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POLIMORFIZM 11 LOCI MIKROSATELITARNYCH
U BYDŁA RASY POLSKIEJ CZERWONEJ*

B a r b a r a W i t e k - Z a w a d a, A n n a R a d k o

Instytut Zootechniki, Dział Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat̨, 32-083 Balice k. Krakowa

Analizowano polimorfizm 11 markero´w mikrosatelitarnych u 38 sztuk bydła rasy polskiej
czerwonej. Wykorzystano markery: TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115,
TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 i BM1824 wchodzące w skład komercyj-
nie dostępnego zestawu do kontroli pochodzenia u bydła. Do identyfikacji poszczego´lnych
alleli wykorzystano technike˛ automatycznej analizy długos´ci amplifikowanych fragmen-
tów. Zaobserwowano ogo´łem 86 alleli w 11 loci. Najwie˛kszą liczbą alleli charakteryzował
się locus TGLA53 (11 alleli). Najwyz˙sze wartos´ci heterozygotycznos´ci i indeksu polimor-
fizmu stwierdzono natomiast dla locus ETH3 (H = 0,840, PIC = 0,822), a najniz˙sze dla
SPS115 (H = 0,651, PIC = 0,622). S´rednia heterozygotycznos´ć wyniosła 0,770.
Prawdopodobien´stwo wykluczenia PE dla pojedynczych markero´w wahało sięmiędzy
0,445 a 0,650, a PEc dla 11 loci wyniosło 0,999916.

Genom organizmo´w eukariotycznych zawiera zaro´wno sekwencje kodujac̨e jak
i stanowiące zdecydowana˛ większość genomu sekwencje niekodujac̨e. W rejonach
niekodujących znajdująsię równomiernie rozmieszczone sekwencje mikrosatelitar-
ne zwane ro´wnieżmikrosatelitami. Sa˛ to sekwencje DNA o długos´ci średnio od 60
do 300 par zasad. Składaja˛ się one zwykle z 10 – 50 tandemowych powto´rzeń
motywów o długości 1 – 6 par zasad. Sekwencje te charakteryzuja˛ się wysokim
stopniem polimorfizmu, co czyni je idealnymi markerami genetycznymi (Hirano
i in., 1996; Vaiman i in., 1994). Szybki rozwo´ j technik molekularnych umoz˙liwił
szerokie zastosowanie mikrosatelito´w w analizie zro´ żnicowania zaro´wno we-
wnątrz- jak i międzyrasowego (Janik i in., 2001; Moazami-Goudarzi i in., 1997;
Maudet i in., 2002; Radko i in., 2005), mapowaniu genetycznym (Bishop i in.,
1994) oraz w identyfikacji osobniczej i kontroli rodowodo´w (Glowatzki-Mullis
i in., 1995).

* Praca wykonana w ramach działalnos´ci statutowej IZ, temat nr 3116-1.



Celem niniejszej pracy było okres´lenie polimorfizmu mikrosatelitarnego DNA
w 11 loci u bydła rasy polskiej czerwonej pochodzac̨ego ze stad zachowawczych
oraz u bydła, kto´re ma byc´ włączone do programu ochrony zasobo´w genetycznych.

Materiał i metody

Materiał stanowiły pro´bki krwi obwodowej od 25 sztuk kro´w rasy polskiej
czerwonej pochodzac̨ych ze stad zachowawczych od hodowco´w indywidualnych
oraz od 13 sztuk kro´w przeznaczonych do obje˛cia programem ochrony zasobo´w
genetycznych.

Krew pobierana była do probo´wek zawierających EDTA i przechowywana
w – 20oC. Genomowy DNA izolowano z leukocyto´w metodątrawienia proteinaza˛
K (Kawasaki, 1990).

Analizowano 11 markero´w mikrosatelitarnych rekomendowanych do kontroli
pochodzenia u bydła. Wybrane loci to: TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10,
SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 i BM1824. Sekwencje te
poddawano amplifikacji w reakcji PCR typu multipleks przy uz˙yciu znakowanych
fluorescencyjnie sekwencji starterowych wchodzac̨ych w skład komercyjnego
zestawu StockMarks for Cattle Bovine Genotyping Kit (firma Applied Biosys-
tems), zgodnie z protokołem producenta. Reakcje prowadzono w termocyklerze
GeneAmp 9600 PCR System (Applied Biosystems). Produkty rozdzielano elektro-
foretycznie na sekwenatorze DNA ABI PRISM 377 (Applied Biosystems) w z˙elu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujac̨ych, w obecnos´ci wewnętrznego
standardu wielkos´ci ROX 500 (Applied Biosystems). Odczyt sygnału fluorescencji
był zapisywany i analizowany przy uz˙yciu programu Gene Scan v 2.1 (Applied
Biosystems). Na podstawie uzyskanych wyniko´w, za pomoca˛ progamu Genotyper
2.0 (Applied Biosystems) ustalano genotypy badanych zwierzat̨. Poprawnos´ć
uzyskanych genotypo´w była weryfikowana w oparciu o wyniki uzyskane dla pro´bki
referencyjnej o znanym genotypie.

Na podstawie cze˛stości występowania ustalonych alleli w poszczego´ lnych loci,
obliczono stopien´ heterozygotycznos´ci H według wzoru (Nei i Roychoudhury,
1974):

H = 1 – ∑ g2
i

n

i = 1

gdzie:
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gdzie:
pi — czestos´ć allelu i-tego,
pj — częstość allelu j-tego.
Ponadto, obliczono prawdopodobien´stwo wykluczenia niewłas´ciwego rodzica —

PE dla poszczego´lnych loci (Jamieson, 1965).

PE = ∑
a

i =1
pi(1 – pi )

2 – ∑
a

i = 2
∑
i–1

j = i
(pi pj)

2 [4 – 3(pi + pj)]

pi; pj — częstości alleli i-tego i j-tego w populacji.
Na podstawie uzyskanych wartos´ci PE dla poszczego´ lnych loci oszacowano

łączne prawdopodobien´stwo wykluczenia — PEc dla c-locus (Fredholm i Wintero,
1996).

PEc = 1 – (1 – PElocus 1)(1 – PElocus 2)...(1 – PElocus n)

Wyniki

Uzyskane wyniki analizy polimorfizmu mikrosatelitarnego DNA na podstawie
następujących markero´w: TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115,
TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 i BM1824 zostały przedstawione
w tabeli 1. W badanych 11 loci mikrosatelitarnych stwierdzono ogo´ łem obecnos´ć
86 alleli. W poszczego´ lnych loci występowała różna liczba alleli. Najwyz˙szą ich
liczbę zaobserwowano dla locus TGLA53 (11). Wysoka˛ liczbą alleli charak-
teryzowały sięrównież TGLA227 (10) oraz TGLA122 i INRA23 (po 9). Z kolei,
najniższą liczbę alleli stwierdzono w locus BM1824 (5). Zaobserwowane allele
występowały w poszczego´ lnych loci z różnymi częstościami (tab. 1).

Na podstawie wyliczonych cze˛stości występowania zidentyfikowanych alleli
określono polimorfizm 11 sekwencji mikrosatelitarnych DNA u badanej rasy bydła,
poprzez oszacowanie wspo´ łczynnika heterozygotycznos´ci — H oraz indeksu
stopnia polimorfizmu — PIC. Wszystkie analizowane loci charakteryzowały sie˛
wysokim stopniem heterozygotycznos´ci, o wartości wynoszącej powyżej 0,6.
Współczynnik H mieścił się w zakresie od 0,651 (dla SPS115) do 0,840 (dla
ETH3). Średnia oczekiwana heterozygotycznos´ć wyniosła 0,770.

Wskaźnik PIC charakteryzuje stopien´ polimorficzności danego locus. Otrzyma-
ne wartos´ci stopnia polimorfizmu były wysokie dla wszystkich loci i przekraczały
wartość 0,5. Do najbardziej polimorficznych loci nalez˙ały: ETH3 (8 alleli,
PIC = 0,822), ETH225 (7 alleli, PIC = 0,801), TGLA53 (11 alleli, PIC = 0,797),
INRA23 (9 alleli, PIC = 0,786), TGLA227 (10 alleli, PIC = 0,783) i BM2113
(8 alleli, PIC = 0,783).
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Tabela 1. Polimorfizm 11 loci mikrosatelitarnych u bydła rasy polskiej czerwonej
Table 1. Polymorphism of 11 microsatellite loci in Polish Red cattle

Locus
Liczba alleli
No. of alleles

Allele
Alleles

Częstość
występowania

poszczego´ lnych alleli
Frequency of alleles

H PIC PE

1 2 3 4 5 6 7

TGLA227 10 77 0,026 0,809 0,783 0,628
79 0,013
81 0,263
83 0,211
87 0,026
89 0,079
91 0,250
93 0,053
97 0,066
99 0,013

BM2113 8 121 0,026 0,811 0,783 0,624
125 0,039
127 0,237
131 0,026
133 0,053
135 0,211
137 0,197
139 0,211

TGLA53 11 146 0,013 0,817 0,797 0,653
154 0,026
158 0,118
160 0,329
162 0,053
164 0,053
166 0,092
168 0,079
170 0,197
172 0,026
178 0,013

ETH10 7 213 0,013 0,724 0,679 0,493
215 0,026
217 0,355
219 0,355
221 0,118
223 0,079
225 0,053

SPS115 7 248 0,553 0,651 0,622 0,445
250 0,092
252 0,079
254 0,026
256 0,105
258 0,013
260 0,132
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cd. tab. 1 — Table 1 contd.

1 2 3 4 5 6 7

TGLA126 7 113 0,013 0,678 0,630 0,437
115 0,474
117 0,263
119 0,039
121 0,039
123 0,158
125 0,013

TGLA122 9 141 0,053 0,763 0,731 0,563
143 0,316
147 0,053
149 0,013
151 0,342
153 0,092
157 0,013
163 0,053
171 0,053
173 0,013

INRA23 9 198 0,039 0,810 0,786 0,633
200 0,171
202 0,013
204 0,026
206 0,145
208 0,184
210 0,026
212 0,026
214 0,316
216 0,053

ETH3 8 109 0,053 0,840 0,822 0,608
117 0,276
119 0,105
121 0,132
123 0,039
125 0,184
127 0,132
129 0,079

ETH225 7 140 0,171 0,825 0,801 0,650
144 0,132
146 0,118
148 0,211
150 0,250
152 0,079
154 0,039

BM1824 5 178 0,329 0,742 0,696 0,501
180 0,250
182 0,263
188 0,132
190 0,026
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Przeprowadzona analiza prawdopodobien´stwa wykluczenia niewłas´ciwego ro-
dzica — PE wykazała, z˙e użycie pojedynczego markera mikrosatelitarnego daje
prawdopodobien´stwo zidentyfikowania niewłas´ciwego rodzica wynoszac̨e od 0,445
do 0,650, podczas gdy łac̨zne użycie 11 markero´w dało PEc= 0,999916.

Omówienie wyników

W przeprowadzonych badaniach okres´lano genotypy badanych zwierzat̨
w 11 loci mikrosatelitarnych. Wybrane do badan´ markery wchodza˛ w skład zestawu
StockMarks for Cattle Bovine Genotyping Kit i sa˛ zalecane przez Mie˛dzynarodowe
Towarzystwo Genetyki Zwierzat̨ — ISAG do kontroli pochodzenia u bydła.
Markery te zostały wytypowane do kontroli rodowodo´w z uwagi na ich duz˙y
polimorfizm, wyrównane cze˛stości występowania alleli w poszczego´ lnych loci oraz
dobry i powtarzalny rozdział elektroforetyczny na z˙elu poliakrylamidowym.

W badaniach własnych wykazano, z˙e u badanych sztuk bydła rasy polskiej
czerwonej omawiane markery charakteryzuja˛ się wysokim polimorfizmem. Wyli-
czone wartos´ci współczynnika heterozygotycznos´ci oraz indeksu stopnia polimor-
fizmu wyniosły powyżej 0,6.

Najbardziej polimorficznymi loci, dla kto´rych wartos´ci H i PIC wyniosły
powyżej 0,8, były ETH3 (H = 0,840 i PIC = 0,822) i ETH225 (H = 0,825 i PIC
= 0,801).

Wcześniejsze analizy polimorfizmu mikrosatelitarnego DNA u bydła polskiego
czerwonego przeprowadzone na podstawie omawianego zestawu markero´w rów-
nieżwykazały wysokie wartos´ci omawianych wskaz´ników, które dla H wyniosły od
0,61 do az˙ 0,84, a wartos´ci PIC były wyższe od 0,5. W badaniach tych najwyz˙szy
polimorfizm zaobserwowano w loci TGLA227, BM2113 i INRA23, dla kto´rych
wyliczone wartos´ci PIC i H wyniosły ponad 0,8 (Radko i in., 2004).

Najniższy polimorfizm w przeprowadzonych badaniach własnych stwierdzono
w locus SPS115, dla kto´rego otrzymano najniz˙sze wartos´ci H i PIC, wynoszące
odpowiednio 0,651 i 0,622, natomiast badania wczes´niejsze wykazały najniz˙szy
polimorfizm w loci TGLA122 oraz TGLA126, dla kto´rych wartos´ci PIC i H wynio-
sły odpowiednio 0,56 i 0,63 oraz 0,57 i 0,61 (Radko i in., 2004).

Średnia oczekiwana heterozygotyczos´ć dla 11 sekwencji mikrosatelitarnych
wyniosła 0,77. Tak wysoka˛ w porównaniu z innymi rasami s´redniąwartość Hśr dla
rasy polskiej czerwonej (pc) stwierdzono juz˙ wcześniej w badaniach przeprowadzo-
nych przez Grzybowskiego i Prusak (2004). W badaniach tych Hśr dla rasy pc
wyniosła 0,703 i była wyz˙sza niżu innych ras bydła europejskiego. U rasy tej
stwierdzono ro´wnież największą liczbę alleli — w 26 analizowanych loci mikro-
satelitarnych zidentyfikowano 193 allele (Grzybowski i Prusak, 2004).

W przedstawionych badaniach dokonano ro´wnież oceny przydatnos´ci wy-
branych markero´w mikrosatelitarnych do kontroli pochodzenia u bydła rasy pc.
Miarą przydatnos´ci markerów molekularnych do weryfikacji pochodzenia jest
prawdopodobien´stwo wykluczenia niewłas´ciwego rodzica — PE. Przeprowadzone
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badania wykazały, z˙e użycie pojedynczego markera mikrosatelitarnego daje praw-
dopodobien´stwo zidentyfikowania niewłas´ciwego rodzica wynoszac̨e od 0,445 do
0,650, podczas gdy łac̨zne użycie 11 markero´w daje niemal 100% prawdopodobien´-
stwo wykluczenia niewłas´ciwego rodzica (PEc = 0,999916).

Stwierdzony duz˙y polimorfizm badanych 11 loci wskazuje jednoznacznie na
ich przydatnos´ć w badaniu zmiennos´ci genetycznej oraz moz˙liwości wykorzystania
ich w kontroli pochodzenia bydła rasy polskiej czerwonej.
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BARBARA WITEK-ZAWADA, ANNA RADKO

Polymorphism of 11 microsatellite loci in Polish Red cattle

SUMMARY

The polymorphism of 11 microsattelite markers was analysed in 38 Polish Red cattle. Markers
TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 and
BM1824 from a commercially available kit for cattle parentage verification were used. The allele
identification was performed using automated DNA sizing technology. A total of 86 alleles in 11 loci
were detected. Locus TGLA53 was found to have the highest number of alleles (11). The highest values
of heterozygosity (H) and polymorphism information content (PIC) were observed for locus ETH3
(H = 0.840, PIC = 0.822), and the lowest for locus SPS115 (H = 0.651, PIC = 0.622). The average
heterozygosity was 0.770. The probability of exclusion (PE) ranged from 0.445 to 0.650 for individual
markers. PEc calculated for all 11 loci was 0.999916.
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