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Wiele laboratoriów na świecie dysponuje uzupełniającym panelem markerów DNA wyko-
rzystywanym w sytuacjach spornego pochodzenia bydła. W Polsce taki panel dotychczas 
nie został zaproponowany, dlatego w Dziale Cytogenetyki i Genetyki Molekularnej IZ PIB 
podjęto próbę ustalenia uzupełniającego zestawu mikrosatelitarnych loci, który miałby za-
stosowanie w przypadkach, gdy zestaw podstawowy jest niewystarczający do stwierdzenia 
pochodzenia bydła. Spośród testowanych markerów ustalono następujący zestaw sekwen-
cji mikrosatelitarnych: CSRM60, ILSTS065, CSSM066, BM1818, INRA072, AGLA293, 
INRA222, INRA092 i HUJI177, który stanowi uzupełniający panel markerów DNA w IZ 
PIB. Na podstawie zidentyfikowanych w 9 loci 73 alleli oszacowano u 250 osobników byd-
ła rasy Limousine (LM) stopień heterozygotyczności i polimorfizmu w badanej populacji. 
Dla analizowanych markerów wykazano wysoki stopień heterozygotyczności obserwowa-
nej oraz polimorfizmu, wynoszący ponad 50%.  Wyliczona średnia siła dyskryminacji dla 
analizowanych markerów osiągnęła wartości PD>0,8. Prawdopodobieństwo wykluczenia 
ojcostwa na podstawie opracowanego zestawu 9 loci STR wyniosło 98,53% w przypadku 
znajomości genotypu tylko jednego z rodziców, natomiast w przypadku znajomości genoty-
pów obu rodziców osiągnęło wartość 99,92% . Wyniki przeprowadzonych badań wykazały 
przydatność testowanego zestawu markerów DNA do weryfikacji rodowodów bydła rasy 
Limousine (LM).

Markery mikrosatelitarne DNA (STR – short tandem repeat) ze względu na swo-
ją polimorficzność, kodominujące dziedziczenie, stosunkowo częste i równomierne 
występowanie w obrębie genomu oraz prostą i szybką analizę znalazły szerokie za-
stosowanie w badaniach  teoretycznych, jak i bezpośrednio związanych z hodowlą 
zwierząt gospodarskich (Arranz i in., 1996; Heyen i in., 1997; Jia i in., 2004; Řehout 
i in., 2006; Radko i Słota, 2007, Radko i in., 2010).

Weryfikacja rodowodów prowadzona na podstawie grup krwi została zastąpio-
na badaniami markerów DNA. Obecnie, w rutynowych badaniach wykorzystywany 
jest zestaw 11 markerów mikrosatelitarnych DNA: TGLA227, BM2113, TGLA53, 
ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225, BM1824, który 
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stanowi minimalny zestaw zalecany przez Międzynarodowe Towarzystwo Genetyki 
Zwierząt – ISAG do kontroli pochodzenia. Na ostatniej konferencji ISAG w 2010 r.  
w Edynburgu podjęto decyzję o poszerzeniu tego zestawu o kolejny marker – 
BM1818.  

  W wielu krajach europejskich, m. in. w Belgii, Danii, Holandii i Polsce obserwu-
je się w ostatnich latach bardzo duże zainteresowanie bydłem ras mięsnych i w typie 
mięsnym (Janik i in., 2001; Carolino i in., 2009; Stevanovic i in., 2010). Inseminacja 
nasieniem buhajów ras mięsnych systematycznie wzrasta, utrzymując się na poziomie 
około 22% pogłowia krów i jałówek. Największy procentowy udział użytego nasienia 
mają buhaje ras: Limousine – 38,3%, Simental – 32,2% i Charolaise – 10,3%.

W związku z tym, że kontrola rodowodów u bydła jest często związana z między-
narodową wymianą zwierząt, głównie importem i eksportem materiału genetycznego 
wartościowych osobników, których dane rodowodowe potwierdzane są certyfikatem 
DNA, a większość laboratoriów prowadzących  analizy rodowodowe poszerza obo-
wiązujący zestaw o dodatkowe markery, do badań własnych wybrano loci stosowane 
przez inne laboratoria (tab. 1).

Tab. 1. Wykaz dodatkowych markerów mikrosatelitarnych wykorzystywanych w kontroli pochodzenia 
przez wybrane jednostki badawcze (na podstawie przykładowych certyfikatów identyfikacyjnych DNA)
Table 1. List of additional microsatellite markers used for parentage testing by some research institutions 

(based on sample DNA identification certificates)

Labogena
Francja – France

GeneControl 
GmbH

Niemcy – Germany

Maxxam 
Analytics Inc. 

Kanada – Canada

Holstein 
Association 
of Canada 

Holstein 
Association 

USA 

HUJI177 +

ILSTS065 +

INRA072 +

INRA092 +

INRA135 +

INRA177 +

INRA222 +

ETH3 + + + +

MGTG4B + + + +

SPS113 + + + +

BM1818 + +

CYP21 +

INRA23 + +

RM067 + +

HEL1 +

CSSM36 +

Celem badań było określenie polimorfizmu mikrosatelitarnych loci uzupełniają-
cego zestawu markerów DNA (tab. 1), wykorzystywanych do potwierdzania pocho-
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dzenia bydła rasy Limousine (LM), które posiada ustalony rodowód na podstawie 
markerów DNA innych niż zestaw ustalony przez Międzynarodowe Towarzystwo 
Genetyki Zwierząt i stosowany przez inne laboratoria na świecie. 

Materiał i metody

Badaniami objęto 250 osobników rasy Limousine (LM). Materiałem doświadczal-
nym do identyfikacji polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych DNA były próbki: 
krwi, tkanki ucha, nasienia, cebulek włosowych bydła objętego rutynową kontrolą 
rodowodów w IZ PIB. 

Określono polimorfizm 9 markerów mikrosatelitarnych DNA uwzględnionych 
w certyfikatach wystawionych przez inne laboratoria prowadzące badania rodowo-
dowe. 

Testowano następujący panel sekwencji mikrosatelitarnych: BM1818, BM2830, 
CSRM60, CSSM66, INRA072, INRA092, INRA222, INRA177, HUJII77, ILST006, 
MGTG4, RM067, spośród których wytypowano zestaw 9 STR  (BM1818, CSRM60, 
CSSM66, INRA072, INRA092, INRA222, INRA177, HUJII77, ILST065).

Identyfikacja markerów mikrosatelitarnych DNA 
Genomowe DNA izolowano z próbek krwi obwodowej i cebulek włosowych 

przy użyciu proteinazy K, według metody opisanej przez Kawasaki (1990), z tkanki  
ucha – zestawem prepGEMTM Tissue (ZyGEM), a nasienia przy pomocy zestawu 
Sherlock AX firmy A&A Biotechnology do izolacji DNA ze śladów biologicznych.  

 Na bazie wyizolowanego DNA przeprowadzono równoczesną amplifikację  
9 markerów STR metodą polimerazowej reakcji łańcuchowej, stosując fluorescen-
cyjnie znakowane sekwencje starterowe przygotowane przez firmę BIONOVO. 
Multipleksową reakcję PCR wykonano w mieszaninie reakcyjnej Master Mix firmy  
QIAGEN. Proces termiczny przeprowadzono w termocyklerze GeneAmp PCR Sy-
stem 9600 firmy Applied Biosystems, stosując następujący  proces termiczny: 

Czas temperatura Ilość cykli
Denaturacja 3 min 98°C 1

15 s 94°C
31Przyłączenie starterów 75 s 57°C

Wydłużanie 30 s 72°C
60 min 72°C 1

Etap końcowy ∞ 4°C -

Otrzymane produkty PCR poddano elektroforezie w denaturującym 7% żelu 
poliakryloamidowym, w obecności standardu długości 500 ROX, w sekwenatorze  
3100 × L. Wynik rozdziału elektroforetycznego, fragmenty DNA o różnej długości, 
odczytano w programie GeneMapper. 
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Uzyskane wyniki opracowano statystycznie. Oszacowano wartość heterozygotycz-
ności oczekiwanej He i obserwowanej – Ho (Ott, 1992), indeks stopnia polimorfiz- 
mu – PIC (Botstein i in., 1980), prawdopodobieństwo wykluczenia ojcostwa dla każ-
dego locus – PE1 w przypadku, gdy znany jest genotyp jednego z rodziców i PE2, 
gdy znane są genotypy obojga rodziców (Jamieson, 1965) oraz łączne prawdopodo-
bieństwo wykluczenia ojcostwa – PEc dla wszystkich 9 loci łącznie (Fredholm i in., 
1996). 

Obliczenia wykonano stosując program statystyczny  własnego autorstwa – IMG-
BOVSTAT – IZOO PIB.

Wyniki 

U badanego bydła rasy LM w 9 mikrosatelitarnych loci wykryto 73 alle, któ-
rych liczba w zależności od locus wynosiła od 7 alleli (dla 7 markerów) do 13 (dla 
INRA222) (tab. 2). 

Tabela 2. Polimorfizm 9 markerów mikrosatelitarnych DNA u badanego bydła
Table 2. Polymorphism of 9 microsatellite DNA markers in the analysed cattle

Locus
L. alleli
No. of 
alleles

Ho He PIC PD PE1 PE2

AGLA293 7 0,3080 0,3071 0,2925 0,5013 0,0492 0,1689
BM818 7 0,7030 0,7118 0,6756 0,8816 0,3111 0,4926
CSRM60 7 0,7200 0,6864 0,6461 0,8552 0,2828 0,4602
CSSM66 10 0,8680 0,8443 0,8258 0,9542 0,5229 0,6899
HUJI177 7 0,8000 0,7734 0,7399 0,9103 0,3869 0,5660
ILSTS065 7 0,7920 0,7730 0,7366 0,9082 0,3790 0,5574
INRA72 8 0,7400 0,7290 0,6799 0,8728 0,3099 0,4823
INRA92 7 0,7600 0,7308 0,7017 0,8968 0,3427 0,5282
INRA222 13 0,9040 0,8732 0,8606 0,9683 0,5938 0,7465
Razem
Total

73

Średnia
Mean

0,7327 0,7143 0,6843 0,8609

CPE 98,53% 99,92%
He – stopień heterozygotyczności oczekiwanej.
Ho – stopień heterozygotyczności obserwowanej. 
PIC – indeks stopnia polimorfizmu.
PD – siła dyskryminacji.
PE– prawdopodobieństwo wykluczenia (PE1 – w przypadku znajomości genotypu jednego z rodziców i obu ro-

dziców PE2).
CPE – łączna wartość prawdopodobieństwo wykluczenia. 
He – degree of expected heterozygosity.
Ho – degree of observed heterozygosity. 
PIC – polymorphism information content.
PD – power of discrimination.
PE – probability of exclusion (PE1 and PE2 – if the genotype of one and both parents is known, respectively).
CPE – combined probability of exclusion.
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Na podstawie częstości alleli wyliczonych dla poszczególnych loci oszacowano 
wartości indeksu stopnia polimorfizmu PIC i stopnia heterozygotyczności obserwo-
wanej Ho oraz heterozygotyczności oczekiwanej He. Wszystkie analizowane loci 
charakteryzują się wysokimi wartościami PIC i H (>0,6), z wyjątkiem AGLA293, dla 
którego odnotowano najniższe wartości dla PIC i H, odpowiednio 0,2925 i 0,3080. 
Najwyższe wartości dla tych parametrów, wynoszące ponad 0,8 określono natomiast  
dla INRA222 (tab. 2).

Prawdopodobieństwo wykluczenia ojcostwa PE1 i PE2 w badanej rasie bydła, 
obliczone na podstawie pojedynczych loci mieściło się w przedziale, odpowiednio  
od 0,0492 i 0,1689 (AGLA293) do 0,5938 i 0,7465 (INRA222). Wysokie wartości 
tego parametru (>0,5) wykazano dla 5 loci, a niższe dla 4 – AGLA293, BM1818, 
INRA72 i CSRM60 (tab. 2). Łączne prawdopodobieństwo wykluczenia ojco-
stwa PEC obliczone na podstawie 9  markerów wyniosło dla PE1 – 98,53%, a dla  
PE2 – 99,92%. 

Omówienie wyników

Wiele laboratoriów, obok podstawowego zestawu 11 mikrosatelitów stosowanych 
rutynowo do weryfikacji pochodzenia bydła, wykorzystuje inne sekwencje mikro-
satelitarne. We Francji, laboratorium LABOGENA, na wystawianych certyfikatach 
DNA dodatkowo podaje 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 (tab. 1).

Dotychczas nie podano uzupełniającego panelu markerów, który w razie potrzeby 
mógłby być wykorzystywany międzynarodowo i pomocny w sytuacji spornego po-
chodzenia bydła. Dlatego też, w Dziale Cytogenetyki i Genetyki Molekularnej Zwie-
rząt IZ PIB  ustalono dodatkowy zestaw STR, którego skład był zależny od markerów 
zawartych w certyfikatach wystawionych przez inne laboratoria. STR były jednocześ-
nie testowane w międzynarodowych testach porównawczych – ISAG i miały określo-
ne (standaryzowane) międzynarodowo allele, co pozwala na porównywanie wyników 
między laboratoriami.

Podczas analizy polimorfizmu wybranych loci mikrosatelitarnych, w badanej po-
pulacji  bydła LM hodowanego w Polsce zidentyfikowano 73 allele. Liczba alleli  
w locus, która może świadczyć o zmienności genetycznej, mieściła się w granicach od 
7 alleli, dla aż 7 analizowanych markerów, do 13 alleli dla INRA222. 

Rozkład poszczególnych alleli w locus był dość zróżnicowany. Wyjątek stanowi 
układ AGLA293, w którym spośród 7 ustalonych alleli jeden o długości 230 pz od-
znaczał się wyższą częstością, równą 0,828, co może ograniczać jego przydatność do 
badań identyfikacyjnych. 

Zidentyfikowane allele posłużyły do oszacowania stopnia heterozygotycz- 
ności oraz polimorfizmu w badanej populacji bydła. U analizowanych markerów  
wykazano wysoki stopień heterozygotyczności obserwowanej oraz polimorfizmu, 
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wynoszący ponad 50%. Wartości heterozygotyczności obserwowanej (Ho), oczeki-
wanej (He) oraz indeksu stopnia polimorfizmu (PIC) dla locus przedstawiono w ta- 
beli 2. 

Największą wartość stopnia heterozygotyczności zaobserwowano w locus  
INRA222, dla którego Ho osiągnęło wartość 0,904. Wysokie wartości dla tego para-
metru, wyższe od 0,8, odnotowano dla CSSM66 i HUJI177. Dla pozostałych loci, za 
wyjątkiem locus AGLA293, wartości były wyższe od 0,7. Dla AGLA293, w którym 
stwierdzono przewagę częstości występowania jednego spośród 7 zidentyfikowanych 
alleli, Ho = 0,3080.

Podobnie kształtował się stopień polimorfizmu badanych markerów. Najwięk-
szą wartość stwierdzono w locus INRA222 (0,8606), a najmniejszą w AGLA293 
(0,2925). 

Bezpośrednim wskaźnikiem określającym przydatność ocenianych paneli STR dla 
potrzeb identyfikacji osobniczej jest siła dyskryminacji. Zastosowanie tylko 6 poli-
morficznych markerów (BM2113, BM1862, BMc701, BM2934, TGLA122 i BM720) 
u bydła holsztyńsko-fryzyjskiego dało siłę dyskryminacji  wynoszącą 0,99997 (Jia  
i in., 2004).

W prezentowanych badaniach, wyliczone wartości PD dla każdego z analizowa-
nych markerów, osiągnęły w większości loci wartości PD>0,8 (tab. 2). Dla 4 loci: 
CSSM66, HUJI177, ILSTS065 i INRA222 wartości siły dyskryminacji były wyższe 
od wartości 0,9. Mniejsze wartości tego parametru zaobserwowano jedynie w odnie-
sieniu do markera AGLA293, dla którego wyliczona wartość wyniosła 0,5013. Ku-
mulatywna siła dyskryminacji wyliczona na podstawie zestawu analizowanych STR 
była bliska jedności. Wysoka siła dyskryminacji multipleksu wskazuje na możliwość 
wykorzystania go w identyfikacji osobniczej. 

Prawdopodobieństwo, z jakim można potwierdzić bądź wykluczyć pochodzenie 
danego osobnika po danej parze rodzicielskiej, oszacowane jest za pomocą prawdo-
podobieństwa wykluczenia ojcostwa – PE. Parametr ten, szacowany na podstawie 
panelu STR zalecanego przez ISAG do kontroli rodowodów, powszechnie stosowa-
ny jest do określenia prawdopodobieństwa wykluczenia, z jakim można potwierdzić 
dane rodowodowe bydła różnych ras (Řehout i in., 2006; Radko, 2008; Carolino i in., 
2009; Van de Goor i in., 2011; Stefanovic i in., 2010).

W badaniach własnych, PE wyliczone dla każdego markera u wszystkich ras ba-
danego bydła (tab. 2) posłużyły do wyliczenia łącznego prawdopodobieństwa wyklu-
czenia w przypadku, gdy znamy dane jednego z rodziców – CPE1 i w przypadku, gdy 
możliwa jest analiza obojga rodziców – CPE2. 

Zastosowanie zestawu wybranych 9 loci STR u poszczególnych ras bydła dla 
CPE1 wyniosło 98,53%, natomiast w przypadku znajomości genotypów obu rodzi-
ców CPE2 – 99,92% .  

Przeprowadzona analiza polimorfizmu wybranych markerów DNA wykazała, że 
testowany zestaw może być przydatny w badaniach zgodności rodowodów bydła rasy 
LM. Ma to szczególne znaczenie w kontekście wystawiania przez inne laboratoria 
coraz większej ilości certyfikatów pochodzenia dla bydła ras mięsnych, w których 
zastosowano dodatkowy zestaw markerów STR.
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Anna Radko, Tadeusz Rychlik, Agnieszka Szumiec

Parentage testing of Limousin cattle based on microsatellite loci from a complementary panel of 
DNA markers

Summary

Many laboratories in the world have a complementary panel of DNA markers used in cases of dis-
puted parentage. Because no such panel has been proposed to date in Poland, the Department of Animal 
Cytogenetics and Molecular Genetics of the National Research Institute of Animal Production attempted 
to determine a complementary panel of microsatellite loci, to be used where the basic panel is insuf-
ficient for parentage verification. Of the markers tested, the following set of microsatellite sequences 
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was determined: CSRM60, ILSTS065, CSSM066, BM1818, INRA072, AGLA293, INRA222, INRA092 
and HUJI177. It is a complementary panel of DNA markers at the National Research Institute of Animal 
Production. 

Based on 73 alleles identified at 9 loci, the degree of heterozygosity and polymorphism was estimated 
in 250 Limousin (LM) cattle from the analysed population. Among the analysed markers, a high degree of 
observed heterozygosity and a polymorphism of 50% were found.

The calculated power of discrimination (PD) for the analysed markers exceeded 0.8. The probability 
of paternity exclusion based on the newly developed panel of 9 STR loci was 98.53% when the genotype 
of only one parent was known and 99.92% when the genotypes of both parents were known.

The present study showed that the tested panel of DNA markers is suitable for parentage verification 
in LM cattle.

Key words: cattle, DNA microsatellites, polymorphism
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