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Celem badan bylo okreglenie polimorfizmu grup krwi oraz wybranych sekwencji mikrosate-
litarnych DNA, a takZe okre§lenie przydatno$ci tych markeréw w kontroli prawidlowosei
rodowodéw. Badania polimoerfizmu antygenéw erytrocytarnych w 11 ukladach grupowych
krwi przeprowadzono u 2322 sztuk bydta rasy polskiej czerwonej, natomiast analize¢ polimor-
fizmu mikrosatelitarnege u 62 osobnikéw losowo wybranych z badanej populacji. Oznaczenie
skladu antygenowego krwi przeprowadzono przy uzyciu 78 reagentow, wyprodukowanych
w Dziale Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat Instytutu Zootechniki. Do analizy polimorfizmu
DNA wybrano 11 nastepujgcych mikrosatelitarnych loci: TGLA227, BM2113, TGLAS3,
ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225, BM1824, Na podstawie
czgstosci wystepowania zidentyfikowanych alleli w loci wybranych markerdw wyliczono sto-
piei heterozygotycznosci (IT), indeks stopnia polimorfizmu (PIC) oraz prawdopodobienstwo
wykluczenia rodzica (PE) dla kazdego locus. Obliczono rowniez PEc na podstawie wszystkich
22 loci Igcznie, ktory ostagnal warto§é 99,9999,
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Kontrola pochodzenia bydia od dawna jest prowadzona rutynowo na podstawie
genetycznie uwarunkowanych cech grupowych krwi [3, 5]. Wykrycie polimorfizmu
sekwencji mikrosatelitarnych DNA zainicjowalo wiele badafi nad mozliwoscia wyko-
rzystania tege polimorfizmu w kontroli rodowoddw, szczegblnie u koni [4] i bydia [7,
8, 12]. Kontrola rodowodéw bydia w Polsce prowadzona jest obecnie na podstawie
analizy polimorfizmu antygendw erytrocytarnych w 11 ukdadach grupowych krwi [11].

Holm i Bendixen [2] wykazali, ze prawdopodobienstwo wykluczenia rodzica, wy-
liczone na podstawie 6 sekwencji mikrosatelitarnych (CSM42, BM2113, ETH225, IN-
RA23, BM1824 i ETH3), wynosi 0,99; natomiast na podstawie analizy 11 ukladow
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grupowych krwi — 0,98. Wykorzystanie wysokopolimorficznych markeréw mikrosate-
litarnych DNA daje zatem mozliwoé¢ zwigkszenia prawdopodobiefstwa wykazania
niewlasciwych rodzicow do 99,99%. Tak duza skutecznosé spowodowala, 7e ISAG
(International Society for Animal Genetics) zaleca, by kontrola pochodzenia bydta,
prowadzona dotychczas na podstawie grupy krwi, zostala poszerzona o analize polimor-
fizmu DNA.

Celem badan bylo okrelenie polimorfizmu cech antygenowych ukiadéw grupo-
wych krwi oraz zalecanych przez ISAG sekwencji mikrosatelitarnych DNA u bydta
polskiego czerwonego, a takze okreélenie przydatnoéci tych markeréw w kontroli pra-
widtowosci rodowoddw.

Material i metody

Badaniami polimorfizmu antygenowego krwi objgto 2322 sztuki bydia rasy polskiej
czerwonej (pc), z oérodkow hodowli zarodowych oraz gospodarstw indywidualnych,
w ktérych prowadzona jest ocena uzytkowoséci bydla pe. Natomiast analize polimorfiz-
mu mikrosatelitarnego wykonano u 62 osobnikéw losowo wybranych z badanej popu-
lacji.

Antygeny krwinek czerwonych, w ukiadach: A, B, C,F, I, L, M, H', Z, R* i T",
identyfikowano za pomoca 78 reagentdéw testowych w tedcie hemolitycznym. Wszyst-
kie uzyte reagenty testowe, uzyskane w Zakladzie Immuno- i Cytogenetyki Instytutu
Zootechniki, poddawane byly miedzynarodowej standaryzacji w testach poréwnaw-
czych, organizowanych przez Miedzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat.

Genotypy badanych zwierzgt ustalono na podstawie dziedziczenia, natomiast czes-
tos¢ alleli obliczono metodami ogélnie stosowanymi w tego typu pracach [9].

Do analizy polimorfizmu DNA wybrano 11 mikrosatelitarnych loci (zalecanych
przez ISAG do kontroli rodowodéw bydla): TGLA227, BM2113, TGLAS3, ETHI0,
SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225, BM1824. Markery te wcho-
dza w sklad zestawu ,.StockMarks for Cattle II”, przygotowanego przez firme Applied
Biosystems.

Na bazie wyizolowanego genomowego DNA amplifikacjg sekwenciji z wybranych
loci wykonano metoda lafcuchowej reakeji polimerazowej (PCR), przy uzyciu fluores-
cencyjnie znakowanych starteréw. Markery amplifikowano w jednej mieszaninie reak-
cyjnej typu 11-plex. Warunki amplifikacji zastosowano zgodnie z protokotem ,,Protocol
for Bovine II Version 2 (Mixed 11 Plex Kit)” firmy Applied Biosystems.

Uzyskane produkty PCR poddawano rozdzialowi elektroforetycznemu w 4% zelu
poliakryloamidowym, w laserowym sekwenatorze ABI PRISM 377. Wyniki rozdzialu
elektroforetycznego analizowano za pomoca programu kamputerowego GeneScan 2.1.,
natomiast wielkosci zidentyfikowanych alleli okreélone stosujac program Genotyper
2.0.

Na podstawie czgstoéci wystgpowania poszczegolnych alleli grup krwi i sekwencji
mikrosatelitarnych wyliczono stopien heterozygotycznoéci (H) oraz indeks stopnia po-
limorfizmu (PIC) [, 6]. Prawdopodobiefistwo wykluczenia rodzica (PE), z uwzgled-
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nieniem mozliwoéci przebadania obydwu osobnikéw rodzicielskich, wyliczono dla kaz-
dego locus [7]. Obliczono réwniez PEc na podstawie wszystkich 22 loci facznie.

Wyniki i dyskusja

Badanie struktury i zmiennosci genetycznej zwierzqt gospodarskich, dokonywane
na podstawie markeroéw genetycznych klasy I (antygeny erytrocytarne, bialka surowicy
krwi, oraz antygeny gldéwnego kompleksu zgodnoéci tkankowej), w ostatnich latach
poszerzono o analize markerdw klasy II, zwigzanych z polimorficznymi sekwencjami
DNA (polimorficzne fragmenty restrykcyine, sekwencje minisatelitarne i mikrosateli-
tarne). Sposrod markerow klasy II, najwicksze zastosowanie znalazly sekwencje mikro-
satelitarne, krotkie tandemowe powtérzenia DNA, okreélone rowniez jako STR (short
tandem repeat). Obecnie stanowia one najliczniejsza grupe markeréw genetycznych
stosowanych w badaniu struktury genetycznej populacji i ras, zmienno&ci genetyczne;
zwierzat gospodarskich oraz w kontroli pochodzenia [3. 4, 5, 7, 8, 10].

W prezentowanych badaniach dokonano analizy zaréwno polimorfizmu markerdw
genetycznych nalezacych do klasy IT— grup krwi, jak i do klasy IT — wybranych sekwen-
cjt mikrosatelitarnych DNA.

W badanej populacji, w obrgbie jedenastu ukiaddw grupowych krwi, wystapilo
lyeznie 179 alleli, wérdd ktorych najliczniejsza grupe stanowily allele ukladow Erupo-
wych B (77 alleli) i C (63 allele). W pozostatych uktadach zaobserwowano duzo mniej-
sze zroznicowanie — od 2 do I3 alleli (tab. 1). W obrgbie badanych markerdw mikro-
satelitarnych ustalono 76 alleli. Najwickszg liczbe odnotowano w locus TGLAS3 i IN-
RA23 (9 alleli). Pozostale allele wykazywaly dosé rownomierne rozmieszczenie
w poszezegolnych loci od 6 do 8, z wyjatkiem loci TGLA122 i BM1824, w ktérych
stwierdzono obecnoé¢ odpowiednio 5 i 4 alleli {tab. 2). Markery genctyczne stosowane
w kontroli pochodzenia powinny charakteryzowaé si¢ duzym polimorfizinem, a réwno-
cze$nte wystgpowad u osobnikéw danej populacji w postaci heterozygotycznej. Na
podstawie czgstosci wystgpowania zidentyfikowanych alleli w analizowanych loci, ob-
liczono warto$ci wskaznikéw H i PIC. W grupie markeréw genetycznych klasy I wy-
sokim polimorfizmem odznaczaly sie 4 uklady grupowe krwi: C (H=0,865; PIC=0,855),
B (H=0,855; PIC=0,842), A (H=0,815; PIC=0,792) i S (H=0,758; PIC=0,718). Wcze-
Snicjsze badania grup krwi takze wskazywaly na duzg przydatno$é tych ukiadow
grupowych krwi w kontroli rodowodow bydta [L1]. Wartoéci stopnia heterozygotycz-
nosci 1 indeksu polimorfizmu, wyliczone dla pozostatych loci, wyniosty odpowiednio:
od 0,112 1 0,106 (dla locus T"} do 0,278 i 0,239 (dla locus L).

Analiza sekwencii mikrosatelitarnych wykazata, ze badane loci charakteryzujg sig
wysokim stopniem polimorfizmu. W poszczegélinych loci stwierdzono od 4 do 9 allel;.
Wartosei PIC obliczone dla kazdego markera byly wyisze od 0.5, natomiast stopien
heterozygotyczno$ei (H) miescit sie w granicach od 0,612 az do 0,845, Najwyzszy
polimorfizm zaobserwowano w loci TGLA227, BM2113 i INRA23, dla ktérych wyli-
czone wartoécl PIC i H wyniosly ponad 0,8. Najnizszy polimorfizm, w przeprowadzo-
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Tabela 1 -Table 1

Czesto$¢ i liczba alleli grup krwi, heterozygotyczno$¢ (H), indeks stopnia polimorfizmu (PIC) i
prawdopodobiefistwo wykluczenia rodzicielstwa (PE) badanej populacii bydia polskiego czerwonego
Frequency and number of alleles blood group, heterozygosity (H), polymorphism information content (PIC)
and probability of exclusion (PE) for investigated populations of Polish Red Cattle

Locus  Allele L Crestofé Liczba H PIC PE
Frequency Number
of alleles
I 2 3 4 5 6 7
A 13 0,815 0,792 0,642
Al 0,1197
AlH 00798
ATHB4D 0,0144
AlB4D 0,0310
AZHB4D 0.0076
A2 0,0045
AZH 06,0027
A2B4D 0.0144
B4D 0,2381
H 0.0027
HRB4D 0,0596
DB8 0,2915
A 0.1314
B* 77 0.855 0,842 0,721
BOL12Q" 0,1556
BOIYID'T2Q" 0.0918
BO3Y2A'2G'P'Q'G"1I'2E'3 0.0312
BP2Y2G'Q" (.0361
BP'I"2Q" 0,0502
G204E'10°G"20°2Q" 0,1036
G3iTIB Q" 0,0438
HOZQA'2E' LK 'Q'I'2 0.0392
G G I"2E"3Q" 00372
12Q 0,062
Y2y Q" 0.058
pozostale - others 0,2913
C* 03 0,865 0,855 0.746
ClE 0,0487
CIER2 0,0543
CIEW 0,0454
C2R2WC 00693
EC" 0,0698
EwWC” 0.0806
R2WX2C" 0,0365
R2X2C" 00,0767
we! 0,0458
wxzct 0.0361
xXac 0,0432
cer 0,0215
pozostale - others 0,3021
F 2 0,169 0,155 0,077
F 0,9065
A% 0,0935
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J 2 0,199 0,179 0,089
] 0,1123
J 0,8877
L 2 0,278 0,239 0,119
L 01671
1 0.8329
M 2 0,237 0,208 0,104
M 0,1371
m 0.8629
S 12 0,758 0,718 0,531
SH' 0,1389
SH'U" 0.0006
ul 0,0019
UIH’ 0,0220
ULH H" 0,0032
UIH'H"U" 0,00(1
H’ 03170
HU" 0.0013
H'H" 0,0004
u'l 0,2601
u2 0,0228
5§ 0,2306
z 2 0,500 0,375 0.187
Z 0,4994
2 0,5000
R’ 2 0,451 0,350 0,175
R’ 00,3467
s’ 0,6533
T 2 0,112 0,106 0,053
T 0,0599
t 00,9401

*Obliczenia wykonana dla alleli wystgpujacych z czgstoscia powyze] 3% — The calculation was made with
regard to the alleles with frequency above 3%

nych badaniach, odnotowano w loci TGLA122 oraz TGLA 126, dla ktérych PIC i H wy-
niosty, odpowiednio: 0,559 i 0,630 oraz 0,570 i 0,612.

Miarg przydatno$ci poszczegdlnych markeréw genetycznych do weryfikacji pocho-
dzenia jest prawdopodobiefistwo wykluczenia niewtaiciwie wpisanych w dokumentacje
hodowlang rodzicéw. Prawdopodobienstwo wykluczenia, oszacowane dla kazdego z 22
badanych loci, z uwzglednieniem mozliwosci przebadania obydwu osobnikéw rodzi-
cielskich, podano w tabeli 1 i 2. Prawdopodobiefistwo wykluczenia niewlasciwego
rodzica, obliczone przy uzyciu wszystkich badanych loci grup krwi wyniosto 0,99990,
Podobng wartosé PE (0,9998) wyliczono na podstawie 11 analizowanych loci mikrosa-
telitarnych. Zastosowanie w kontroli pochodzenia bydta tacznie wszystkich badanych
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Tabela 2 — Table 2

Liczba alleli 1 zakres dhugosci (pary zasad), heterozygotycznodé (H), indeks stopnia polimorfizmu (PIC) i
prawdopodobiefisiwo wykluczenia rodzicielsiwa (PE) dla loci mikrosatelitarnych

Number and size range (base pair) of alleles in loci, heterozygosity (H), polymorphism information content
(PIC) and probability of exclusion (PE) for investigated microsatellite markers

Liczbu Zakres dlugoéei

Maurker ulleli (pz) H PIC PE
‘ Number of Size runge

ulleles (bp)
TGLA227 8 77-103 0,824 0,803 0.660
BM2I13 8 121-14] 0.830 0,808 0,663
TGLA33 9 154-182 0,775 0,751 0,593
ETHL0 7 213-225 3,735 0.700 0,522
SPS115 4] 248-258 759 0,729 0.556
TGLALZG 4] 115-125 0.612 0,570 0,382
TGLAL22 5 141-169 0,630 0,559 0.360
INRA23 9 200-218 0.842 0,825 0.691
ETH3 8 109-129 0,760 0,732 0.565
ETH225 G 140-152 0,786 0.753 0.579
BM1824 4 178-188 0,688 0,627 0419

markerdw genetycznych daje mozliwo$é wykluczenia niewladciwego rodzica z
99,9999% prawdopodobienstwem.

Stwierdzony wysoki polimorfizm grup krwi, a takze wybranych sekwencji mikro-
satelitarnych DNA oraz wyliczone prawdopodobiefistwo, z jakim mozna wykluczyé
niewlaéciwie podanego rodzica na podstawie obu tych grup markerow, wskazuje na
duza przydatnosé zaréwno grup krwi, jak i polimorficznych sekwencji mikrosatelitar-
nych DNA w kontroli rodowodéw bydia polskiego czerwonego. Przeprowadzone bada-
nia wskazujg réwniez na duze mozliwo$ci zastosowania markeréw klasy I i II do ana-
lizy zmiennoSci genetycznej u bydta polskiego czerwonego, a uzyskane wyniki moga
postuzy¢ za punkt wyjécia do $ledzenia zmian, jakie bedg prawdopodobnie zachodzié
w strukturze genetycznej tej rasy pod wptywem prowadzonej pracy hodowlane;.
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Comparative analysis of biood group polymorphism
and microsatellite DNA sequences in Polish Red catile

Summary

The aim of the study was to analyse blood group polymarphism and selected microsatellite
DNA sequences, and to determine the usefulness of these markers for pedigree control, The
pelymorphism of erythrocyte antigens in 11 blood group systems was investigated in 2322 animals,
and microsatellite polymorphism in 62 head of Polish Red cattle. Blood antigens were determined
using 78 reagents produced in the National Research Institute of Animal Production. The following
Il microsatellite loci were selected for analysis of DNA polymorphism: TGLA227, BM2113,
TGLAS3, ETHIO0, SPS115, TGLA 126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225, and BM 1824, Based
on the frequency of identified alleles at the loci of selected markers, degree of heterozygosity (H),
polymorphic information content (PIC) and paternal exclusion probability (PE) were calcnlated
for each locus. PEc calculated based on all 22 loci was 99.9999,
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