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POLIMORFIZM 11 LOCI MIKROSATELITARNYCH
U BYDLA RASY POLSKIEJ CZERWONEJ*

Barbara Witek-Zawada, Anna Radko
Instytut Zootechniki, Dziat Immuno- i Cytogenetyki Zwietz82-083 Balice k. Krakowa

Analizowano polimorfizm 11 markesomikrosatelitarnych u 38 sztuk bydta rasy polskiej
czerwonej. Wykorzystano markery: TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS1
TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 i BM1824 wchodzace w skiad komerc
nie dost@nego zestawu do kontroli pochodzenia u bydta. Do identyfikacji posaogebo
alleli wykorzystano technikautomatycznej analizy diugcisamplifikowanych fragmen-
tow. Zaobserwowano S¢gm 86 alleli w 11 loci. Najwiksza liczbg alleli charakteryzowat
sielocus TGLA53 (11 alleli). Najwyze wartosi heterozygotyczriosi indeksu polimor-
fizmu stwierdzono natomiast dla locus ETH3 (H = 0,840, PIC = 0,822), a negeizla
SPS115 (H = 0,651, PIC = 0,622).'ré}jnia heterozygotyczhbswyniosta 0,770.
Prawdopodobiéstwo wykluczenia PE dla pojedynczych mafkenwahato siemiedzy
0,445 a 0,650, a PEdla 11 loci wyniosto 0,999916.

Genom organizine eukariotycznych zawiera Zarmo sekwencje kodygze jak
i stanowige zdecydowanpwiekszo€ genomu sekwencje niekodgg W rejonach
niekodujaych znajdujesie rownomiernie rozmieszczone sekwencje mikrosatelitar
ne zwane raniez mikrosatelitami. S@o sekwencje DNA o diugas$ Srednio od 60
do 300 par zasad. Sktadagae one zwykle z 10-50 tandemowych poweh
motywow o diugdsi 1-6 par zasad. Sekwencje te charakteryaigwysokim
stopniem polimorfizmu, co czyni je idealnymi markerami genetycznymi (Hiran
iin., 1996; Vaiman i in., 1994). Szybki roZ\yweechnik molekularnych umdivit
szerokie zastosowanie mikrosateltow analizie zf@nicowania zareno we-
wndrz- jak i migdzyrasowego (Janik i in., 2001; Moazami-Goudarzi i in., 1997
Maudet i in., 2002; Radko i in., 2005), mapowaniu genetycznym (Bishop i ir
1994) oraz w identyfikacji osobniczej i kontroli rodowasdaGlowatzki-Mullis
i in., 1995).

* Praca wykonana w ramach dziatalmostatutowej 1Z, temat nr 3116-1.
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Celem niniejszej pracy byto oKresmie polimorfizmu mikrosatelitarnego DNA
w 11 loci u bydta rasy polskiej czerwonej pochqdego ze stad zachowawczych
oraz u bydta, kKtee ma byomtaczone do programu ochrony zasebgenetycznych.

Materiat i metody

Materiat stanowity proki krwi obwodowej od 25 sztuk kre rasy polskiej
czerwonej pochodzgch ze stad zachowawczych od hodéwcmdywidualnych
oraz od 13 sztuk Kmw przeznaczonych do ofja programem ochrony zasoko
genetycznych.

Krew pobierana byla do préobek zawierajaych EDTA i przechowywana
w —20°C. Genomowy DNA izolowano z leukocyometodatrawienia proteinaza
K (Kawasaki, 1990).

Analizowano 11 markém mikrosatelitarnych rekomendowanych do kontroli
pochodzenia u bydla. Wybrane loci to: TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10
SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 i BM1824. Sekwencje t
poddawano amplifikacji w reakcji PCR typu multipleks przyyoi znakowanych
fluorescencyjnie sekwencji starterowych wchoozh w skiad komercyjnego
zestawu StockMarks for Catile Bovine Genotyping Kit (firma Applied Biosys-
tems), zgodnie z protokotem producenta. Reakcje prowadzono w termocykle
GeneAmp 9600 PCR System (Applied Biosystems). Produkty rozdzielano elekt
foretycznie na sekwenatorze DNA ABI PRISM 377 (Applied Biosystems)keiu z
poliakrylamidowym w warunkach denaturgjech, w obecnod wewngrznego
standardu wielkas ROX 500 (Applied Biosystems). Odczyt sygnatu fluorescencj
byt zapisywany i analizowany przy yeiu programu Gene Scan v 2.1 (Applied
Biosystems). Na podstawie uzyskanych wymik@a pomogagrogamu Genotyper
2.0 (Applied Biosystems) ustalano genotypy badanych zwierPaprawnos
uzyskanych genotypwo byta weryfikowana w oparciu o wyniki uzyskane dld pkb
referencyjnej o znanym genotypie.

Na podstawie czoxi wystgpowania ustalonych alleli w poszcZdggch loci,
obliczono stopiénheterozygotyczri@s H wedtug wzoru (Nei i Roychoudhury,
1974):

gdzie:

n — liczba osobnikw,

g — czesto< allelu i w danym locus.

Dla badanych loci okrésno rowniez indeks stopnia polimorfizmu PIC (ang.
polymorphic information content) (Botstein i in., 1980)

n-1 p

PIC=1- ip%_z

i=1 j=i+l

2pp?
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gdzie:

pi — czestéé allelu i-tego,

pi — czesto< allelu j-tego.

Ponadto, obliczono prawdopodobstwo wykluczenia niewfaswego rodzica —
PE dla poszczédmych loci (Jamieson, 1965).

a -1

PE=2p(-R’- 2,3 (PR)[4-3(0+P)]

pi; p; — czestogi alleli i-tego i j-tego w populacii.

Na podstawie uzyskanych warthsPE dla poszczedaych loci oszacowano
taczne prawdopodobistwo wykluczenia — PEdla c-locus (Fredholm i Wintero,
1996).

PEC = 1_(1_PEocus D(l_PEocusz)"'(l_PEocusr)

Wyniki

Uzyskane wyniki analizy polimorfizmu mikrosatelitarnego DNA na podstawi
nastujecych markerar: TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115,
TGLA126, TGLAL122, INRA23, ETH3, ETH225 i BM1824 zostaly przedstawione
w tabeli 1. W badanych 11 loci mikrosatelitarnych stwierdzonolemoobecnos
86 alleli. W poszczedaych loci wystgowata f@na liczba alleli. Najwygzaich
liczbe zaobserwowano dla locus TGLA53 (11). Wysokezba alleli charak-
teryzowaly sjerowniez TGLA227 (10) oraz TGLA122 i INRA23 (po 9). Z kolei,
najnizszaliczbe alleli stwierdzono w locus BM1824 (5). Zaobserwowane allels
wystgoowaty w poszczedoych loci z raznymi czestoiami (tab. 1).

Na podstawie wyliczonych ¢zeoxi wystgoowania zidentyfikowanych alleli
okredono polimorfizm 11 sekwencji mikrosatelitarnych DNA u badanej rasy bydt:
poprzez oszacowanie wdppynnika heterozygotycznos — H oraz indeksu
stopnia polimorfizmu — PIC. Wszystkie analizowane loci charakteryzowaly s
wysokim stopniem heterozygotycZmds o wartdei wynoszg@ej powyzj 0,6.
Wspdczynnik H mi€git sie w zakresie od 0,651 (dla SPS115) do 0,840 (dI:
ETH3). Sednia oczekiwana heterozygotyczbasyniosta 0,770.

Wskanik PIC charakteryzuje stopigrolimorficzndi danego locus. Otrzyma-
ne wartdsi stopnia polimorfizmu byly wysokie dla wszystkich loci i przekraczaty
warto€ 0,5. Do najbardziej polimorficznych loci nalely: 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 bydfa rasy polskiej czerwonej
Table 1. Polymorphism of 11 microsatellite loci in Polish Red cattle

Czesto
Liczba alleli Allele wystgowania
Locus No. of allele§  Alleles |poszczegmych alleli H PIC PE
Frequency of alleles
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 0678 0630 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 0731 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 0810 0786 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 0822 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 0171 0,825 0801 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 0696 0,501
180 0,250
182 0,263
188 0,132
190 0,026
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Przeprowadzona analiza prawdopodébtem wykluczenia niewfaswego ro-
dzica — PE wykazata, & uz/cie pojedynczego markera mikrosatelitarnego daj
prawdopodobiestwo zidentyfikowania niewfaswego rodzica wynosza od 0,445
do 0,650, podczas gdydane uycie 11 markere dato PE= 0,999916.

Omowienie wynikow

W przeprowadzonych badaniach okee® genotypy badanych zwietza
w 11 loci mikrosatelitarnych. Wybrane do badaarkery wchodzav sktad zestawu
StockMarks for Cattle Bovine Genotyping Kit | galecane przez Mazynarodowe
Towarzystwo Genetyki Zwierza— ISAG do kontroli pochodzenia u bydia.
Markery te zostaty wytypowane do kontroli rodoweda uwagi na ich duy
polimorfizm, wyrovnane czstosi wystgpowania alleli w poszczédimych loci oraz
dobry i powtarzalny rozdziat elektroforetyczny nalz poliakrylamidowym.

W badaniach wiasnych wykazanoe z1 badanych sztuk bydia rasy polskiej
czerwonej omawiane markery charakteryzsipwysokim polimorfizmem. Wyli-
czone wartbsi wspdczynnika heterozygotycznosoraz indeksu stopnia polimor-
fizmu wyniosty powyzj 0,6.

Najbardziej polimorficznymi loci, dla kiych wartdsi H i PIC wyniosty
powyzj 0,8, byly ETH3 (H = 0,840 i PIC = 0,822) i ETH225 (H = 0,825 i PIC
= 0,801).

Wczésiejsze analizy polimorfizmu mikrosatelitarnego DNA u bydta polskiegt
czerwonego przeprowadzone na podstawie omawianego zestawu markero
niezwykazaty wysokie wartas omawianych wskazkow, ktore dla H wyniosty od
0,61 do az0,84, a wartos PIC byly wyzsze od 0,5. W badaniach tych najveyy
polimorfizm zaobserwowano w loci TGLA227, BM2113 i INRA23, dla itoh
wyliczone wartosi PIC i H wyniosty ponad 0,8 (Radko i in., 2004).

Najnizszy polimorfizm w przeprowadzonych badaniach wlasnych stwierdzot
w locus SPS115, dla ktego otrzymano najngze wartési H i PIC, wynoszae
odpowiednio 0,651 i 0,622, natomiast badania WoiEgsze wykazaly najngzy
polimorfizm w loci TGLA122 oraz TGLA126, dla kigch wartdsi PIC i H wynio-
sty pdpowiednio 0,56 i 0,63 oraz 0,57 i 0,61 (Radko i in., 2004).

Srednia oczekiwana heterozygotyczodla 11 sekwencji mikrosatelitarnych
wyniosta 0,77. Tak wysoka poronvnaniu z innymi rasamiredniawarto€ He dla
rasy polskiej czerwonej (pc) stwierdzono jwezesiej w badaniach przeprowadzo-
nych przez Grzybowskiego i Prusak (2004). W badaniach tyghdld rasy pc
wyniosta 0,703 i byta wygza nizu innych ras bydta europejskiego. U rasy tej
stwierdzono favniez najwigkszaliczbe alleli — w 26 analizowanych loci mikro-
satelitarnych zidentyfikowano 193 allele (Grzybowski i Prusak, 2004).

W przedstawionych badaniach dokonanavinéez oceny przydatnas wy-
branych markéne mikrosatelitarnych do kontroli pochodzenia u bydta rasy pc
Miara przydatnosi markefav molekularnych do weryfikacji pochodzenia jest
prawdopodobiestwo wykluczenia niewfaswego rodzica — PE. Przeprowadzone
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badania wykazaly,e uz/cie pojedynczego markera mikrosatelitarnego daje prav
dopodobiéstwo zidentyfikowania niewfaswego rodzica wynosza od 0,445 do
0,650, podczas gdyéane uycie 11 markerer daje niemal 100% prawdopodobien
stwo wykluczenia niewfaswego rodzica (PE= 0,999916).

Stwierdzony duy polimorfizm badanych 11 loci wskazuje jednoznacznie n
ich przydatn6ge w badaniu zmiennas genetycznej oraz mdwosci wykorzystania
ich w kontroli pochodzenia bydta rasy polskiej czerwone;.
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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. Mark
TGLA227, BM2113, TGLAS3, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 anc
BM1824 from a commercially available kit for cattle parentage verification were used. The alle
identification was performed using automated DNA sizing technology. A total of 86 alleles in 11 lo
were detected. Locus TGLA5S3 was found to have the highest number of alleles (11). The highest va
of heterozygosity (H) and polymorphism information content (PIC) were observed for locus ET!
(H = 0.840, PIC = 0.822), and the lowest for locus SPS115 (H = 0.651, PIC = 0.622). The aver:
heterozygosity was 0.770. The probability of exclusion (PE) ranged from 0.445 to 0.650 for individt
markers. PEcalculated for all 11 loci was 0.999916.

Key words: cattle, Polish Red, polymorphism, microsatellite markers



