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Genotipizacija konja - utvrdivanje identiteta
spornog Zdrebeta

Horse genotyping - identification of the
disputed foal

Lorber, M., K. Starcevic, M. Mauri¢, M. Cotman, P. Dzaja, K. Severin*

Sazetak

oristenje visokospecificnih mikrosatelitskih biljega od velikog je znacenja u postupcima individualne

identifikacije jedinke. U danasnje vrijeme, kada se radi o visokovrijednim Zivotinjama, nerijetko se

trazi provjera rodoslovlja putem DNA profila, tj. utvrdivanie istinitosti pedigrea (specijalno jamstvo

kao preduvijet kupoprodaje, ustanovljenje prijevarne radnje kao preduvjet razvrgnuca kupoprodaje).
Upravo je metoda genotipizacija temeljem 17 mikrosatelita, koji su dio standardizirane liste biljega za
geneticko profiliranje konja Medunarodne udruge za animalnu genetiku (ISAG), postala temelj pouzdanog
dokaza identiteta jedinke i njezina podrijetla. Premda je u prikazanom slu¢aju zahtjev za utvrdivanjem otinstva
spornog zdrebeta proizasao iz zahtjeva suda, svrha njegova dokazivanja proizlazi iz obveze posjednika da u
propisanom roku dostavi podatke o ozZdrebljenju kako bi se ispunile pretpostavke za registraciju odnosno
izdavanje potvrde identiteta. Za potrebe vjestatenja genotipizirana su dva sporna pastuha, kobila i zdrijebe,
te su kod svih utvrdeni potpuni DNA profili ¢ime se nesporno utvrdilo podrijetlo Zdrebeta, alii nepodudarnost
izmedu kobile i pastuha za kojega se smatralo da je njezin otac.

Klju€ne rijeci: genotipizacija konja, ISAG, identifikacija, sudski slucaj

Abstract

Using highly specific microsatellite markers is very important in procedures for the individual identifi-
cation of individual animals. In modern times, in the case of highly valuable animals, very often verification
of pedigree is requested using a DNA profile, that is, establishment of the veracity of the pedigree (a spe-
cific guarantee as a pre-requisite for a sale, or establishing fraud as a prerequisite for cancelling a sale).
Precisely the method of genotyping based on 17 microsatellites which are part of the standardised list
of markers for genetic profiling of horses of the International Society of Animal Genetics (the ISAG) has
become the foundation for reliable proof of the identity of individual animals and their origin. Although in
the case presented the request for establishing the paternity of the disputed foal was based on a court
order, the purpose of the request stemmed from the obligation of the owner to furnish data on foaling
within the prescribed period of time in order for the requirements to be met for registration or the issue of
a certificate of identity. For the purposes of expertise two disputed stallions, the mare and the foal were

Mario LORBER, dr. med. vet., dr. sc. Kristina STARCEVIC, dipl. ing. kem. teh., vi&i znanstveni suradnik, dr. sc. Maja MAURIC, dr.
med. vet., docentica, dr. sc. Petar DZAJA, dr. med. vet., redoviti profesor, dr. sc. Kresimir SERVERIN, dr. med. vet., izvanredni
profesor, Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, dr. sc. Marko COTMAN, dr. med. vet., Laboratorij za molekularnu biologiju
i molekularnu genetiku, Instituta za anatomijo, histologijo i embriologijo, Veterinarski fakultet Sveucilista u Ljubljani. *Autor za

korespodenciju: severin@vef.hr

HRUATSRI UETERINARSKI UJESNIK, 26/2018., 3-6




ZNANSTUENI | STRUCNI RADOUI

Strucni rad

genotyped, and for all of them a full DNA profile was established, whereby the origin of the foal was esta-
blished without doubt, but also the lack of a match between the mare and the stallion which was believed

to be her father.

Key words: horse genotyping, ISAG, identification, court case

Uvod

Genotipizacija konja danas je rutinska metoda
koja se provodi diljem svijeta u svrhu utvrdivanja
otinstva, analize rodoslovlja te razne druge foren-
zicke svrhe (van de Goor i sur., 2009.). Za sam je po-
stupak dovoljna mala koli¢ina DNK, koja moze bitiiu
degradiranom obliku, Sto je i pridonijelo tako Sirokoj
uporabi ove metode (Ruitberg i sur., 2001.).

Tehonologija DNK genotipizacije koristi se postup-
kom lan¢ane reakcije polimeraze (engl. polymerase
chain reaction, PCR) za detekciju STR (engl. Short
Tandem Repeat) biljega. To je postupak koji se te-
melji na analizi kratkih tandemskih ponavljajucih se-
kvencija unutar jezgrine DNK (Severin, 2014.). STR
biljezi nazivaju se jos i mikrosatelitima.

Mikrosateliti

Mikrosateliti su kratke ponavljajuce sekvencije
duzine 2 - 6 baznih parova (bp) koje se na definira-
nom lokusu ponavljaju odreden broj puta (Ruitberg i
sur., 2001.). S obzirom na razli¢it broj ponavljanja tih
kratkih sekvencija, njihova ukupna duzina moze biti
od nekoliko desetaka do nekoliko stotina nukleotida.
Razlika u broju ponavljanja tih parova baza ili njihove
izmjene ¢ini osnovu za utvrdivanje identiteta jedinke.
Cinjenica da u DNK postoje kraci ili dulji sljedovi, &iji je
broj ponavljanja razli¢it medu jedinkama iste vrste,
osobito je vazna sa stanovista molekularne identifi-
kacije (Severin, 2014.).

U diploidnih vrsta, poput kraljeznjaka, dvije su
kopije svakoga mikrosatelitskog biljega prisutne u
svake jedinke. U homozigota te su kopije iste duzjine
(imaju identi¢ne alele na odredenom lokusu u paru
homolognih kromosoma) dok su razlicite duzine u
heterozigota (imaju dva razlicita alela na odredenom
lokusu na paru homolognih kromosoma) (Severin,
2014.). Zahvaljujuci visokoj razini polimorfizma i
zakonima Mendelova nasljedivanja, mikrosateliti su
kao biljezi postali osnova za utvrdivanje ocinstva u
konja te identifikaciju jedinki (Anonymous, 2012. ).

Svojstva koja su pozeljna za mikrosatelitske bi-
liege jesu:
1. lzrazena utestalost heterozigotnosti
2. Jasno definirani ponavljajuci nizovi
3. Jasno odredene alelne varijante
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4. Jednostavno i pouzdano umnazanje (Primorac i
Marijanovi¢, 2008.).

DNK profil

Utvrdivanje DNK profila neke jedinke provodi se
analizom odredenog broja mikrosatelitskih lokusa koji
su karakteristi¢ni za tu vrstu. S obzirom na to da je
vierojatnost istog DNK profila u razlicitih jedinki manja
Sto je broj promatranih lokusa veci, odabiru se genski
lokusi koji su polimorfni i nisu smjesteni na istom kro-
mosomu. Ti se biljezi nasljeduju s jedne generacije na
drugu te se stoga DNK profil moze upotrijebiti za po-
tvrdivanije ili isklju¢ivanje roditeljstva, tj. podudarnosti
izmedu potomka i roditelja (Severin, 2014.).

Temeljem Mendelovih zakona u svrhu utvrdivanja
otinstva sastavljena su ¢etiri pravila:

1. Potomak, osim ako se ne radi o mutaciji, ne moze
imati biljeg (alel) koji nije prisutan kod jednog od
roditelja.

2. Potomak mora naslijediti po jedan biljeg (alel) iz
para genskih biljega od svakog roditelja.

3. Potomak ne moze imati par istih genskih biljega,
osim u slucaju da oba roditelja imaju isti biljeg.

4. Potomak mora imati genski biljeg koji je prisu-
tan kao istovjetan par u oba roditelja (Primorac
i Marjanovic, 2008.).

Genotipizacija konja

Medunarodna udruga za animalnu genetiku (engl.
International Society of Animal Genetics, ISAG) ra-
zvila je standardiziranu listu (panel) biljega za gene-
ticko profiliranje konja kako bi se razli¢ita istraziva-
nja mogla medusobno usporedivati (Anonymous,
2018.). Na toj se listi nalazi 20 lokusa: AHT4, AHT5,
HMS1, HMS2, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7,
VHL20, ASB2, HMS3, HTG10, ASB17, ASB23, LEX33,
LEX3, CA425, UMO11i AME. Trenutacno su na trzistu
dostupni komercijalni kitovi koji umnazaju 17 (AHT4,
AHT5, ASB2, ASB17, ASB23, CA425, HMS1, HMS2,
HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTGI1O,
LEX3 i VHL20) od 20 preporucenih lokusa s liste
ISAG-a. Primjenu navedenih 17 mikrosatelita u svrhu
genotipizacije konja preporucuiju i van de Goor i su-
radnici (2011.), a danas se oni nasiroko rabe za utvr-
divanje o€instva.




Svih 17 mikrosatelita u konja jesu dinukleotidni
mikrosateliti (slijied ponavljanja sastoji se od dviju
baza) (Anonymous, 2012.). Tako je u lokusu AHT5
sekvencirano 4 alela (16, 17, 19 i 20) pri ¢emu su oni
otitovali dinukleotidnu ponavljajucu strukturu (GT)
n (n - broj ponavljanja odredene sekvencije), dok
je primjerice na lokusu ASB17 sekvencirano 6 alela
(14,18, 20, 21, 22§ 25) pri ¢emu je uoteno ponav-
lianje dinukleotidne sekvencije (AC)n (van de Goor i
sur., 2009.). Broj ponavljanja razlikuje se od jedin-
ke do jedinke, no nije neuobi¢ajeno da dvije jedinke
imaiju iste alelne varijante na promatranom lokusu,
i da se ¢ak poklapaju na dvama ili trima lokusima.
Veliku vrijednost tipizacije mikrosatelita obiljezava
jednostavnost i brzina, kao i mogucnost istodobnog
promatranja vise od 10 mikrosatelita (Primorac i
Marjanovi¢, 2008.).

Na temelju njihove polimorfnosti, ocekivane i te-
stovima ustanovljene heterozigotnosti i vjerojatno-
sti identiteta, utvrdeno je da oni posjeduju dovoljnu
snagu isklju¢enja i stoga se mogu objektivno primije-
niti u svrhu forenzickih analiza u gotovo svih pasmina
konja. Takav oblik DNK genotipizacijske tehnologije
pretrazivanog uzorka odnosno identifikacije jedinke
STR tipizacijom te odgovaraju¢om statistickom ana-
lizom oznacuje iznimno pouzdanu metodu za usta-
novljavanje ocinstva u konja (Chen i sur., 2010.).

Materijali i metode

Zahtjev suda i podaci iz sudskog spisa

Temeljem riesenja jednog opcinskog suda odre-
deno je veterinarsko vjestatenje u pravnoj stvari
tuziteljice L. S. protiv tuzenice L. B., radi naknade
stete. Jedan od zadataka vjestacenja bilo je utvrdi-
vanje identiteta zdrebeta usporedbom uzoraka DNK
od kobile, zdrebeta i svih pastuha koji su se tog dana
nalazili na posjedu tuzene na pansionu. Vjestacenije
se povjerilo Veterinarskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu, i to stalnim sudskim vjestacima za vete-
rinarsku medicinu, djelatnicima Zavoda za sudsko i
upravno veterinarstvo.

U tuzbi se navodi da je tuzena L. B. u svom po-
sjedu drzala kobilu pasmine hrvatski kasac, koja je
7. kolovoza 2015. godine zadobila tjelesne ozljede
glave, vrata i noge upetljavanjem u konop. Nakon
oporavka od ozljede, koji je trajao pet mjeseci, tuzi-
teljica je ustanovila da je kobila ostala zdrijebna tije-
kom svog boravka u pansionu tuzene, iako je njezina
izricita volja bila da kobila nije za rasplod, ponajvise
temeljem cinjenice da je prva Zdrijebnost 2013. go-
dine zavrsila induciranim pobacajem mrtvog zdre-
beta. Najme, tada je ustanovljeno da je kobila bila
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zarazena virusnom infekcijom - rinopneumonitisom
konja. Prema navodu tuziteljice u oba je slu¢aja dos-
lo do neplanirane gravidnosti radi nepaznje tuzene.
Nakon druge Zdrijebnosti rada se Zivo zdrijebe, te je
tuziteljica u obvezi da u propisanom roku od datuma
Zdrijebljenja kobile prijavi zdrijebljenje. Tuziteljici je
potreban pripusni dnevnik pastuha u kojemu pastu-
har mora prijaviti pripust pastuha na kobilu. Tuze-
na odbija, kao i krajem 2013. g., predociti tuziteljici
pripusni dnevnik. Zbog toga tuziteljica inzistira da
tuzena imenuje pastuha koiji je oplodio kobilu, odno-
sno ako to nije moguce, trazi utvrdivanje identiteta
spornog zdrebeta.

Zivotinje

Za potrebe ovog vjestatenja uzorkovana su 4
konja - pastuh 1 (njemacki kasac; oznaka LB2), pa-
stuh 2 (lipicanac; oznaka LB4), kobila (oznaka LS1)
i zdrijebe nepoznata otinstva (oznaka LS2). Pomo-
¢u citaca mikrocipova (Mini Max II, Bayer) ocitani su
identifikacijski brojevi mikrocipova svake pojedine
zivotinje. Za potrebe DNK analize uzeti su uzorci krvi
punkcijom vene.

Tijekom sluzbenog prikupljanja uzoraka tuzena, u
tijem su se posjedu nalazili pastusi, dala je na uvid za
pastuha 1 Pferdepass i Potvrdu o vlasnistvu u kojoj
su navedeni identifikacijski broj, broj mikrocipa i ime
vlasnika te Identifikacijski list kopitara i Potvrdu o
vlasnistvu za pastuha 2 u kojoj su navedeni identifi-
kacijski broj, broj mikrotipa i ime vlasnika. Isto tako,
tuziteljica je dala na uvid Identifikacijski list kopitara i
Potvrdu o vlasnistvu u kojoj su navedeni identifikacij-
ski broj, broj mikrocipa i ime vlasnika kobile. |z zbog
objektivnih razloga, nepoznata otinstva, navedena
dokumentacija ne postoji za zdrijebe. Iz prilozene
dokumentacije proizlazi da je pastuh 1 otac kobile, a
time i djed zdrebetu.

Izolacija genomske DNK i umnazanje mikrosa-
telitskih biljega lanéanom reakcijom polimera-
ze (PCR) i detekcija mikrosatelita

Genomska DNK izolirana je primjenom kita za
izolaciju DNK EZ-10 spin column genomic DNA (Bio
Basic Inc., Canada) i primjenom postupka za izolaciju
DNK iz pune krvi (EZ-10 spin column genomic DNA
Handbook). Konacni volumen izolirane DNK bio je 30
pL. Koncentracija DNK uzoraka: LS1-145 ng/pL, LS2
- 248 ng/pL, LS3 - 10 ng/pL i LS4 - 8 ng/pL.

Nakon izolacije zdruzenom PCR reakcijom umno-
Zzeno je 17 mikrosatelitskih lokusa komerijcalnim
kitom StockMarks for Horses Kit Equine (Applied
Biosystems) prema uputama proizvodaca. Koristeni
lokusi bili su slijedeci: VHL20, HTG4, AHT4, HMS7,
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Tablica 1. Rezultati genotipizacije jedinki LS1, L52, LB2 i LB4.

ASB17 LEX3 HMS1 CA425 HTGIO HTG7 HMS3 HMS2 HTG6
LS1 N/R F/M I/M N/O K/R N/O N/P L/M o/P
LS2 N/Q M/M I/M N/O K/R N/O N/R L/M J/P
LB2 N/R N/N J/M J/K /1 M/0 P/P K/L G/)J
LB4 N/Q M/M M/M N/N I/R K/N R/R L/L 1/0
AHT5S HMS6  ASB23 ASB2 VHL20 HTG4 AHT4 HMS?7
LS1 K/N J/K J/K K/Q I/L K/Q K/K L/N
LS2 N/N 1) 1) K/Q I/M M/Q K/0 L/N
LB2 L/0 P/P /5 O/P M/R K/N K/0 L/L
LB4 N/N J/L J/L K/K M/M K/M 0/0 L/L

HTG6, AHT5, HMS6, ASB23, ASB2, HTGIO, HTG7,
HMS3, HMS2, ASB17, LEX3, HMS1i CA425. Zdruze-
na PCR reakcija provedena je u volumenu od 10 pL.
Osim umnazanja uzoraka napravljena je i po jedna
pozitivna i negativna kontrola.

Umnozeni mikrosateliti detektirani su kapilarnom
elektroforezom na uredaju ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Velitina fragmenata
odredena je na osnovi standarda poznate moleku-
larne mase (GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard)
programom ABI Prism GeneMapperID-X.

Rezultati

Rezultati genotipizacije spornih jedinki utvrdiva-
njem jedinstvenog DNK profila umnozavanjem seta
mikrosatelita vaznih za vrstu lantanom reakcijom
polimeraze prikazani su u tablici 1i na slici 1. Poduda-
ranja mikrosatelitskog profila u uzorcima LS1, LS2 i
LB4 pokazuju da za konje postoji srodnost (podeblja-
na slova). Roditelji zdrebeta LS2 jesu pastuh LB4 i
kobila LS1. Takoder, potrebno je napomenuti da je iz
prikazanih profila vidljivo da pastuh 1 zasigurno nije
otac kobile, a time ni djed tog Zdrebeta.

Prilikom tumacenja rezultata takoder je potreb-
no naglasiti da postoji mogucnost mutacija mikro-
satelita. Udio mutacija koji je specifi¢an za odredeni
mikrosatelit (lokus) ra¢una temeljem provedenih
analiza ucestalosti mutacija velikog broja DNK profi-
la populacije. Ustanovi li se da se od desetak pretra-
Zivanih u dva mikrosatelitska lokusa uoce aleli koji
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nisu prisutni u roditelja, roditeljstvo bi trebalo isklju-
¢iti (Anonymous, 2014.).

Zakljucci

Utvrdivanje ocinstva provodi se vrlo uspjesno i
pouzdano zahvaljujuci razvoju DNK tehnologije. Kako
bi rezultati provedenih DNK analiza bili relevantni,
iznimno je vazno brizljivo prikupljanje uzoraka prema
nacelima zastite dokaznog materijala, Sto ukljucuje
i uspostavu nadzora kretanja. Stoga su uzorci priku-
plieni od sluzbenih osoba, o ¢emu je sastavljen za-
pisnik te su do okoncanja analize bili pod nadzorom
jednog od vjestaka. U konacnici treba imati na umu
da ce svaki rezultat identifikacijskog postupka biti
pomno razmotren od stranki u, primjerice, sudskom
postupku, te ce se traziti jamstvo vierodostojnosti.
Pri testiranju roditeljstva to se cini tako da se odredi
obvezni alel pa se testira nosi li navodni ili pretpo-
stavljeni otac taj alel. U konkretnom slucaju utvrden
je identitet Zdrebeta nepoznatog oca primjenom
17 odabranih biljega za geneticko profiliranje konja
prema preporuci ISAG-a. Ovim nac¢inom identifika-
cije nesporno je utvrden otac zdrebeta. Isto tako,
premda je jedan od spornih oteva (pastuh 2) ujedno
bio i djed zdrebeta, bilo je za ocekivati podudaranje
jednoga od alela na istrazivanim lokusima izmedu
njega i kobile (majke zdrebeta). No upravo suprotno,
u ovom je postupku utvrdena nepodudarnost kobile
i njezina oca ¢ime je dovedena u pitanje vjerodostoj-
nost dokumentacije kojom se jam¢i podrijetlo kobile,
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Slika 1. Usporedni prikaz elektroferograma jedinka LS51, L52, LB2 i LB4 na lokusi VHL20, HTG4, AHT4 i HMS7 obiljeZenih plavom
bojom 6-FAM.

a time i potomaka. Nadalje, u ovakvim je slu¢ajevima
nuzno ispuniti preduvijete kao sto je validacija i stan-
dardizacija metode te osigurati sustav kvalitete u
laboratorijima u kojima ¢e se postupci identifikacije
izvoditi (Severin, 2013.). Osim ispunjenja navedenog,
provedenim postupkom osigurana je ponovljivost
analiza jer su istrazivani uzorci, po razli¢itim fazama
provedbe, satuvani i pohranjeni ako bi se posumnja-
lo u istinitost rezultata.
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