 1). �rednia warto�æ dla tego parametru by³a rów-
na 0,8515. Dla 4 loci: CSRM60, HUJI177 i INRA92
i INRA222 warto�ci si³y dyskryminacji by³y wy¿sze
od warto�ci 0,9. Mniejsze warto�ci tego parametru za-
obserwowano jedynie w odniesieniu do 2 markerów:
dla AGLA293 równe 0,7177 oraz dla CSSM66 �
0,6446. Kumulatywna si³a dyskryminacji wyliczona

Tab. 1. Polimorfizm analizowanych markerów mikrosatelitarnych DNA w bada-
nej populacji byd³a simentalskiego

Obja�nienia: H
E
 � stopieñ heterozygotyczno�ci oczekiwanej; H

O
 � stopieñ heterozygo-

tyczno�ci obserwowanej; PIC � indeks stopnia polimorfizmu; PD � si³a dyskryminacji;
PE � prawdopodobieñstwo wykluczenia (PE

1
 � w przypadku znajomo�ci genotypu

jednego z rodziców i obu rodziców PE
2
); CPE � ³¹czna warto�æ prawdopodobieñstwa

wykluczenia

sucoL ilella.L OH EH CIP DP EP 1 EP 2

392ALGA 5 0005,0 3594,0 6664,0 7717,0 9431,0 6792,0

818MB 5 3137,0 7137,0 0586,0 8078,0 4413,0 1984,0

06MRSC 6 8657,0 0018,0 6387,0 4239,0 6644,0 9326,0

66MSSC 8 4504,0 8454,0 2144,0 6446,0 0021,0 5782,0

771IJUH 6 3077,0 8387,0 9357,0 6919,0 1504,0 2585,0

560STSLI 7 2617,0 7986,0 8646,0 4258,0 5082,0 5654,0

27ARNI 6 1536,0 4476,0 5416,0 8738,0 3352,0 8314,0

29ARNI 9 3428,0 0987,0 9467,0 4829,0 7724,0 6706,0

222ARNI 11 8738,0 0768,0 9258,0 6069,0 3675,0 2337,0

mezaR 36

� ainder 3686,0 5996,0 7766,0 5158,0

EPC %47,79 %68,99
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na podstawie zestawu analizowanych STR by³a bliska
jedno�ci. Wysoka si³a dyskryminacji multipleksu wska-
zuje na mo¿liwo�æ jego wykorzystania w identyfika-
cji osobniczej.

Prawdopodobieñstwo, z jakim mo¿na potwierdziæ
b¹d� wykluczyæ pochodzenie danego osobnika po da-
nej parze rodzicielskiej, oszacowane jest za pomoc¹
prawdopodobieñstwa wykluczenia ojcostwa � PE.
Parametr ten, szacowany na podstawie panelu STR
zalecanego przez ISAG do kontroli rodowodów, po-
wszechnie stosowany jest do okre�lenia prawdopodo-
bieñstwa wykluczenia, z jakim mo¿na potwierdziæ
dane rodowodowe byd³a ró¿nych ras (4, 7, 15, 18, 19).
W badaniach w³asnych wyliczone PE dla ka¿dego
markera u badanej rasy byd³a (tab. 1) pos³u¿y³y do wy-
liczenia ³¹cznego prawdopodobieñstwa wykluczenia
w przypadku, gdy znane s¹ dane jednego z rodziców �
CPE

1
 i w przypadku, gdy mo¿liwa jest analiza obojga

rodziców � CPE
2
. Zastosowanie zestawu wybranych

9 loci STR dla CPE
1
 wynios³o od 97,74%, natomiast

w przypadku znajomo�ci genotypów obu rodziców
CPE

2
 od 99,86% (tab. 1).

Podsumowuj¹c wyniki przeprowadzonych badañ
mo¿na stwierdziæ, ¿e testowany zestaw markerów
mikrosatelitarnych DNA odznacza siê du¿ym poli-
morfizmem, a wysoka si³a dyskryminacji multipleksu
wskazuje na celowo�æ zastosowania go do weryfika-
cji rodowodów byd³a, g³ównie w przypadkach, kiedy
nie mo¿na jednoznacznie stwierdziæ pochodzenia
osobnika na podstawie panelu podstawowego. Ponadto
przeprowadzone badania pozwol¹ na rozszerzenie bazy
danych buhajów, objêtych kontrol¹ rodowodów na
podstawie antygenów erytrocytarnych i 11 loci mikro-
satelitarnych, o dodatkowy zestaw markerów DNA.
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