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Streszczenie

Cel pracy: Badania genetyczne odgrywaja niezwykle wazna role w procesie dochodzeniowym, stanowiac czesto naj-
istotniejszy dowdd decydujacy o rozstrzygnieciu sprawy. Mimo ze wigkszo$¢ analiz genetycznych przeprowadzanych
w kryminalistyce dotyczy materialu ludzkiego, to identyfikacja genetyczna zwierzat staje sie coraz powszechniejsza.
Przebywajace w otoczeniu czlowieka zwierzeta domowe bywaja niekiedy niemymi §wiadkami, a nawet obiektami dzia-
tan przestepczych. Ich potencjalnie ograniczona rola dowodowa w takich sprawach moze ulec zmianie dzigki mozli-
wosci wykorzystania zwierzecych $ladéw pozostawionych na miejscu zbrodni. Tego rodzaju metody moga staé sie tez
warto$ciowym narzedziem w wielu innych dziedzinach. W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania pro-
cesem ustalania wiarygodnosci pochodzenia zwierzat z okre$lonej hodowli, przeciwdziataniem ktusownictwu i niele-
galnemu odstrzalowi zwierzat, np. chronionych zbikéw i rysi, a takze nielegalnej sprzedazy zwierzat. Gléwnym celem
przeprowadzonych badan byta ocena stopnia polimorfizmu analizowanych markeréw STR w kocim materiale gene-
tycznym oraz okreslenie ich przydatnoséci do stworzenia autorskiego testu na potrzeby identyfikacji genetycznej kotow.
Material i metody: Przeprowadzone badania obejmowaly analize populacji kotéw, ktéra liczyla 123 niespokrewnione
ze sobg osobniki reprezentujace rozne rasy kotéw domowych zamieszkujgcych teren Dolnego Slaska. Material w po-
staci kropli krwi lub wymazu z wewnetrznej strony policzka danego osobnika zostal poddany analizie pod katem pie-
ciu markeréw STR za pomocg jednego testu typu multipleks (FCA742, FCA744, F124, FCA732, FCA749).

Wyniki: Otrzymane wyniki dla kazdego markera z osobna poddano analizie statystycznej i za pomocg testu % ocenio-
no zgodnos¢ badanej populacji w zakresie danego markera z prawem Hardyego-Weinberga.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazuja na duzy potencjal analizowanych markeréw, pozwalajacy na wykorzystanie ich
w badaniach identyfikacyjnych.

Stowa kluczowe: medycyna sagdowa, genetyczna identyfikacja zwierzat, markery STR.

Abstract

Aim of the study: Genetic tests play a crucial role in the crime investigation process and often provide the strongest
evidence for case resolution. Although the majority of genetic analyses in the field of criminalistics focus on the human
DNA, genetic identification of animals is becoming an increasingly common procedure. Domestic animals, which live
around people, may be silent witnesses and even victims of criminal activity. Their typically limited value as evidence
in such cases could radically change thanks to the possibility of using animal biological material present at the crime
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scene. In addition to forensic medicine, genetic identification methods of this type may also become a valuable tool
in many other areas of life. Recently, there has been an increase in public interest in verifying the pedigree of animals,
investigating poaching and illegal shooting of animals, e.g. protected wildcats and lynx, as well as illegal trade in ani-
mals. The main aims of the studies reported in this paper were to assess the degree of polymorphism of the analyzed
STR markers in feline genetic material, and to perform a preliminary evaluation of their suitability for developing an
original feline genetic identification test.

Material and methods: The studies involved an analysis of genetic material samples obtained from a population con-
sisting of 123 unrelated cats representing various domestic cat breeds, living in the Lower Silesia region. The material
collected from individual cats in the form of blood drops or buccal swabs was subjected to an analysis of five STR
markers forming a single multiplex assay (FCA742, FCA744, F124, FCA732, FCA749).

Results: The results obtained for each marker separately were analyzed statistically and, using the > test, the concor-
dance of the study population with the Hardy-Weinberg principle was evaluated.

Conclusions: The findings demonstrate a significant potential of the analyzed markers for the development of genetic

identification tests.

Key words: forensic medicine, genetic identification of animals, STR markers.

Wprowadzenie

Identyfikacja zwierzat na podstawie analizy
materialu genetycznego staje si¢ coraz powszech-
niejsza. Okazuje sig, ze tego rodzaju metody moga
mie¢ warto$¢ w wielu dziedzinach zycia, a zwlasz-
cza w medycynie sagdowej. Wzrasta tez spoleczne
zainteresowanie problemem ustalania wiarygod-
nosci pochodzenia zwierzat z okreslonej hodowli,
przeciwdzialania klusownictwu czy nielegalnemu
odstrzalowi, np. chronionych zbikéw i rysi, a takze
nielegalnej sprzedazy zwierzat.

Zwierzeta domowe przebywajace w bliskim oto-
czeniu czlowieka bywaja niekiedy niemymi $wiad-
kami, a nawet obiektami dzialan przestepczych. Ich
potencjalnie ograniczona rola dowodowa w takich
sprawach moze ulec zmianie dzigki mozliwosci wy-
korzystania zwierzecych §ladéw pozostawionych na
miejscu zbrodni [1, 2]. Udokumentowane sprawy
sadowe potwierdzajg, ze okreslenie pochodzenia po-
zostawionego na miejscu przestepstwa lub na odzie-
zy podejrzanego biologicznego materiatu zwierzece-
go (siersci lub krwi) moze stac si¢ silnym dowodem
w procesie dochodzeniowym. W takiej sytuacji
ustalenie pochodzenia $ladéw biologicznych moze
ulatwi¢ powigzanie danego przestepstwa z konkret-
ng osobg, a nawet wskazac¢ sprawce [3-5]. Przepro-
wadzone symulacje kryminalistyczne z udzialem

Introduction

Identification of animals based on genetic ma-
terial tests is becoming an increasingly common
practice. It has been demonstrated that methods
of this type could become a valuable instrument
in many areas of life, particularly in forensic med-
icine. There has been an increase in public interest
in verifying the pedigree of animals, investigating
poaching and illegal shooting of animals, including
protected wildcats and lynx, as well as illegal trade
in animals.

Domestic animals, which live around peo-
ple, may be silent witnesses and even victims of
criminal activity. Their typically limited value
as evidence in such cases could radically change
thanks to the possibility of using animal biolog-
ical material present at the crime scene [1, 2].
Documented court cases show that determining
the origin of biological animal material (coat or
blood) identified at the crime scene or on the
clothing of suspects might serve as strong evi-
dence throughout the crime investigation pro-
cess. In such situations, demonstrating the origin
of biological traces may be helpful in linking the
crime to a specific individual and even indicate
the perpetrator [3-5]. Forensic simulations with
domestic animals witnessing burglaries and as-
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zwierzat domowych bedacych $§wiadkami wlaman
i napasci wykazaly, ze spora ilos¢ zwierzecej siersci
przenosi si¢ nie tylko w obrebie miejsca zbrodni,
ale i poza nim, np. na ubraniach przestepcdéw [6].
Potwierdza to dobrze opisana kanadyjska sprawa
z 1995 r., w ktorej analiza genetyczna kociego ma-
teriatu biologicznego zawazyla na ostatecznym roz-
strzygnieciu postepowania sagdowego. Byt to jeden
z pierwszych udokumentowanych przypadkow,
w ktorych analiza zwierzecego DNA miala tak duzy
wplyw na przebieg dochodzenia i ostatecznie przy-
czynila si¢ do rozwigzania sprawy [6].

W $wietle prawa zwierze moze by¢ nie tylko
swiadkiem dziatan przestepczych, ale i ofiarg prze-
mocy czy kradziezy. Zdarza si¢ rowniez, ze odgry-
wa ono niechlubna role sprawcy, np. w przypadkach
pogryzien czy napasci na ludzi [1].

Do identyfikacji zaréwno ludzkiego, jak i zwie-
rzgcego materialu genetycznego najczesciej wy-
korzystuje si¢ mikrosatelity STR (short tandem re-
peats), ktére w zwigzku z szybkim tempem mutacji
generuja odpowiednio wysoki polimorfizm. Analiza
zestawu sekwencji mikrosatelitarnych w badanym
DNA umozliwia poznanie indywidualnego profilu
genetycznego danego osobnika [7-10]. Tego typu
markery sg uzywane w systemach multipleksowych
opartych na znakowaniu fluorescencyjnym, ktdre
zostaly opracowane do szybkiego i pewnego uzyski-
wania produktéw réwnoczesnej amplifikacji kilku
do kilkunastu loci DNA izolowanego z probek bio-
logicznych [11].

Testy identyfikacyjne sluzace do analizy mate-
rialu genetycznego pochodzenia zwierzecego staja
sie coraz bardziej popularne i dostepne. Na rynku
Swiatowym pojawily sie gotowe testy do identyfika-
cji okreslonych grup zwierzat, np. koni, pséw czy
bydla [12]. Podjeto réwniez proby wystandaryzo-
wania i stworzenia kocich testéw identyfikacyjnych.
W 17 komercyjnych i naukowych laboratoriach na
catym $wiecie odbyly si¢ badania poréwnawcze pod
patronatem ISAG (International Society for Animal
Genetic) majace na celu ustalenie pochodzenia
i identyfikacje DNA kotéw domowych. Badania
oparte byly na analizie 19 mikrosatelit STR. Na
podstawie wynikow analizy poréwnawczej 9 z nich
zostalo ostatecznie wybranych do stworzenia testu
o parametrach pozwalajacych na przeprowadzenie
identyfikacji [13]. Do tej pory opracowano takze
test skladajacy si¢ z 11 markeréw STR, przeznaczo-

saults, have shown that a considerable amount
of animal coat is transferred within the crime
scene, and also carried away from the site, for
example on the criminal’s clothing [6]. The va-
lidity of such experiments was corroborated in
a well-documented criminal case in Canada in
1995, in which genetic analysis of feline biolog-
ical material provided key evidence determining
the outcome of court proceedings. It was one of
the first documented court cases where the anal-
ysis of animal biological material contributed to
such a significant extent to the progress of the
investigation and even led to its resolution [6].

In the light of the law, animals can be not only
witnesses of criminal activities, but also victims of
violence or objects of theft. They can even have the
infamous role of perpetrators, e.g. in cases of bites or
assaults on people [1].

The genetic markers which are most common-
ly used for identification of both human and an-
imal genetic material are microsatellites (short
tandem repeats, STRs). On account of their rap-
id mutation rate, STRs generate an appropriately
high level of polymorphism. An analysis of a set
of microsatellite sequences in the studied DNA
offers a possibility to identify the unique genetic
profile of a given individual [7-10]. Markers of
this type are used in multiplex systems based on
fluorescent labelling, which are designed to gen-
erate, in a rapid and reliable manner, products of
simultaneous amplification of several to about
a dozen loci of DNA isolated from biological sam-
ples [11].

Identification tests for the analysis of genet-
ic material of animal origin are more readily
available and increasingly popular. Ready-to-
use assays for the identification of specific ani-
mal groups (e.g. horses, dogs or cattle) are now
commercially available across the world [12]. At-
tempts have also been undertaken to standard-
ize and develop feline identification tests. Under
the patronage of ISAG (International Society
for Animal Genetic) comparative studies have
been carried out in 17 commercial and scientific
laboratories around the world to determine the
origin and identify material obtained from do-
mestic cats. The research was based on analyzing
19 microsatellites (STRs). The findings of the
comparative analysis enabled the final selection
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ny gltéwnie do analiz w zakresie medycyny sagdowej
[14]. W 2014 r. podjeto probe wystandaryzowania
multipleksu obejmujacego 14 mikrosatelit. Stwo-
rzono réwniez drabinki alleliczne dla analizowa-
nych STR [15]. Jak wynika z danych literaturowych,
liczba dostepnych wystandaryzowanych testéw
identyfikacyjnych dla kotéw nadal jest ograniczo-
na. Ma to ogromne znaczenie, jesli wyniki badan sa
sprzeczne i wymagaja analizy uzupelniajacej z wy-
korzystaniem dostgpnych testow o innym ukladzie
mikrosatelit.

Gléwnym celem przeprowadzonej analizy byla
ocena stopnia polimorfizmu markeréw typu STR
w populacji kotéw domowych zamieszkujacych te-
ren Dolnego Slaska. Poprzez wyliczenie odpowied-
nich parametroéw statystycznych podjeliémy réwniez
probe okreslenia potencjalnej przydatnosci analizo-
wanych markeréw do stworzenia autorskiego testu
na potrzeby identyfikacji genetycznej kotéw. Ponad-
to badana populacja zostala oceniona pod katem jej
zgodnosci z prawem Hardyego-Weinberga (H-W)
w obrebie analizowanych fragmentéw DNA.

Materiaty i metody
Materiat biologiczny

Material genetyczny wykorzystany w badaniu
populacyjnym pochodzil od 123 niespokrewnio-
nych ze soba osobnikéw reprezentujacych rozne
rasy kotéow domowych. Materialem biologicznym,
z ktorego izolowano DNA, byla krew (102 probki)
w postaci plamy na bibule, tak aby ilos¢ i jakos¢
probek byty zblizone do tych, jakie zazwyczaj sg do-
stepne przy analizie kryminalistycznej. Krew zosta-
ta pobrana bezpos$rednio z zyty badz przez naktu-
cie opuszki palcowej badanych osobnikéw. Wiréd
analizowanych probek bylo réwniez 21 wymazéw
z wewnetrznej strony policzka — w tym przypadku
material genetyczny zostal wyizolowany z komoérek
nabtonka.

Material genetyczny z materialu biologicznego
(krew, komorki nabtonka) kotéw zostal wyizolowa-
ny metodg cheleksowa z wykorzystaniem 5-procen-
towej zawiesiny cheleksu R100. Podstawg tej techni-
ki jest zastosowanie zywicy jonowymiennej Chelex
(Chelating Ion-Exchange Resin). Ludzki material
genetyczny zostal wyizolowany z krwi pobranej
na EDTA (z uzyciem antykoagulantu) za pomoca
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of 9 STRs for the purpose of developing a test
with parameters sufficient for identification
[13]. A test comprising 11 STR markers, dedicat-
ed primarily to analyses in the field of forensic
medicine, has also been developed [14]. In 2014,
an attempt was made to standardize a multiplex
consisting of 14 microsatellites. Studies have also
been conducted to construct allelic ladders for
the analyzed STRs [15]. According to the litera-
ture data, the number of available standardized
feline identification tests is still limited. This fact
is extremely important when tests yield conflict-
ing results that require supplementary analysis
based on available assays using a different mi-
crosatellite array.

The main aim of the study reported in this pa-
per was to assess the degree of polymorphism of the
analyzed STR markers in the population of domestic
cats living in Lower Silesia. By evaluating appropri-
ate statistical parameters, an attempt was also made
to determine the potential suitability of the analyzed
markers for developing an original feline identifi-
cation test. In addition, the studied population was
assessed for concordance with the Hardy-Weinberg
(H-W) principle within the analyzed DNA frag-
ments.

Material and methods
Biological material

Genetic material analyzed in the population
study was obtained from 123 unrelated cats rep-
resenting various domestic cat breeds. The bio-
logical material used for DNA isolation was blood
(102 samples) in the form of a blot on tissue paper,
so that the quantity and quality of the analyzed
material would be similar to those usually availa-
ble for forensic analysis. Blood samples from cats
included in the study were collected directly from
the vein or by puncturing the animal’s digital pad.
The test samples also included 21 buccal swabs. In
such cases, genetic material was isolated from ep-
ithelial cells.

Genetic material was isolated from feline biolog-
ical samples (blood, epithelial cells) by the Chelex
method using 5% suspension of Chelex R100. The
technique is based on the Chelex resin (Chelating
Ion-Exchange Resin). Human genetic material was
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zestawu do izolacji DNA QIAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN).

Charakterystyka miejsc polimorficznych

Analizowane mikrosatelity zostaly wybrane na
podstawie dostepnych danych literaturowych. Z po-
czatkowo wytypowanych siedmiu markeréw pigé
par starterow w odpowiednich stezeniach dobrze
wspolpracowalo we wspolnej mieszaninie reakcyj-
nej [16-18]. Startery forward (F) z kazdej uzytej do
multipleksu PCR pary zostaly wyznakowane odpo-
wiednimi barwnikami fluorescencyjnymi, co umoz-
liwito wizualizacj¢ i odczyt wynikéw. Startery z par
dajacych podobne wielko$ci produktéw zostaty wy-
znakowane roznymi barwnikami (5-FAM, TAMRA,
YOE), tak aby piki nie nakfadaty si¢ na siebie, a od-
czyt koncowych wynikéw za pomocy elektroforezy
byt mozliwy. Charakterystyke wybranych regionéw
mikrosatelitarnych zestawiono w tabeli I.

Optymalizacja multipleksu PCR

Multipleksowa reakcja amplifikacji przepro-
wadzona zostala w termocyklerze S1000 Thermal
Cycler (Bio-Rad). Calkowita objetos¢ pojedyn-
czej probki wynosita 10 pl. W sklad mieszaniny
reakcyjnej wchodzity nastepujace skladniki: 1 pl
mieszaniny par starteréw, 5 ul QTAGEN Multiplex
PCR Master Mix, 4 pl matrycy DNA lub wody dla
kontroli ujemnej. Koncowe stezenia starteréw
w mieszaninie reakcyjnej wynosily odpowiednio:
FCA742 - 2 uM, FCA744 - 1 uM, FCA732 - 0,6 uM,
F124 - 0,8 uM, FCA749 - 2 uM, natomiast ste-
zenie matrycy DNA: 0,1 ng/pl. Objetos¢ kazdego
skladnika, podobnie jak stezenia starteréw, zo-
stala dobrana doswiadczalnie na etapie optyma-
lizacji warunkow reakcji przeprowadzonej przed
przystapieniem do wlasciwych badan. Sekwen-

isolated from blood taken into EDTA by means of
a QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) for DNA iso-
lation.

Characteristics of polymorphic sites

The microsatellites analyzed in the study were
selected on the basis of available literature data.
From the initially selected seven markers, five
primer pairs at appropriate concentrations were
found to be compatible in the common reaction
mixture [16-18]. The forward (F) primers from
each pair included in multiplex PCR were labelled
with appropriate fluorescent dyes to allow visu-
alization and interpretation of results. Primers of
pairs yielding similar product sizes were labelled
with different dyes (5-FAM, TAMRA, YOE) so
that the peaks would not overlap and the final re-
sults could be determined by electrophoresis. The
characteristics of selected microsatellite regions
are shown in Table I.

Optimization of multiplex PCR

Multiplex polymerase chain reaction was
conducted using an $1000 Thermal Cycler (Bio-
Rad). The total volume of a single sample was
10 pl. The reaction mixture contained the fol-
lowing components: 1 pl of a primer pair mix,
5 ul of QIAGEN Multiplex PCR Master Mix,
4 ul of DNA matrix or water for negative control.
The final primer concentrations in the reaction
mixture were: FCA742 - 2 uM, FCA744 - 1 pM,
FCA732 - 0.6 uM, F124 - 0.8 uM and FCA749 -
2 uM, respectively, and the DNA matrix concen-
tration was 0.1 ng/ul. The volume of each com-
ponent, as well as primer concentrations, were
selected experimentally at the stage of optimi-
zation of reaction conditions performed prior to

Tabela I. Zestaw pieciu markeréw STR wybranych do multipleksu PCR [16, 17]
Table I. Set of five STR markers selected for multiplex PCR [16, 17]

100

Marker STR/STR marker FCA742 FCA744 FCA732 F124 FCA749
Chromosom/Chromosome D4 D4 B2 E1 F2
Jednostka repetytywna/Repetitive unit CTTT GATA ATCT GAAA GATA
Znacznik fluorescencyjny (barwa)/ 5-FAM TAMRA YOE 5-FAM TAMRA
Fluorescent dyes (colour) (niebieski) (zotty) (zielony) (niebieski) (z6tty)
(blue) (yellow) (green) (blue) (yellow)
QDNICAMD%
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Tabela 11. Sekwencje starteréw wykorzystanych w multipleksie PCR

Table 11. Sequences of starters used in multiplex PCR

Regiony mikrosatelitarne Starter forward (F) Starter reverse (R) Zrédto
Microsatellite regions Forward primer (F) Reverse primer (R) Source
FCA742 TCAATGTCTTGACAACGCATAA AGGATTGCATGACCAGGAAC [17]
FCA744 CATTGGGCCTACAGCCTACT TCAACACCCTCACACCAATG [17]
FCA732 CCTGTGGGTCGCTTCTACTT AGAATTGCAAGGAGGCCACT [17]
F124 TGCTGGGTATGAAGCCTACT ATTGCCTCAACTACCTAGGC [16]
FCA749 CTGGGGGAGGAGCTTACTTA GATTTGAAAGAGGCCAGCAG [17]

cje starterow wykorzystanych w reakcji zostaly
przedstawione w tabeli II.
Warunki temperaturowe dla multipleksu PCR:

95°C 15 min 1 cykl
94°C 0,5 min

62°C 1,5 min 32 cykle
72°C 1,5 min

72°C 10 min 1 cykl

W trakcie analizy przeprowadzono kontrole
ujemng wykluczajagca powstawanie niespecyficz-
nych produktéw PCR oraz kontrole swoistosci testu
przy uzyciu probek ludzkiego DNA pochodzacych
od trzech niespokrewnionych ze sobg osob.

Detekcja i analiza miejsc
polimorficznych

Ostateczne produkty reakeji amplifikacji zostaly
rozdzielone metoda elektroforezy kapilarnej z wy-
korzystaniem sekwenatora ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystem). Zastosowany przy
rozdziale standard wielkosci GeneScan 500 ROX
Size Standard umozliwil okreslenie wielkosci roz-
dzielanych fragmentéw DNA w zakresie 35-500 PZ
(zaobserwowany zakres wielkosci), z dokladnoscia
do 1 PZ. Otrzymane wyniki rozdzialu elektrofore-
tycznego w formie pikéw zostaly przetworzone na
dane liczbowe za pomocg oprogramowania Gene-
Mapper v 3.2.1. Przykladowe elektroforegramy
otrzymane w trakcie rozdziatu analizowanych pré-
bek zostaly przedstawione na rycinie 1.

Analiza statystyczna

Wyniki kazdego markera z osobna zostaty pod-
dane analizie statystycznej i za pomocg testu x*oce-

actual tests. The sequences of the primers used
in the reaction are listed in Table II.

The temperature conditions for multiplex
PCR were as follows:

95°C 15 min 1 cycle
94°C 0.5 min

62°C 1.5 min 32 cycles
72°C 1.5 min

72°C 10 min 1 cycle

During the analysis, negative control was car-
ried out to exclude the formation of non-specific
PCR products. Also, test specificity was evaluated
using human DNA samples from three unrelated
persons.

Detection and analysis of polymorphic
sites

The end products of the amplification reaction
were separated by capillary electrophoresis using
the ABI PRISM 310 Genetic Analyzer sequencer
(Applied Biosystem). The GeneScan 500 ROX Size
Standard used for separation enabled determin-
ing the size of the separated DNA fragments in the
range from 35 to 500 BP (observed range of mag-
nitudes), with an accuracy of 1 BP. The results of
electrophoretic separation in the form of peaks were
processed into numerical data using GeneMapper v
3.2.1 software. Sample electropherograms obtained
in the process of test sample separation are shown
in Figure 1.

Statistical analysis

The results obtained for each marker separately
were analyzed statistically and, using the > test,
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Ryc. 1. Przyktadowe elektroforegramy otrzymane w trakcie rozdziatu analizowanych prébek
Fig. 1. Sample electropherograms obtained in the process of test sample separation

niono zgodnos¢ badanej populacji z prawem H-W.  the concordance of the study population with the
Nastepnie dla kazdego analizowanego markera na H-W principle was evaluated. Next, based on al-
podstawie czestosci alleli wyliczono nastepujace lelic frequencies, a number of parameters were
parametry: site dyskryminacji (power of discrimi-  calculated for each analyzed marker, including
nation — PD), zawarto$¢ informacji polimorficznej  power of discrimination (PD), polymorphic infor-
(polymorphic information content — PIC), prawdo-  mation content (PIC), matching probability (pM),
podobienstwo przypadkowej zgodnosci (matching observed and expected heterozygosity (Het , and
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probability - pM), heterozygotyczno$¢ obserwowa-
ng (Het ) oraz oczekiwang (Het__ ), a takze Iacz-
ng warto$¢ prawdopodobienstwa przypadkowej
zgodnosci. Obliczen dokonano w programie Micro-
soft Office Excel 2007. Do wyliczenia warto$ci PIC
wykorzystano internetowy kalkulator [19]. Analize
rébwnowagi sprzezen miedzy markerami FCA742
i FCA744 przeprowadzono z uzyciem oprogramo-
wania R Project.

Wyniki

Pierwszym etapem analizy statystycznej byla
ocena zgodnos$ci badanej populacji z réwnowaga
H-W. Wyniki zostaly przedstawione w tabeli III.
W przypadku markeréw FCA732, F124 i FCA749
wykazano brak istotnosci statystycznej réznic po-
miedzy warto$ciami oczekiwanymi a obserwacja, co
wskazuje na zgodnos¢ z prawem H-W. Zaleznosci
tej nie wykazano natomiast dla markeréw FCA742
i FCA744, nawet przy uwzglednieniu poprawki
Bonferroniego dla wielokrotnego testowania. War-
tos¢ prawdopodobienstwa dla tych markeréw byla
ponizej poziomu istotnosci.

Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie ana-
lizy réwnowagi sprzezen dla markeréw FCA742
i FCA744 z uwagi na ich lokalizacj¢ w obrebie tej
samej pary chromosoméw (D4). Wartos¢ p > 0,05
(p = 0,3509) wskazuje na brak podstaw do odrzuce-
nia hipotezy o braku sprzezenia.

Nastepny etap obejmowal ocene polimorfizmu
analizowanych markeréw typu STR, a tym samym
ich potencjalnej przydatnosci do celéw identyfika-
cyjnych. Otrzymane warto$ci parametru PD mie-
Scity si¢ w zakresie od 0,850 (FCA744) do 0,967
(FCA742), natomiast PIC od 0,643 (FCA744) do
0,871 (FCA742). Najmniejsze prawdopodobienstwo

Tabela 11l. Wyniki analizy statystycznej 2
Table I11. Results of statistical analysis of y?

Arch Med Sadowej Kryminol 2018; vol. 68: 96-107

Het ) and total value of matching probabili-
ty. The calculations were performed in Microsoft
Office Excel 2007. The PIC value was calculated
using an online calculator [19]. The analysis of
linkage equilibrium between the markers FCA742
and FCA744 was carried out with the R Project
software.

Results

The first stage of statistical analysis was the as-
sessment of concordance of the studied population
with the H-W principle. The results of the statisti-
cal analysis are given in Table III. With respect to
the markers FCA732, F124 and FCA749, no statis-
tical significance was found between expected and
observed values, which indicates concordance with
the H-W principle. However, no such relationship
was shown for the FCA742 and FCA744 markers,
even after Bonferroni correction for multiple test-
ing was applied. The probability value for these
markers was below the level of significance.

The next step involved an evaluation of linkage
equilibrium for the markers FCA742 and FCA744
because of their location in the same chromosome
pair (D4). The value of p > 0.05 (p = 0.3509) demon-
strates that there are no grounds to reject the hy-
pothesis of no linkage.

The next step involved evaluation of polymor-
phism of the studied STR markers, and hence
their potential suitability for identification pur-
poses. PD values were found to vary in the range
from 0.850 (FCA744) t0 0.967 (FCA742), and PIC
values from 0.643 (FCA744) to 0.871 (FCA742).
The lowest matching probability (pM), equal to
0.033, was demonstrated for the marker FCA742,
and the highest pM value, 0.150, was obtained for

Parametr FCA742 FCA744 FCA732 F124 FCA749
Parameter
X 264,10 143,94 86,66 241,306 158,11
264.10 143.94 86.66 241.306 158.11
DF 168 48 80 255 288
P < 0,001 < 0,001 0,2860 0,7217 1,0000
< 0.001 < 0.001 0.2860 0.7217 1.0000
DF — stopnie swobody, p — wartos¢ prawdopodobieristwa
DF — degrees of freedom, p — probability value
SDN\CAMQ%
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Tabela IV. Wartosci obliczonych parametréw statystycznych dla analizowanych markeréw STR
Table 1V. Values of statistical parameters calculated for the studied STR markers

Parametr FCA742 FCA744 FCA732 F124 FCA749

Parameter

Zaobserwowany zakres wielkosci (PZ)/ 128-180 148-268 224-260 204-312 192-288

Observed range of magnitudes (BP)

PD 0,967 0,850 0,897 0,962 0,947
0.967 0.850 0.897 0.962 0.947

PIC 0,871 0,643 0,735 0,855 0,805
0.871 0.643 0.735 0.855 0.805

pM 0,033 0,150 0,106 0,038 0,053
0.033 0.150 0.106 0.038 0.053

Het . 0,756 0,642 0,537 0,780 0,715
0.756 0.642 0.537 0.780 0.715

Het, . 0,882 0,699 0,766 0,868 0,820
0.882 0.699 0.766 0.868 0.820

PZ — pary zasad, PD - sita dyskryminacji, PIC — zawartos¢ informacji polimorficznej, PM — prawdopodobieristwo przypadkowej
zgodnosci, Het, — heterozygotycznos¢ obserwowana, Het - heterozygotycznosc oczekiwana
BP — base pairs, PD — power of discrimination, PIC — polymorphic information content, PM — matching probability, Het , — observed

heterozygosity, Het - expected heterozygosity

pM wystapito dla markera FCA742 i wyniosto 0,033,
natomiast najwieksze dla markera FCA744 i wyno-
sito 0,150. Laczna warto$¢ prawdopodobienstwa
pM dla analizowanych markeréw wynosita 1,0877 x
10°°. Najwyzsza Het, réwng 0,780 wykazal marker
F124, natomiast najnizszg FCA732 - 0,537. Warto-
sci Het , w przypadku kazdego analizowanego mar-
kera STR byty nizsze niz wyliczone dla nich Het _ .
Najwigkszg réznice (0,229) miedzy tymi wartoscia-
mi zaobserwowano w przypadku markera FCA732.
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli IV.
Kontrola z ludzkim materiatem genetycznym
uwzgledniona w przeprowadzonych badaniach po-
twierdzila swoistos¢ testu. Kontrola negatywna wy-
kluczyta mozliwos¢ powstawania niespecyficznych
produktéw PCR w trakcie calego cyklu analizy.

Dyskusja

Gléwnym celem badan byla ocena stopnia poli-
morfizmu wybranych markeréw w populacji kotow
domowych na terenie Dolnego Slaska. Analiza sta-
tystyczna otrzymanych wynikéw i wyliczenie od-
powiednich parametréw pozwolily na okreslenie
potencjalnej przydatnosci tych markeréw do celéw
identyfikacyjnych, co pozwoliloby w przysztosci na
probe konstrukeji wlasnego testu identyfikacyjnego.

Analiza statystyczna z uzyciem testu x> wyka-
zala, ze populacja w obrebie markeréw FCA732,

FCA744. The total value of pM established for
the markers under study was 1.0877 x 10°. The
highest Het equal to 0.780, was associated with
the marker F124, and the lowest, amounting to
0.537, with FCA732. The values of Het _in each
analyzed STR marker were lower than the corre-
sponding calculated values of Het . The great-
est difference (0.229) between these values was
observed in the marker FCA732. The results are
listed in Table IV.

The control with human genetic material incor-
porated into the studies confirmed the specificity
of the test. The negative control excluded the pos-
sibility of formation of non-specific PCR products
throughout the entire analysis cycle.

Discussion

The main goal of the study was to assess the de-
gree of polymorphism of selected markers in the
population of domestic cats in the Lower Silesia re-
gion. By performing a statistical analysis of results
and calculating appropriate parameters, it was pos-
sible to evaluate the potential suitability of the ana-
lyzed markers for identification purposes. Based on
the evaluation results, an attempt might be made in
the future to design an original identification test.

Statistical analysis with the y* test showed
the population to exhibit genetic equilibrium ac-
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F124 i FCA749 wykazuje réwnowage genetyczna
zgodna z prawem H-W. Zaleznosci tej nie wykaza-
no dla FCA742 i FCA744. Biorac pod uwage loka-
lizacje¢ obu markeréw na parze chromosomoéw D4,
przeprowadzono analize ich réwnowagi sprzezen.
Potencjalne sprzezenie mogloby wyjasniac zaobser-
wowang niezgodnos$¢ z prawem H-W. Otrzymane
wyniki (p > 0,05) wykluczajg jednak mozliwos¢ wy-
stepowania sprzezenia miedzy analizowanymi loci.
Brak réwnowagi genetycznej markeréw FCA742
i FCA744 moze wynikac¢ z proceséw demograficz-
nych zachodzacych w badanej populacji, ktére mo-
glyby zaburza¢ frekwencje i rozklad alleli w obrebie
tych fragmentéw DNA, ale takze z niewystarczajacej
liczby probek poddanych analizie (tzn. badana po-
pulacja nie byta wystarczajaco liczna, co wplyneto
na wyniki analizy statystycznej). Ponadto nalezy
mie¢ na uwadze fakt, Ze badane zwierzeta repre-
zentowaly rézne, gléwnie blizej nieokreslone rasy
kotéw domowych, tacznie z tymi, u ktérych koja-
rzenie zwierzat, szczegélnie w hodowlach, odbywa
sie poprzez chéw wsobny. Kojarzenie ze sobg zwie-
rzat majacych wspdlnych przodkéw nie odbywa sie
w sposdb losowy, zakladany przez prawo H-W, wiec
taki sposob rozmnazania si¢ zwierzat w obrebie ga-
tunku generuje rozbieznosci miedzy czestoscia ge-
notypéw obserwowanych a przewidywanych w da-
nej populacji [20].

Ocena uzyskanych wynikéw odnoszacych si¢ do
parametrdw statystycznych istotnych dla celéw iden-
tyfikacyjnych wykazala, ze najsilniejszym markerem
w analizowanym multipleksie jest FCA742, ale nie
spelnia on zalozenia o zachowaniu réwnowagi gene-
tycznej populacji. W przypadku markera F124, ktory
okazal sie tak samo silny, nie tylko zaobserwowano
réwnie wysokie warto$ci parametréow PD, PIC oraz
najwyzsza Het ,, ale i potwierdzono wystarczajg-
co niska wartos¢ pM. Co wiecej, wykazuje on takze
zgodnos¢ z prawem H-W. Najstabsze wyniki analizy
statystycznej uzyskal marker FCA744.

W przypadku kazdego markera otrzymane za-
kresy wielkosci fragmentéw, podane w PZ, wykra-
czaly poza dane zaczerpniete z literatury [16-18].
Rozbieznos¢ ta wynika najprawdopodobniej z rdz-
norodnosci genetycznej populacji wykorzystanej do
badan. W efekcie zakres wielkosci fragmentéw dla
kazdego markera zostal odpowiednio rozszerzony.

Uzyskane wyniki wskazuja na duzy potencjal
analizowanych marker6w, pozwalajacy na wykorzy-
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cording to the H-W principle with respect for the
markers FCA732, F124 and FCA749. No such re-
lationship was found for the markers FCA742 and
FCA744. Taking into account the fact that both
markers are located on the chromosome pair D4,
they were evaluated for linkage equilibrium. Po-
tential linkage could explain the observed lack
of concordance with the H-W principle. How-
ever, the obtained results (p > 0.05) rule out the
possibility of linkage between the analyzed loci.
Genetic disequilibrium observed in the markers
FCA742 and FCA744 may be due to demograph-
ic processes in the studied population, potentially
interfering with the frequencies and distributions
of alleles within these DNA fragments, but may
also be a consequence of an insufficient number
of analyzed samples (i.e. the study population was
not sufficiently large, which affected the values of
statistical analysis). Moreover, it should be duly
noted that the studied cats represented various,
mostly unspecified, domestic cat breeds, including
those in which mating strategies used by breeders
involve inbreeding. The mating of animals related
by common ancestors does not take place in a ran-
dom fashion assumed in the H-W principle, so
this manner of animal reproduction within a spe-
cies generates discrepancies between the frequen-
cy of genotypes observed and predicted in a given
population [20].

An assessment of the study results with respect
to statistical parameters that are relevant for identifi-
cation purposes showed FCA742 to be the strongest
marker in the analyzed multiplex, however it failed
to meet the assumption of maintenance of genetic
equilibrium in the population. The marker F124,
which turned out to be an equally strong element of
the test, was associated not only with high values of
PD and PIC, and the Het , , but also had a sufficient-
ly low pM value. In addition, the marker exhibits
concordance with the HW principle. The weakest
results of statistical analysis were obtained for the
marker FCA744.

For each marker, the identified fragment size
ranges given in BP exceeded those available in the
literature data [16-18]. This discrepancy is most
likely attributable to the genetic diversity of the pop-
ulation evaluated in the study. As a consequence, the
range of fragment size for each marker was appro-
priately expanded.
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stanie ich do badan identyfikacyjnych kociego ma-
terialu genetycznego. Nalezy jednak uwzgledni¢ ko-
nieczno$¢ przeprowadzenia dodatkowych badan na
liczniejszej populacji w celu zweryfikowania braku
zgodnosci markeréw FCA742 i FCA744 z prawem
H-W oraz podja¢ préobe standaryzacji testu, np.
w zakresie stworzenia drabinki allelicznej dla kaz-
dego analizowanego STR.

Mimo ze material genetyczny pochodzenia
zwierzecego mozna analizowac¢ przy uzyciu takich
samych narzedzi jak w przypadku ludzkiego DNA,
ograniczenia wynikajace z braku standaryzacji tego
rodzaju badan utrudniajg ich wykorzystanie w co-
dziennej pracy laboratoryjnej. Powaznym proble-
mem ograniczajacym rutynowe stosowanie takich
testow identyfikacyjnych jest réwniez brak drabinki
allelicznej dla badanych markeréw STR, co znacz-
nie utrudnia analize rozdzielonych produktéow
PCR [21]. Ocena markeréw STR opiera si¢ przede
wszystkim na okresleniu polimorfizmu wynikajace-
go z réznej liczby powtoérzen danego motywu repe-
tytywnego, a nie wielkosci produktu podanej jako
liczba par zasad [22].

Whioski

Mozliwe zastosowanie analizy identyfikacyjnej
DNA pochodzenia zwierzgcego, zaréwno w przy-
padku zwierzat udomowionych, jak i dzikich, do-
tyczy wielu réznych dziedzin zycia. Na gruncie kry-
minalistyki moze ulatwi¢ proces dochodzeniowy,
a nawet zawazy¢ na ostatecznym wyniku $ledztwa,
np. w sprawach, w ktdrych zwierzeta domowe wy-
stepuja w roli $wiadka. Inne mozliwosci wykorzy-
stania testow DNA to badanie czystosci ras czy
kontrola rodowodéw w przypadku hodowli albo
po prostu badanie pokrewienstwa miedzy danymi
osobnikami. Tego typu analizy moga by¢ réwniez
wykorzystywane w sprawach zwiazanych z klusow-
nictwem [23].

Podziekowania

Projekt badawczy w ramach dziatalnosci statu-
towej: ,Opracowanie zestawu multipleks PCR ma-
jacego zastosowanie w indywidualnej identyfikacji
materialu genetycznego kotow”.

Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.

The findings of the study show that the analyz-
ed markers have a high potential for application
in identification tests using feline genetic materi-
al. However, further research should be conducted
in a larger population in order to verify the lack of
concordance with the H-W principle noted in the
markers FCA742 and FCA744, and make an attempt
to standardize the test, for example by constructing
an allelic ladder for each analyzed STR.

Despite the fact that genetic material of animal
origin can be analyzed using the same instruments
as those employed in human DNA analysis, limi-
tations arising from the lack of standardization of
such tests prevent their adoption into regular labo-
ratory practice. Another major problem restricting
the routine use of identification tests of this type is
the lack of allelic ladder for the STR markers used,
which significantly hinders the analysis of separated
PCR products [21]. The assessment of STR mark-
ers is based primarily on the determination of poly-
morphism resulting from different numbers of rep-
etitions of a given repetitive motif, and not product
size expressed as the number of base pairs [22].

Conclusions

Possible applications for identification analysis
of animal-derived DNA, both in domesticated and
wild animals, cover a wide range of areas of life. In
the field of criminalistics, it may facilitate the in-
vestigative process and even determine the final
outcome of investigation, for example in cases in-
volving domestic animals as crime witnesses. Other
prospective applications of such identification tests
include evaluation of breed purity or pedigree veri-
fication in animal breeding, or simply investigation
of genetic relationship between studied animals.
Such analyses can also be used in investigations into
poaching activity [23].
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