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Na nici DNA nukleotydy utaone g w spe- dow g ulozone obok siebie i twogzjedry ca-
cyficznej kolejndci — sekwencji, ktora nie- tos¢; do grupy tej zaliczamy powtdrzenia mikro-
sie ze sop informacg genetycza istwarza satelitarne.

mozliwo$¢é powstania praktycznie nieograniczo- Sekwencje mikrosatelitarne, zwane po-
nej zmiennéci w budowie DNA. Sekwencje tocznie mikrosatelitamiduz krotkimi tandemo-
nukleotydow, kodujce okrélone aminokwasy, wymi powtérzeniami — STR (anp. Short Tandem
nie g cigglym odcinkiem bieggcym nieprze- Repeat) sktadajsic z powtarzajcych sé moty-
rwanie wzdhi czsteczki DNA, lecz g podzie- wéw, zawierajcych od 1 do 6 nukleotyddw.
lone segmentami sekwencji niekogltych. Se- Liczba powtérzé okreSlonego motywu wynosi
kwencje kodujce biatka stanowi jedynie 3% zwykle od 10 do 50, take fczna diugéc se-
catego genomu, natomiast sekwencje niekpduj kwencji mikrosatelitarnej wahaesiv granicach
ce — nawet do 20-30% i to one charakteryzuj od 60 do 400 par zasad. Motywem powtagzaj
sig najwyzszym polimorfizmem. Spodd poli- cym st moze by dwunukleotyd, np. (AC)n,
morficznych sekwencji DNA szczega@lizmien-  (GA)n i in., tréjnukleotyd (ATT)n, (TCT)n iin.
noscig odznaczaj sie tandemowe powtérzenia lub czteronukleotyd (AGTG)n, (GATC) iin.
DNA, gdzie powtarzace s¢ motywy nukleoty-  (rys. 1).
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Rys. 1. Formy wysgpowania sekwencji mikrosatelitarnych DNA
Fig. 1. Forms of microsatellite DNA sequences
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Glowng zalety sekwencji mikrosatelitar- dowoddw, stanowicych materiat biologiczny,
nych jest wysoki stopie polimorfizmu, czyli  wystepujacy najczsciej w postaci wlosow,
wystepowania w populacji kilku lub nawet kil- tkanki, sladow krwi czy innych mikréladow
kunastu ranych form — alleli danej sekwencji biologicznych (Dayton iin., 2009).
réznigcych sé liczba powtorzéh danego moty- Analiza markeréw mikrosatelitarnych
wu, a zatem i diugeia (Cunningham i Meghen, u pséw polega na pozyskaniu DNA z materiatu
2001). Zmienn&t taks mozna wyja&ni¢ nagro-  biologicznego, dostarczanego w postaci wymazu
madzeniem w czasie ewolucji licznych mutaciji, sluzéwki policzka, cebulek wiosowych lub krwi.
najczsciej pojedynczych zmian sekwencji nu- Nastpnie wykonuje si namnaenie DNA za
kleotydow, wysg¢pujacych przewanie w odcin- pomoa@ metody PCR (lacuchowej reakcji po-
kach niekodujcych, a poniewa s3 to obszary limerazy) oraz identyfikagj otrzymanych frag-
nie kodupce, mutacje te nie znajdujodbicia mentéw DNA o dlugéci charakterystycznej
w fenotypie i nie podlegajselekgciji. i indywidualnej dla kadego osobnika. Do bafla

Dzieki wysokiemu poziomowi zmienno- stosuje si reakcg PCR typu multipleks, w kto-
ci, prostemu schematowi dziedziczenia orazrej analizie poddaje sikilkangcie markerow
mozliwosci  zastosowania zautomatyzowanej jednoczeénie (Zaje, 1994). Liczba zastosowa-
techniki ich analizy sekwencje mikrosatelitarne nych markeréw decyduje o doktadieo ustalo-
znalazly szerokie zastosowanie jako markerynego profilu DNA danego osobnika i skuteczno-
genetyczne, wykorzystywane wzriych dzie- $ci w potwierdzaniu danych rodowodowych.
dzinach nauki (Arranz i in. 1996). W hodowli Analiz¢ dtugdici, powielonych podczas reakcji
zwierzt, szczegdlnie bydia, koni, a takpsow PCR 21-plex, fragmentow DNA przeprowadza
badania markerow mikrosatelitarnych DNA s sie automatycznie w sekwenatorze podczas roz-
wykorzystywane do identyfikacji osobniczej dziatu elektroforetycznego.

i ustalenia pochodzenia osobnika po wskazanych Na podstawie uzyskanych wynikow
rodzicach (Ichikawa i in., 200IRehout i in., elektroforezy (rys. 2, tab. 1) w postaci pikow
2006; Van Eenennaam i in., 2007; Radko, 2008pkreslonych liczky par zasad (pz) ustalany jest
Carolino i in., 2009; Radko i in., 2010; Fornal profil DNA, np. 128/130 (dla heterozygoty) lub
iin., 2013; Tahir i in., 2015). Unitiwia to pro- 128/ (dla homozygoty).

wadzenie rzetelnej pracy hodowlanej poprzez Profile DNA, na podstawie analizy po-
wykluczenie b¢doéw w zapisach rodowodu, wy- réwnawczej, sty do ustalenia pochodzenia, co
nikajacych z pomytek lub oszustw, np. przy sto- pozwala na stwierdzenie, czy potencjalni rodzice
sowaniu podwojnych ki czy podkladania psa g jego rodzicami biologicznymi. Jest to
szczenit do innych miotdw. Ponadto, identyfi- wazny aspekt prowadzenia hodowli. Profil
kacja osobnicza w oparciu o0 anal2NA umaz- DNA, pochodzacy od jednego osobnika, wyka-
liwia identyfikacg zwierzt na potrzeby proku- zuje co najwyej dwa allele (fragmenty DNA)
ratury, adow, policji i Towarzystwa Opieki nad dla kazdego markera. Potomstwo dziedziczy ma-
Zwierzetami. Niejednokrotnie w sprawach kar- teriat genetyczny w potowie po ojcu i w potowie
nych, najcgsciej dotycacych kradziey cen- po matce. W przypadku, gdy znany jest profil
nych zwierat, analiza DNA pozwolita na indy- matki, wszystkie allele, ktére nie pochadad
widualm identyfikacg na podstawie zebranych matki, musz by¢ odziedziczone po ojcu (rys. 3).

Tabela 1. Przykltadowy zapis profilu DNA
Table 1. Example DNA profile

AHTK211 | CXX279 | REN169018 INUOS% REN54P11 INRAR1 AEBF | REN169D01 AHTh26(
89/95 116/118| 162/164 210/218 232/ 99/103 149/ 216/ 246/252

AHTK253 INUOO5 | INUO30| FH2848 AHT12] FH2054 REN162C0AHTh171| REN247M23
288/290 126/134 144/154 238244 98/106  160M72 212/ | 219/223 | 268/274
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Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczny w sekwenatorze
Fig. 2. Electrophoretic separation in a sequencer

W sytuacji, jéli nie zgadza si chatby
jeden allel w profilu DNA, wéwczas moa

czynienia z danym osobnikiem. Przy zastosowa-
niu mazliwie duzej liczby wysoko polimorficz-

przypuszczé, ze mamy do czynienia z niezgod- nych STR takie prawdopodoliwo mae gra-
noscig miedzy potomkiem a domniemanym ro- niczy¢ z pewndcia, jednak nigdy nie osgajca

dzicem. Jednak, ze wzglu na maliwos¢ wy-

100%. Prawdopodohistwo, z jakim ména po-

stgpienia spontanicznych mutacji genetycznych,twierdzic pochodzenie danego osobnika po danej
powodupcych zaburzenia w zapisie DNA parze rodzicielskiej, jest oszacowane za pgmoc

przyjmuje s¢, ze wykluczenie stwierdza ¢ina
podstawie co najmniej niezgodwd w dwdch

markerach. Naley zaznaczy, ze markery STR

pozwalaj ze 100% pewnwia wykluczy po-

prawdopodobigstwa wykluczenia — PE (ang.
probability of exclusion), ktére w gtéwnej mie-
rze zaley od iloci zastosowanych markerow
(Jamieson i Taylor, 1997). Szacuje, sie praw-

chodzenie badanego osobnika po podanych rodopodobiéstwo wykluczenia wzghdem jednego
dzicach. W sytuacji natomiast, gdy nie stwier-z rodzicédw oscyluje na poziomie 99,5%, nato-
dzamy wykluczenia po podanych rodzicach, ist-miast dwoch na poziomie 99,9% (Ichikawa i in.,

nieje jedynie prawdopodolistwo,ze mamy do

2001; Fornaliin., 2013).
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Rys. 3. Przyktadowa analiza profili DNA na podstevd markeréw STR
Fig. 3. Example DNA profile analysis based on RSmarkers

ojciec

potomek
sekwencja 1156/160 160176 168/176
sekwencja 204/206 202204 200/202
sekwencja 223/ 223229 229/

Dziedziczenie sekwencji mikrosatelitarnych DNA. &takowie zgodnie z prawem Mendla otrzymjgden allel
od ojca i jeden od matki
Inheritance of microsatellite DNA sequences. Inoadance with Mendel's laws of inheritance, offsgrieceive
one allele from each parent

Pierwszy dosfpny na rynku komercyjny nych ras. Miag uzyteczndci stosowanego ze-
zestaw 10 markeréw mikrosatelitarnych (PEZ1,stawu markeréw STR jest wspoéiczynnik PIC
PEZ3, PEZ5, PEZ6, PEZ8, PEZ11, PE12,(ang. polymorphism information content) — in-
PEZ18, UCB2054, UCB2079), przygotowany deks stopnia polimorfizmu, oldi@jacy informa-
przez firne Applied Biosystemsiie zawsze byt tywnos¢ danego locus. Czym vigzy wspot-
wystarczajcy do ustalenia rodowodu z powodu czynnik, tym wysza jego przydatsé do analiz
ograniczenia zmienoi genetycznej oraz wzro- (Botstein iin., 1980).
stu inbredu u wielu ras psow. Ograniczona Obecnie stosowany jest zestaw 21 marke-
zmiennd¢ genetyczna wyra Sk ograniczop  rébw STR: AHTKk211l, CXX279, REN169018,
liczba alleli w niektorych mikrosatelitarnyclo- INUO5S5, REN54P11, INRA21, AHT137,
ci, co stwarza trudréé w wyborze panelu mar- REN169D01, AHTh260, AHTk253, INUOO5,
kerow, ktory moégiby by informatywny i po- INU030, FH2848, AHT121, FH2054, REN162C04,
wszechnie stosowany w kontroli rodowoddéw AHTh171, REN247M23, REN105L03, AHTh130,
psow. Na podstawie analiz populacyjnych mar-REN64E19i gen AMEL. Sekwencje teasreko-
kerow mikrosatelitarnych, cechygjych sé wy-  mendowane przez tizynarodowe Towarzystwo
soky polimorficzndcia, okrela si przydatné¢  Genetyki Zwierat — ISAG (ang. International So-
poszczegolnych loci w kontroli pochodzenia da-ciety for Animal Genetics) do kontroli rodowo-
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dow pséw. Szacowane PE na podstawie tegtarnej Instytutu Zootechniki PIB (ISAG Code
zestawu markeréw daje 99,9998% prawdopodo84451), ktore zakwalifikowato sido 1 rangi,
bienstwa widgciwie ustalonego pochodzenia. obok blisko 68% laboratoribw uczestnicgch
Dodatkowo, markery teggestowane i standary- w tescie. Wyniki testu 2013-2014 Dog DNA
zowane co dwa lata w gdzynarodowych te- ISAG CT przedstawiono w tabeli 2.

stach poréwnawczych DNA, organizowanych Metody, oparte na analizie sekwencji
przez ISAG. Umaliwia to ustalanie profili DNA  mikrosatelitarnych, ze wzgllu na ich polimor-

i wystawianie certyfikatow DNA uznawanych ficznos¢, kodominujce dziedziczenie, powta-
migdzynarodowo, co jest niegine przy mg- rzalng¢ oraz prosf i szybly analizz staty se¢
dzynarodowym obrocie materiatu hodowlanegonieodzownym elementem bada zwigzanych
czy tez sprowadzaniu zza granicy vggiznie na-  z hodowh zwierzt, w tym psow.

sienia do inseminacji. Analiza markeréw STR nie by wyko-

W ostatnim técie porownawczym rzystywana do identyfikacji osobniczej, kontroli
2013-2014 Dog DNA ISAG CT uczestniczyly rodowodow, w sprawach spornego ojcostwa czy
53 laboratoria z calegéwiata. Z Polski udziat tez wydawania opinii dla potrzeb wymiaru
wzieto jedynie Laboratorium Genetyki Moleku- sprawiedliwgci.

Tab. 2. Wyniki testu Dog DNA ISAG CT
Tab. 2. Results of Dog DNA ISAG CT test

Zgodna¢ profili DNA

Rank Match between DNA profiles labs % labs
Rank 1 100-98% 36 67,92%
Rank 2 97,9-95% 6 11,32%
Rank 3 97,9-90% 1 1,89%
Rank 4 89,9-80% 4 7,55%
Rank 5 poniej — below80% 6 11,32%
Razem —Total 53
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APPLICATION OF CANINE MICROSATELLITE DNA MARKE RS FOR INDIVIDUAL
IDENTIFICATION AND PARENTAGE CONTROL

Summary

The highly polymorphic repetitive sequences ingbeaome are utilized in population genetics because
of their relatively straightforward analysis, esipdlg due to the widespread use of multiplex PCRpkfication
and capillary electrophoresis. Accurate determamatif relatedness and efficient control of pedigesgstration
is of great importance in dog breeding. MicrosateIDNA can be used as a marker for individual tdfeation
and parentage control including deciding contraedéiases of putative parents and forensic casewdré& de-
velopment of biological identification techniqudkes for more accurate analysis of DNA markers. Thevacti
ties of the laboratory are standardized throughtbik of the International Society for Animal Geigst(ISAG),
which conducts inter-laboratory comparisons. Atspre, ISAG recommends 22 microsatellite loci asramal
STR panefor parentage testing in dogs and for evaluatirgubefulness of the investigated panel of marlars f
parentage verification in different breeds.

Fot. D. Dobrowolska
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