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Abstract

Possible genetic differentiation between a suspect’s and the true perpetrator’s population may influence the value of DNA evi-
dence. Hence the extent of this possible genetic differentiation of some geographically isolated populations of highlanders from
the southern Polish population was the subject of the presented study. Ten microsatellite loci were used to assess the effects of
population subdivision on the probability of a chance match between two DNA profiles. Genotype data for the ten analysed loci
considered in this study indicated that the total population is in close agreement with the Hardy-Weinberg equilibrium. The mean
value of the coancestry coefficient Fist, which is a measure of population subdivision, is 0.0039, which indicates a very subtle dif-
ferentiation of this population. This value of the Fst parameter has a very limited influence on the frequency of common DNA
profiles, but is more marked in the case of rare DNA profiles. However, even in these cases it is not significant for forensic prac-
tise, due to the very high discriminatory power of the panel of SGM Plus loci.
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1. Introduction

Southern Poland and particularly the Podhale re-
gion had less favourable conditions for settlement than
other parts of Poland. In the Middle Ages, this arca
was covered by forest, its plains were swampy and
marshy, and the severe climate and poor soils were
also discouraging factors. The first settlers came from
the valley of the Vistula river and its tributaries — the
region of the early cities — Krakow, Bochnia and San-
domierz. Permanent settlements began to develop here
in the 13" century. Soon more intensive colonisation
of Podhale began, when well-organised Hungarian
settlers reached the Spisz region, along the upper part
of the Poprad river valley. In the 14" century, numer-
ous German elements from Western Pomerania settled
along the Dunajec river in the southern Podhale region.
From the south, along the Vah and Orava river valleys,

came Valachians (also known as Vlachs). Polish high-
landers are usually considered as descendants of
Vlachs, who settled this area of the Carpathian Moun-
tains between the 14™ and 17" centuries. Analyses of
skulls conducted by Polish anthropologists in the 1960s
have indicated that they are mostly of Balkan origin.
Today, the whole area of the lower Beskidy (Ziemia
Sadecka) contains two different ethnographic groups:
the Sacz Lachy (an old name for the inhabitants of the
forests), and mountaineers from Lacko, whose cus-
toms, dress, music and dances differ from those of the
Lachy. The Lachy’s folk culture originated in the heart
of Poland, while the culture of the mountaineers from
Lacko was influenced by the nomadic Valachian shep-
herds from the Balkans. Many places scattered along
the Poprad River were also settled by Lemks, who are
one of four major groups of Ukrainian highlanders in-
habiting both sides of the Carpathian Mountains (Fig-
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ure 1). During and shortly after World War II, the
Lemks who lived within Poland were resettled, partly
to the east in the Soviet Union, and partly to western
Polish provinces. However, along the eastern bank of the
Poprad, there are still abandoned Lemks villages [14].
Hence, the population of the mountainous region of
south Poland originated from small and locally iso-
lated populations, which could differ in their genetic
composition. Within these small basic units, individu-
als are often related to each other, due to some shared
ancestry and finite sample sizes, which may introduce
local levels of inbreeding often resulting in homo-
zygote excess. For forensic purposes, several loci are
considered, so hidden population subdivision may re-
sult in patterns of linkage disequilibrium, even be-
tween physically unlinked loci [10]. Wright [16] pro-
posed that the deviations of genotype frequencies in
a subdivided popu- lation may be measured in terms of
three parameters: Fis, Fir and Fst, which are called fix-
ation indices: 1 — Fir = (1 — Fis) (1-Fsr). Nei [11]
showed that the above mentioned equation holds true
for any situation regardless of the phylogenetic rela-
tionships, migration pattern, number of alleles and
whether or not there is selection, because they are de-
fined in terms of the present allele and genotype fre-
quencies. Levels of genetic differentiation may be
small if one compares large samples of populations,
because in this case, subtle differentiation among sub-
groups of a presumably homogeneous population may
cancel each other [10].

Such differentiation can cause problems such as
uncertainty in the interpretation of the value of foren-
sic DNA evidence; a particular DNA profile may be
more common or rare in one small group of people, be-
cause of drift and/or inbreeding. In forensic practice,
an STR DNA profile of an individual is a result of typ-
ing his/her biological material at several STR poly-
morphic markers. Hence it could be that even subtle
genetic differentiation of the general population may
cause potential problems. Some sets of alleles may be
more common in a geographically isolated subgroup
which contains both the true perpetrator of the crime
and the innocent defendant, and therefore forensic as-
sessments which ignore population subdivision may
overstate evidential strength of the determined
matched profiles [3]. When a match has been obtained
between the DNA profile of a defendant and that of
a crime scene sample, it is standard practice to report
the weight of such evidence in terms of a match proba-
bility [4]. Given that the suspect is not the source of
a crime scene sample, the match probability represents
the probability that another individual, not related to

the suspect, in the relevant population would share the
matching set of alleles [2].

Calculation of the random match probabilities,
which constitutes a measure of the value of DNA evi-
dence, is usually performed under assumption of inde-
pendence of allelic proportions within and between
loci. Balding and Nichols [3] argued that the so called
“product rule” could overstate the strength of the DNA
evidence by ignoring within-locus correlation arising
from the presence of substructure in the general popu-
lation. They derived a match probability formula to
take account of the parameter that measures popula-
tion differentiation by means of 6, which reflects the
relatedness between the individuals. In practice, it cor-
relates with the above mentioned parameter Fsr. The
extent of genetic differentiation within the suspect’s
and possible perpetrator’s population may have an im-
portant impact on the value of the forensic investiga-
tion. In real populations, the genotype frequencies in
each subpopulation may not be in agreement with the
Hardy-Weinberg equilibrium [11]. The selection of
the subpopulations analysed in this study was based on
knowledge of the long partial isolation of the above
groups, caused by the complicated history of settle-
ment and related cultural aspects. Studying the extent
of'this possible genetic differentiation of some isolated
highland populations from the southern Poland popu-
lation was the main aim of the presented study. In the
research conducted on the subdivision of the southern
Polish population, various statistical methods were ap-
plied. It also seemed relevant to routine forensic prac-
tice to ascertain to what extent applying the coancestry
coefficient lowers the value of DNA evidence.

2. Materials and methods

Samples of buccal swabs were obtained from unre-
lated inhabitants of small villages in southern Poland
near to Rzeszoéw (n = 50), Przemysl (n = 50), Lomnica
(n = 50), Piwniczna (n = 78), Poronin (n = 58) and
Zakopane (n =50). The geographical distance between
these analysed groups ranged from about 5 to 200 km
(Figure 1). The seventh sample (n = 84) represented
a random group of suspects from southern Poland, re-
ferred to here after as “random suspects”, whose ge-
netic materials were isolated during routine forensic
casework.

DNA was extracted with the standard organic
method (proteinase K and DTT digestion, followed by
phenol-chlorophorm extraction and Microcon 100 con-
centration). The amounts of DNA in the samples were
determined fluorimetrically with Pico Green and
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Fig. 1. A map of southern Poland. Dots indicate localisation of analysed groups of individuals.

Fluoroscan Ascent Fl. Amplification of samples was
performed with about 1 ng of template DNA in accor-
dance with the manufacturer’s instructions [1]. The
SGM Plus amplification kit has been optimised to
minimise the preferential amplification of smaller al-
leles and loci. Consequently, the potential for incor-
rectly assigning homozygosity, which could augment
estimates of both consanguinity and substructure, is
minimal [7,9,12]. Electrophoresis and typing were done
with ABI 310 and Genescan and Genotyper software.

3. Data analysis

The TFPGA program [15] was used for allele fre-
quencies (directly by gene counting) estimation, three

estimates of heterozygosity (obtained by direct count
of heterozygotes, unbiased heterozygosity and hete-
rozygosity expected under Hardy-Weinberg equilib-
rium from allelic frequencies), F-statistics (the
inbreeding coefficients Fis, Fir and Fgsr calculated ac-
cording to Weir and Cockerham methods), exact tests
for population differentiation (contingency table ap-
proach —used to determine significance in differences
in allele frequencies among groups of individuals —
a Markow Chain Monte Carlo approach was employed
that gave approximation of the exact probability of the
observed differences in allele frequencies). The Bon-
ferroni correction was used since several tests were
performed simultaneously (while a given alpha value
may be appropriate for each individual comparison, it
is not for the set of all comparisons), so the alpha val-
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ues were lowered to account for the number of com-
parisons being performed.

The mean d* values were computed with a simple
home made program according to Coltman [8]. Mean
d? is the squared difference in repeat units between al-
leles at a microsatellite locus averaged over all loci at
which individuals were typed. Mean d * has two com-
ponents: the proportion of loci at which an individual
is homozygous (contributing zero to mean d %), which
should correlate with recent inbreeding events and the
extent of divergence between alleles at heterozygous
loci (contributing to d %), which should correlate with
the degree of outbreeding. Assuming the stepwise mu-
tation model of microsatellite evolution, highly diver-
gent alleles are presumed to have a common ancestor
in the more distant evolutionary past than those that
are less divergent. Mutations to pre-existing length
variants and also no stepwise mutations will interfere
with the measurement. However, the greater the num-
ber of microsatellite loci used, the more likely the
mean d? is to reflect ancestral divergence. In a popula-
tion of randomly mating individuals no variation is ex-
pected in the level of ancestral divergence among
individuals.

An additional insight into the structure of analysed
human population samples was obtained by analysis of
a linkage disequilibrium. Allelic association between
genotypes in pairs of independent loci, localised on
different chromosomes, was examined by a test for con-
gruence between observed and expected genotypic pro-
portions and for LD using the GENEPOP software [19].
Assignment of individuals to particular subgroups was
performed with the Structure program [18], which im-
plements a model-based clustering method. The model
of correlated frequencies was implemented as it turned
out to be more effective than the independent frequen-
cies model at detecting subtle population structure.

4. Results and discussion
4.1. Evaluating of fixation indices

The allelic frequency distribution of ten autosomal
microsatellite loci in seven population samples living
in small villages in southern Poland were analysed.
The values of fixation indices, calculated on the basis
of alleles proportions in analysed subgroups are pre-
sented in Table 1.

TABLE I. THE VALUES OF Fis, Fst AND Fir FIXATION
INDICES IN POPULATION OF SOUTHERN

POLAND
Locus Fir Fgsr Fis
D3S1358 0.0099 0.0008 0.0091
vWA 0.0277 0.0021 0.0257
D16S539 0.0462 0.0031 0.0432
D2S1338 0.0456 0.0074 0.0384
D8S1179 -0.0472 0.0043 —0.0518
D21S11 0.0244 0.0014 0.023
D18S51 0.039 0.001 0.038
D195433 ~0.0007 0.0042 —0.0049
THO1 -0.025 0.0098 —0.0352
FGA -0.0085 0.0048 —0.0134
Mean value”  0.0115 0.0039 0.0076
SD™ 0.0098 0.0009 0.0102
Upper 0.0286 0.0056 0.0254
Lower —0.0081 0.0023 —0.0133

* — Mean values calculated with the “jacknifing” method
throughout all analysed loci; ™ — standard deviation of the
mean; " — upper and lower bound of 95% confidence interval
calculated with bootstrapping method with 1000 repeats. The
mean values for all loci are bolded.

The hierarchical approach incorporating F statistics
[19] can help to distinguish between two causes of
homozygosity excess: hidden substructure and consan-
guinity. When the population is divided into partially
isolated subgroups, individuals from the same sub-
population have an increased probability of sharing
a common ancestor and hence an increased probability
of homozygosity. This parameter is difficult to estimate:
both because of the manner of sample selection, which
is absolutely crucial, and the method of estimation of
the parameter. The mean value of the Fst parameter in
our population is 0.0039 (95% CI = 0.0023-0.0056).
This indicates a very subtle differentiation of this pop-
ulation. Almost the same result was obtained by
Zarrabeitia et al. [27], who analysed micro-geograph-
ical population structure in two relatively isolated val-
leys of Cantabria, a region in northern Spain. The
overall Fsr value was 0.004. A slightly lower value of
0.003 was obtained for the Byelorussian minority of
north-eastern Poland [16].

The value of Fsr differs among particular loci. The
maximum value in our population was detected for the
locus THO1 (0.0098). It is possible that different loci
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have a different evolutionary history and hence not the
same coancestry coefficients. Probably the mutation
rate of the locus is one of the factors that may explain
the observed discrepancy. In a previous study [21] per-
formed only on three groups of individuals (living near
Krakow, Rzeszo6w and Poronin) and analysed using
three kinds of STR loci (THO1, TPOX and CSF1PO) it
was assessed that the mean value of the Fst equals ap-
proximately 0.0045. That value and the result obtained
in this study are almost the same. However, they are
a little higher than the value obtained during a per-
formed comparison of large data sets from the south-
ern Polish population [24] and those from Dolny
Slask, Biatystok and Zielona Gora (data not shown). It
is worth adding that the fixation index Fst has not been
derived by assuming random mating within sub-
populations and therefore it should not be affected by
local inbreeding. Its value only depends on local allele
frequencies. The correlation between alleles within in-
dividuals relative to the alleles of the total population,
represented by Fir, has higher values than Fgsr in our
population as a whole (Table I). Hence, the correlation
of pairs of alleles within or between individuals is not
equivalent. The values of Fsr and Fir indicate that
there is no random mating within analysed subgroups.
The values of indexes Fir and Fis are mutually corre-
lated through analysed loci. Within a subpopulation,
the level of inbreeding, as measured by the mean in-
breeding coefficient Fis, is small but still higher than
zero. Hence, the increased probability of a match be-
tween a pair of alleles from one individual compared
with pairs drawn from the subpopulation may influ-
ence the forensic meaning of the obtained match be-

TABLE II. VALUES OF MEAN d* IN ANALYSED GROUPS

tween two DNA profiles. The average inbreeding
value in the studied subpopulations, Fis > 0, depends
on the number of homozygous loci observed within
the DNA profile. The more homozygous the suspect’s
DNA profile, the more probable that additional match-
ing profiles will be observed within the same sub-
population. On the other hand, individuals hetero-
zygous for many loci are less likely to be observed
within this subpopulation.

4.2. The results of mean d calculation

A microsatellite-specific measure, mean d 2 is more
powerful in ascertaining the degree of inbreeding and
outbreeding than individual heterozygosity. In Ta-
ble II the mean d* value for each examined group is
shown. Because of the fact that many examined loci
have a lot of irregular allele length (for example loci
D21S11, D19S433 and FGA), the difference between
alleles corresponds rather to the difference between
kinds of reference alleles (from the allelic ladders)
than the number of differences in regular repeats. For
example: if one individual has in locus D21S11, alleles
29 and 32.2, the assigned difference between them is 4.

The observed number of alleles in each locus in an
analysed population sample is a significant parameter
which characterises both the level of polymorphism
and the markers used. The obtained results indicate
that there is a positive correlation between the num-
bers of observed alleles in particular loci and the val-
ues of mean d % however, the differences in mean d*
values in the analysed samples are not statistically sig-

Locus k 1 2 3 4 5 6 7 s SD
D3S1358 8 5.43 5.54 5.89 5.01 6.62 5.82 5.3 0.2313  0.4809
VWA 10 3.93 5.18 432 4.49 3.08 3.36 42 0.4272  0.6536
D16S539 8 3.12 1.55 1.55 4.75 2.31 2.4 2.49 1.0517  1.0255
D2S1338 12 14.58 12.56 15.5 10.4 12.49 1506  5.93 9.6173  3.1011
D8S1179 11 3.95 5.94 5.94 5.9 5.47 4.51 2.87 12113 1.1006
D21S11 16 2434 3434  26.11 26.95 26.95 19.09  27.73 17.799  4.2189
DI8S51 16  18.22 12.56 19.84 11.83 15.18 11.29 10 11.901  3.4498
DI19S433 17 129 7.27 7.47 9.81 1052 9.71 3.79 72605  2.6945
THO1 6 4.67 2.92 3 4.28 6.74 4.82 5.33 1.5175  1.231
FGA 8 26.13 14 21.02 13.1 13.82 19.65 18.98 19473 4.4128

The lowest values of mean d° are bolded, k — number of alleles in the population, s*— variance, SD — standard deviation, 1 — random sus-
pects, 2 — Rzeszéw, 3 — Przemysl, 4 — Poronin, 5 — Lomnica, 6 — Piwniczna, 7 — Zakopane.
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nificant and seem to be an effect of stochastically ex-
plained differences.

4.3. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)

Because a departure from HWE can be due to popu-
lation subdivision or inbreeding, the discrepancy be-
tween observed and expected genotype frequencies
was assessed with the exact probability test [19],
which is more powerful than other tests, when the de-
parture from HWE is due to specific genotypes. The re-
sults of HWE analysis in particular subpopulations are
illustrated in Table II1.

Observed deviations from HWE indicate that there
may be a real, though weakly expressed, population
substructure. The other probable reason for deviations
from HWE is inbreeding. Interviews with local old
people provided information about episodes of mar-
riages between first cousins in small villages occupied
by few families. The probability that the offspring of
first cousins will inherit two identical by descent
(IBD) genes at any locus is 1/16. So this might disturb
HWE proportions. Hence the presence of consanguin-
ity in ancient times and its persistence into modern
times (there have been a lot of incest cases coming to
our laboratory in the last ten years) is significant in the
context of forensic DNA interpretation [5]. The other
reason for deviation from HWE may be the presence of
many rare alleles with small proportions throughout
the analysed groups. Zapata [26] showed that rare al-
leles with a frequency of less than 3% (usually very
short and also those with extreme size) can more
strongly influence disequilibrium than others. Such al-

leles tend to be much more in disequilibrium than the
remaining alleles. One can interpret this as a conse-
quence of the high mutation rate of STR loci. Many of
the cases of disequilibrium detected between rare al-
leles might be the result of relatively recent mutational
events. Low frequency alleles are more likely to have
arisen recently in the population (by the introduction
of new mutations) than alleles of moderate frequency,
because time is necessary for new alleles to spread. Fi-
nally, the combined effect of isolation and of a small
effective size may lead to a certain degree of inbreed-
ing and, consequently, to statistically significant de-
partures from HWE at microsatellite loci. This seems
to be a plausible explanation for presented findings. It
is worth noting that the used samples had sufficient
sizes, which increased the power of the used tests and
provided more opportunities for detecting deviations
from HWE. Analysis of deviations from HWE for each
locus revealed that significant deviations arose only
for three loci in the Piwniczna sample: D2S138,
D18S51 and THO1 (Table III). Finally genotype data
for the ten loci in the total population considered in this
study are in close agreement with HWE, indicating that
the substructure of our general population is not de-
tectable.

4.4. Allelic association between pairs of
independent loci

To gain further insight into the genetic structure of
the analysed population, the linkage disequilibrium
was calculated (LD) between pairs of loci. The analy-
sis of genotypic linkage disequilibrium may provide

TABLE III. ASSESSED p-VALUES FOR HW EXPECTATION IN DIFFERENT SUBPOPULATIONS AND LOCI

Locus 1 2 3 4 5 6 7 Pooled
D3S1358  0.9279 0.4772 0.6612 0.3446 0.5818 0.0873 0.6024 0.9365
vWA 0.0182 0.2350 0.3659 0.3968 0.1722 0.0367 0.2863 0.1014
D16S539  0.6098 0.3989 0.8685 0.5898 0.0719 0.3536 0.6291 0.2280
D2S1338  0.2447 0.0361 0.6800 0.1493 0.2383 0.0004 0.0662 0.1664
D8S1179  0.1657 0.6916 0.1422 0.2294 0.2688 0.0371 0.9600 0.911

D21S11 0.3162 0.2208 0.4484 0.5646 0.5826 0.1202 0.4161 0.1303
D18S51 0.3020 0.5838 0.1159 0.4901 0.2053 0.0000 0.3323 0.0129
D19S433  0.5212 0.3926 0.3383 0.1819 0.8669 0.3324 0.6729 0.1009
THO1 0.1960 0.1277 0.6435 0.6837 0.2918 0.0003 0.0104 0.0135
FGA 0.7384 0.4920 0.4814 0.6038 0.2598 0.3305 0.1409 0.2159

* _ The values of p <0.005 are bolded, 1 — random suspects, 2 — Rzeszéw, 3 — Przemysl, 4 — Poronin, 5 — Lomnica, 6 — Piwniczna,
7 — Zakopane. After Bonferroni’s adjustment the p-value was lowered for each test and equalled 0.005.
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useful information on population structure, because
a marked heterogeneity in allele frequencies among
subpopulations may lead to LD between independent
loci in the population as a whole [23]. After perform-
ing Bonferroni’s adjustment for multiple tests there
were 3-p values in the sample from Zakopane (between
D3S1358/D2S338, D3S1358/D19S433 and D21S11/
THO1 loci) lower than 0.005. Among 45 possible pairs
of loci, this is 6.67% of total comparisons and this is
more than expected on the basis of the 5% level of sig-
nificance. Such gametic disequilibrium could arise
due to founder effect, selection, drift or non random
mating.

4.5. Exact test of population subdivision

Using the Markov Chain Monte Carlo Method ap-
proach with TFPGA software, it was determined that
significant differences in allele frequencies really exist
among analysed groups of individuals. The obtained
results are presented in Table IV.

TABLE IV. THE RESULTS OF THE EXACT TEST OF
DIFFERENCES IN ALLELE FREQUENCIES
AMONG ANALYSED GROUPS

1 2 3 4 5 6
0.1552

0.2804 0.1104

0.0163  0.0909 0.032

0.0098 0.0056 0.3048 0.0005

0.0005 0.0055 0.0103 0 0.0022

03016 02169 0.2523 0.0573 0.156 0.002

N N R W

Values of p <0.0071 (after Bonferroni’s adjustment) are bolded,
1 — random suspects, 2 — Rzeszéw, 3 — Przemysl, 4 — Poronin,
5 — Lomnica, 6 — Piwniczna, 7 — Zakopane.

As many as seven of the total twenty one compari-
sons exhibit significant differences in allele frequen-
cies between the seven analysed groups of individuals.
The obtained deviations from homogeneity of our total
population may be explained by the combined effect
of isolation and of small effective size of analysed
groups and existence of many rare alleles with low fre-
quencies in particular subpopulations.

4.6. Inferring population substructure by
assigning individuals to particular clusters

Analysis of the population of southern Poland was
extended by including parameters that specify the
subpopulation from which each individual is drawn,
following the approach of Prichard, Stephens, and
Donnelly [16]. Structure implements a clustering
method, based on a Bayesian approach for inferring
population structure using genotype data consisting of
unlinked markers. It is also very useful in problems
where cryptic population structure may be present, as
a way of identifying subpopulations. A fairly short run
was performed with 1,000,000 permutations using the
prior information model, which makes it possible to
combine genetic information with data on the geo-
graphic sampling location of individuals. A model
consisting of four clusters has higher posterior proba-
bility than models with other numbers of subgroups.
The extent of allele-frequency differences among
groups of analysed individuals influences the accuracy
of the assignment of cluster individuals to their appro-
priate subpopulation. As was shown, the range of ge-
netic differentiation is not strongly marked.

4.7. Forensic implications of the obtained results

The discrimination power of the used STR markers
calculated on the basis of allele frequencies in the total
population of Southern Poland is 5.44 x 107", This
means that the probability that two randomly chosen
individuals from our population would have the same
ten loci DNA profile theoretically equals 1 in nearly
two billion.

The implications of this result for forensic interpre-
tation can be illustrated by calculating frequency (in
the total population) of two hypothetical DNA profiles
which consist of the most rarely and the most com-
monly observed alleles (Table V). In the case of rou-
tine forensic investigations, when a match is obtained
between two DNA profiles (one from the crime scene
and the other from the suspect) the frequency of a match-
ing DNA profile in the population is calculated [5]. In
the simplest cases, it is numerically equivalent to the
match probability of these profiles [20]. The match
probability quantifies how likely it is to observe a match-
ing STR profile in an alternative suspect, given that the
defendant matches the crime scene profile. Assuming
that the population structure really exists and taking
into account the obtained value of Fsr = 0.0039, then
the probability of matching an alternative suspect from
the same subpopulation is slightly elevated. This prob-
ability was calculated using the method of Balding and
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Nichols [3]. Because the correlations between exam-
ined loci are negligible, the probability of a multilocus
genotype can be calculated by taking the simple prod-
uct of single-locus probabilities with an appropriate
value of Fgr. This kind of calculation takes into ac-
count the effects of drift on the allele frequencies at
each locus, hence it allows for the linkage disequilib-
rium that drift has generated between unlinked loci.
This treatment avoids the need to assume allelic inde-
pendence, as well as the need to specify the individual
subpopulation.

The hypothesis of equilibrium may be rejected with
a sufficiently large sample. However, a forensic scien-
tist may believe that the magnitude of the departure is
sufficiently small for the hypothesis of equilibrium,
though strictly false, to be adequate for the application
at hand. Strong gametic disequilibrium may invalidate
this assumption. The obtained data with values of LD
close to zero indicate that the effect of gametic dis-
equilibrium on the match probabilities involving ten
SGM Plus loci may indeed be negligible.

TABLE V. ASSESSED FREQUENCY (f) OF TEN LOCI

DNA PROFILES
Locus A — the most B — the rarest
common DNA profile
DNA profile
D3S1358 15,16 13,19
VWA 17,18 11,20
D16S539 11,12 8,15
D2S1338 17,20 15,26
D8S1179 13, 14 17,18
D21S11 29, 30 24.2,36
D18S51 15,16 13.2,14.2
D19S433 14,15 10, 18.2
THO1 6,9.3 7,10
FGA 21,22 21.2,28
NFsr=0 24x107"° 1.0x 107
(1:41x10%  (1:9.9x10%%
NiFst=0,004  28x107"° 9.8 x 107
(1:3.6x10%)  (1:1x10%)

Headings A and B refer to the most common and rarest alleles in
the total population. f[F'st = 0 — frequency of DNA profile calcu-
lated under assumption of Fsy = 0, f[Fst = 0.004 — frequency of
DNA profile calculated under assumption of Fst = 0.004.

As is shown in Table V, the obtained value of the
coancestry coefficient has a very limited influence on
the frequency of a common DNA profile. The influ-
ence of the coancestry coefficient on rare DNA profile
frequency is more marked, but even in this case it is not
forensically significant due to the very high discrimi-
natory power of the panel of SGM Plus loci.

5. Conclusions

In this study, different methods of investigation of
the pattern of population subdivision were used. They
enabled assessment of different parameters character-
ising the studied population. The results of our study
indicate that the total population is in close agreement
with the Hardy-Weinberg Equilibrium. The mean
value of the coancestry coefficient Fgr is 0.0039, and
is relatively higher than the values obtained during
analysis of a larger Polish population sample, which
suggests a very subtle differentiation of the southern
Poland population. However, the obtained value of the
Fsr parameter has a very limited influence on the fre-
quency of common DNA profiles, but it is more
marked in the case of rare DNA profiles. Nevertheless,
even in this case it is not significant for forensic prac-
tise due to the very high discriminatory power of the
panel of SGM Plus loci. On the other hand, application
of the population specific coancestry coefficient to
calculation of match probability would be appropriate
and beneficial for the defendant. Another reason for
the weakly expressed differentiation of analysed popu-
lation could be the low sensitivity of the panel of SGM
Plus loci used to detect possible population heteroge-
neity. Therefore, it seems necessary to perform a fur-
ther precise population study using more informative
markers, such as STRs located on the Y chromosome
or appropriate SNPs. The above cited paper by Zarra-
baitia et al. indicated that Fgr values for Y chromo-
some STRs were ten times higher than for autosomal
STRs [27]. Thus, this result confirms the greater abil-
ity of Y-STRs to detect population structure.

Acknowledgements:

I would like to express my gratitude to Dr Wojciech Bra-
nicki for his valuable advice and comments imparted du-
ring preparation of this manuscript and to Marek Kowal-
czyk for his kind help in improving a map of southern Po-
land.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXI, 265-279



On the subtle southern Polish population subdivision

273

References

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

. AmpFISTR® SGM Plus PCR amplification kit, user’s

manual, PE Biosystems, 1999.

. Balding D. J., Donnelly P., Inferring identity from DNA

profile evidence, Proceedings of the National Academy of
Science 1995, 92, 11741-11745.

. Balding D. J., Nichols R. A., A method for quantifying

differentiation between populations at multi-allelic loci
and its implications for investigating identity and pater-
nity, Genetica 1995, 96, 3—12.

. Balding D. J., Donnelly P., Inference in forensic identifi-

cation, Journal of the Royal Statistical Society A 1995,
158, 21-53.

. Buckletown J., Triggs C. M., Walsh S. J. [ed.], Forensic

DNA evidence interpretation, CRC Press, Boca Raton
2005.

. Budowle B., Monson K. L., Chakraborty R., 1996, Esti-

mating minimum allele frequencies for DNA profile fre-
quency estimates for PCR-based loci, International
Journal of Legal Medicine 1996, 108, 173-176.

. Butler J. M. [ed.], Forensic DNA typing. Biology, tech-

nology and genetics of STR markers, Elsevier, Academic
Press, Amsterdam 2005.

. Coltman D. W., Don Bowen W., Wright J. M., Birth

weight and neonatal survival of harbour seal pups are pos-
itively correlated with genetic variation measured by
microsatellites, Proceedings of the Royal Society of Lon-
don B 1998, 265, 803—809.

. Cotton E. A., Allsop R. F., Guest J. L. [et al.],Validation

of the AmpFISTR SGM Plus system for use in forensic
casework, Forensic Science International 2000, 112,
151-161.

Evett I. W., Weir B. S., Interpreting DNA evidence, [in:]
Statistical genetics for forensic scientists, Sinauer Associ-
ates, Sunderland 1998.

Excoffier L., Handbook of statistical genetics, Balding D. J.,
Bishop M., Cannings C. [eds.], John Wiley & Sons,
Chichester 2003.

Gill P., Brinkman B., d’Aloja E [et al.], Considerations
from the European DNA profiling group (EDNAP) con-
cerning STR nomenclature, Forensic Science Interna-
tional 1997, 87, 185-192.

Goldstein D. B., Roemer G. W., Smith D. A. [et al.], The
use of microsatellite variation to infer population struc-
ture and demographic history in a natural model system,
Genetics 1999, 151, 797-801.

Guzik C., Lesnicki J., Development of rural settlement in
Podhale, Prace Geograficzne 2003, 112, 161-172.
http://herb.bio.nau.edu/~miller (TFPGA —Tools For Pop-
ulation Genetic Analysis).

Pepinski W. [et al.], Allele distribution of 15 STR loci in
a population sample of Byelorussian minority residing in
north-eastern Poland, Forensic Science International
2004, 139, 265-267.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Presciuttini S., Cerri N., Turrina S. [et al.], Validation of
a large Italian database of 15r STR loci, Forensic Science
International 2006, 156, 266-268.

Pritchard J. K., Stephens M., Donnelly P., Inference of
population structure using multilocus genotype data, Ge-
netics 2000, 155, 945-959.

Raymond M. L., Rousset F., An exact test for population
differentiation, Evolution 1995, 49, 1280-1283.

Weir B., Genetic data analysis II, Sinauer Associates Inc.,
Sunderland 1996.

Weir B. S., Cockerham C., Estimating F-statistics for the
analysis of population structure, Evolution 1984, 38,
1358-1370.

Wolanska-Nowak P., Interpretacja wynikow ekspertyzy,
[w:] Ekspertyza sadowa, Wojcikiewicz J. [red.], Oficyna
Wolters Kluwer Business, Warszawa 2007.
Wolanska-Nowak P., Application of subpopulation the-
ory to evaluation of DNA evidence, Forensic Science In-
ternational 2000, 113, 63—69.

Wolanska-Nowak P., Branicki W., Kupiec T., STR data
for SGM Plus and penta E and penta D loci in a population
sample from south Poland, Forensic Science Interna-
tional 2002, 127, 237-239.

Toscanini U., Gusmao L., Berardi G. [et al.], Testing for
genetic structure in different urban Argentinian popula-
tions, Forensic Science International 2007, 165, 35-40.
Zapata C., Rodrigues S., Visedo G. [et al.], Spectrum of
nonrandom associations between microsatellite loci on
human chromosome 11p15, Genetics 2001, 158, 1235—
1251.

Zarrabeitia M. T., Riancho J. A., Lareu M. V. [etal.], Sig-
nificance of micro-geographical population structure in
forensic cases: a Bayesian exploration, International
Journal of Legal Medicine 2003, 117, 302-305.
Zhivotovsky L. A., Suhaib A., Wang W. [et al.], The fo-
rensic DNA implications of genetic differentiation be-
tween endogamous communities. Forensic Science
International 2001, 119, 269-272.

Corresponding author

Paulina Wolanska-Nowak
Instytut Ekspertyz Sadowych

ul. Westerplatte 9

PL 31-033 Krakow

e-mail: pwolanska@jies.krakow.pl

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXI, 265-279



Problems of Forensic Sciences 2007, LXXI, 265-279

ANALIZA GENETYCZNA NIEWIELKIEJ SUBSTRUKTURY POPULACJI

POLSKI POLUDNIOWEJ

1. Wstep

Obszar Polski potudniowej, a zwlaszcza region Pod-
hala, byt mniej sprzyjajacy dla osadnictwa niz pozostate
obszary Polski. W okresie sredniowiecza tereny te poros-
nigte byly lasami, strefa nizinna nalezata do bagnistych
i grzaskich, a dodatkowymi niekorzystnymi czynnikami
byt ostry klimat i jatlowe ziemie. Pierwsi osadnicy przy-
byli na te tereny z obszaréw doliny rzeki Wisty i jej
doptywow. State osadnictwo zapoczatkowano w 13. wie-
ku. Osadnicy ci przybywali z regionéw, na ktorych znaj-
dowaty si¢ pierwsze miasta — Krakéw, Bochnia i San-
domierz. Wkrétce bardziej zmasowana kolonizacj¢ Pod-
hala rozpoczeto przybycie dobrze zorganizowanych osad-
nikoéw z Wegier, ktorzy dotarli na Spisz i zasiedlali obsza-
ry wzdtuz gornej czgsci doliny rzeki Poprad. W 14. wieku
w potudniowej czgéci Podhala na terenach potozonych
wzdhuz Dunajca pojawili si¢ liczni osadnicy niemieccy
pochodzacy z zachodniego Pomorza. Z potudnia, szla-
kiem prowadzacym wzdluz dolin Wagu i Orawy, przy-
bywali Wotosi. Polscy gorale sa zazwyczaj traktowani
jako potomkowie Wotochéw, ktorzy zajeli ten obszar
Karpat pomigdzy 14. a 17. wiekiem. Badania czaszek
przeprowadzone przez polskich antropologéw w latach
sze$¢dziesiatych 20. wieku wykazaly, ze naleza one
glownie do osobnikéw pochodzacych z regionu Batka-
néw. Dzi§ caty obszar Beskidu Niskiego (Ziemia Sadec-
ka) zamieszkuja dwie roézne grupy etnograficzne: La-
chéw Sadeckich (dawna nazwa mieszkancow lasow)
oraz gorali z Lacka. Ci ostatni niegdy$ odrdzniali si¢ od
Lachow odrgbnymi zwyczajami, ubiorem jak rowniez
muzyka oraz tancem. Kultura ludowa Lachow miata swo-
je polskie korzenie, podczas gdy kultura gorali z Lacka
pozostawala pod wptywem wotoskich pasterzy z Batka-
néw. Wiele miejsc potozonych wzdtuz Popradu zostato
réowniez zasiedlonych przez Lemkow, ktorzy stanowia
jedna z czterech gldwnych grup ludnos$ci zamieszkuja-
cych obszary wyzynne Ukrainy po obu stronach Karpat.
Podczas II wojny §wiatowej oraz w okresie tuz po jej
zakonczeniu Lemkowie, ktorzy zamieszkiwali na tery-
toriach Polski, zostali przymusowo przesiedleni czgs-
ciowo na obszary 6wczesnego wschodniego Zwiazku
Radzieckiego, czgsciowo na tereny zachodniej Polski.
Mimo to, wzdhuz wschodniego brzegu Popradu, wciaz
znajduja si¢ $lady porzuconych wiosek temkowskich [14].
Populacja zamieszkujaca obszar gorski Polski potudnio-
wej pochodzi zatem z malych, lokalnie izolowanych po-
pulacji, ktore moga wykazywaé zauwazalne réznice ge-
netyczne.

Osoby wchodzace w sktad tego typu niewielkich jed-
nostek populacyjnych czgsto wykazuja znaczny stopien
pokrewienstwa, co wynika ze wspolnego pochodzenia
oraz ograniczonej liczebnoséci grupy. W efekcie moze
dochodzi¢ do pojawiania sig¢ regiondw o znacznym po-
ziomie endogamii, co ujawnia si¢ poprzez podwyzszona
liczbe osobnikéw homozygotycznych. Ukryta substruk-
tura populacji moze prowadzi¢ do powstawania nieprzy-
padkowego wspolnego dziedziczenia alleli, nawet po-
migdzy fizycznie niesprzezonymi loci genetycznymi [10].
Wright [ 16] zaproponowat pomiar zaburzen czgstosci ge-
notypow w populacji posiadajacej substruktur¢ poprzez
okreslenie wartosci trzech parametrow: Fis, Fir i Fsr,
ktére nazywane sa wspdlczynnikami fiksacji (ang. fixa-
tion indices) i sa ze soba powiazane, co moze zosta¢ wy-
razone poprzez rownanie: 1 — Fip = (1- Fis) (1- Fsr). Nei
[11] wykazat, Ze rownanie to moze by¢ stosowane bez
wzgledu na zaleznosci filogenetyczne, kierunki migracji,
liczbe alleli oraz obecnos¢ selekcji naturalnej, poniewaz
wspolezynniki w nim zawarte sa definiowane poprzez
wspoltczesne czgstosei alleli 1 genotypow. Poziomy zréz-
nicowania genetycznego moga by¢ mate wowczas, gdy
poréwnywane sa duze proby populacyjne. Wynika to
z faktu, ze subtelne roznice istniejace pomigdzy podgru-
pami populacji moga si¢ nawzajem znosic i cala populacja
sprawia wrazenie homogennej [10].

Takie zréznicowanie moze sprawiaé¢ rdéznego typu
problemy zwiazane z niepewnoscia co do interpretacji
warto$ci dowodu z badania DNA. Dany profil DNA
moze by¢ bardziej czgsty lub rzadki w przypadku poje-
dynczej niewielkiej grupy ludzi w zwiazku z istnieniem
dryfu genetycznego lub (i) zjawiska endogamii. Indywi-
dualny profil DNA jest uzyskiwany dla potrzeb badan
sadowych poprzez analizg probki biologicznej w zakresie
kilkunastu polimorficznych markerow typu STR. Nawet
niewielka substruktura populacji generalnej moze po-
tencjalnie prowadzi¢ do probleméw interpretacyjnych.
Wynika to z faktu, ze niektore uktady alleli moga by¢
czgstsze w przypadku geograficznie izolowanej grupy,
do ktérej nalezy zardwno winny przestepstwa, jak i nie-
winny podejrzany. Oznacza to, ze obliczenia wartosci do-
wodu prowadzone dla celow sadowych, ktére nie uw-
zgledniaja istniejacej substruktury populacji, moga za-
wyzaé warto§¢ dowodowa wynikajaca ze stwierdzonej
zgodnosci profili DNA [3]. Przyjetym sposobem poda-
wania wartosci dowodu wynikajacego z ujawnionego do-
pasowania pomigdzy profilami DNA podejrzanego oraz
stwierdzonego w probce pochodzacej z miejsca zdarze-
nia kryminalnego jest przedstawianie tak zwanego praw-
dopodobienstwa zgodnosci [4]. Przyjmujac, ze podejrza-
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ny nie jest zrodtem probki zabezpieczonej na miejscu
zdarzenia kryminalnego, prawdopodobienstwo dopaso-
wania oznacza prawdopodobienstwo, ze to inna osoba
z odpowiedniej populacji, ktora jest niespokrewniona
z podejrzanym, posiada profil DNA zgodny z tym stwier-
dzonym w dowodowej probce [2].

Obliczanie  prawdopodobienstwa  przypadkowej
zgodno$ci, ktore jest miarg wartosci dowodu z badania
DNA, przeprowadza si¢ zazwyczaj zarbwno przy zatoze-
niu niezalezno$ci proporcji alleli w obrebie lokus, jak
i pomigdzy réznymi Joci. Balding i Nichols [3] wskazy-
wali, Ze stosowanie tak zwanej ,,reguty mnozenia” moze
prowadzi¢ do zawyzenia warto$ci dowodu z badania
DNA w zwiazku z ignorowaniem korelacji pomigdzy al-
lelami w obrebie jednego lokus, ktéra wynika z sub-
struktury istniejacej w populacji generalnej. Wyprowa-
dzili oni wzor stuzacy do obliczania prawdopodobien-
stwa zgodnosci, ktory uwzglednia parametr 6 stanowiacy
miar¢ zroéznicowania populacji. Wartos$¢ tego parametru
jest odzwierciedleniem pokrewienstwa pomigdzy osob-
nikami. W praktyce jest on skorelowany z przywotywa-
nym powyzej parametrem Fgr. Zakres zréznicowania
genetycznego charakterystyczny dla populacji, do ktorej
nalezy podejrzany i prawdopodobny sprawca przestgp-
stwa, moze mie¢ istotny wptyw na warto$¢ dowodu z ba-
dania DNA. W rzeczywistych populacjach czgstosci ge-
notypow charakterystyczne dla poszczegolnych subpo-
pulacji moga nie pozostawaé w zgodzie z regula Har-
dy’ego-Weinberga [11]. Przy wyborze subpopulacji ana-
lizowanych w niniejszej pracy, kierowano si¢ wiedza na
temat ich dlugotrwatej cze$ciowej izolacji wynikajacej ze
skomplikowanej historii zasiedlania regionu i zwiaza-
nych z nig aspektéow kulturowych. Analiza rozmiarow
prawdopodobnego zréznicowania genetycznego charak-
terystycznego dla izolowanych spotecznos$ci zamieszku-
jacych Polske poludniowa byta podstawowym celem pra-
cy. Badania nad substruktura populacji Polski potud-
niowej przeprowadzono za pomoca szeregu réznych me-
tod statystycznych. Istotnym zagadnieniem byt rowniez
problem rozmiaru ewentualnego wplywu stosowania
wspolczynnika wsobnosci na obnizenie warto$ci dowodu
z badania DNA.

2. Materialy i metody

Probki badawcze w postaci wymazow z jamy ustnej
pobrano od niespokrewnionych mieszkancow matych
wiosek z terenow Polski potudniowe;j: z okolic Rzeszowa
(n = 50), Przemysla (n = 50), Lomnicy (n = 50), Piw-
nicznej (n =78), Poronina (n = 58) i Zakopanego (n =50).
Dystans geograficzny pomig¢dzy miejscami zamieszkiwa-
nymi przez analizowane grupy wynosit od 5 do 200 km.
Siédma proba populacyjna (n = 84) zawierala grupg przy-
padkowych podejrzanych z regionu Polski potudniowe;j,

ktérych DNA izolowano do prowadzonych spraw sado-
wych, okreslanych dalej jako ,,przypadkowi podejrzani”.

DNA izolowano za pomoca standardowej metody or-
ganicznej (trawienie struktur komorkowych w obecnosci
proteinazy K i DTT, ekstrakcja mieszaning fenolowo-
chloroformowa i zaggszczaniec DNA na kolumienkach
Microcon 100). Stgzenie DNA w badanych probkach
okreslano metoda fluorymetryczna z zastosowaniem barw-
nika PicoGreen oraz urzadzenia Fluoroscan Ascent Fl.
Amplifikacje¢ DNA prowadzono zgodnie z protokotem
zalecanym przez producenta zestawu SGM Plus, stosujac
1 ng matrycy DNA [1]. Zestaw SGM Plus stosowany do
amplifikacji DNA zostal zoptymalizowany przez produ-
centa tak, aby zminimalizowaé zjawisko preferencyjne;j
amplifikacji krotszych alleli i loci. Zmniejszono przez to
mozliwo$¢ nieprawidlowego oznaczania homozygot, kto-
re mogloby zawyzy¢ zarowno szacunek poziomu blis-
kiego pokrewienstwa, jak i substruktury populacji [7, 9,
12]. Rozdziat i analizg¢ produktéow reakcji PCR prowa-
dzono z zastosowaniem aparatu ABI 310 i programéw
GeneScan oraz Genotyper.

3. Analiza danych

Program TFPGA [15] stosowano do obliczania czg-
stosci alleli (metoda bezposredniego zliczania obserwa-
cji), trzech przyblizen heterozygotycznosci uzyskanych
dzigki zastosowaniu metod: bezposredniego zliczania he-
terozygot (heterozygotycznos¢ obserwowana), oblicza-
nia heterozygotycznosci nieskierowanej i na podstawie
czgstosei alleli przy zatozeniu réwnowagi Hardy’ego-
Weinberga (heterozygotyczno$¢ oczekiwana), wspotczyn-
nikow statystycznych F (wspdtczynniki populacyjne Fis,
Fir, Fst obliczane zgodnie z metodami zaproponowa-
nymi przez Weira i Cockerhama) oraz testu doktadnego
pozwalajacego na oszacowanie zroznicowania populacji
(metoda tabeli kontyngencji stosowana w celu okreslenia
znaczenia rdznic czestosei alleli pomigdzy grupami oso-
bnikoéw z wykorzystaniem metody Monte Carlo tancu-
chow Markowa, ktora pozwolita na przyblizenie doktad-
nego prawdopodobienstwa obserwowanych réznic w czg-
stosciach alleli). Korekte Bonferroniego zastosowano
w zwiazku z jednoczesnym wykonywaniem kilkunastu
testow (odpowiednia warto$c istotnosci statystycznej alfa
zdefiniowana dla pojedynczych obliczen przestaje by¢
prawidlowa przy jednoczesnym wykonywaniu wielu
obliczen), co doprowadzito do obnizenia wartosci alfa
proporcjonalnie do liczby przeprowadzonych testow.

Wartosci $redniej d” liczono zgodnie z Coltman [8] za
pomoca prostego programu przygotowanego specjalnie
dla tego celu. Srednia d* oznacza kwadrat roznicy liczby
jednostek powtarzalnych pomigdzy allelami lokus mi-
krosatelitarnego usredniony dla wszystkich analizo-
wanych loci. Srednia d*> ma dwie sktadowe: liczbe loci,
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w ktorych osobnik jest homozygotyczny (brak wptywu
na warto$¢ d *), co powinno byé skorelowane z niedaw-
nymi przypadkami endogamii oraz rozmiary dywergencji
pomiedzy allelami w Joci heterozygotycznych (wplyw na
warto$é d %), co powinno by¢ skorelowane ze stopniem
egzogamii. Zaktadajac model ewolucji sekwencji mikro-
satelitarnych polegajacy na przybywaniu lub utracie po-
jedynczych jednostek powtarzalnych (ang. stepwise mu-
tation model), uwaza sig, ze allele wykazujace znaczace
roznice w dtugos$ci sa znacznie bardziej odlegle ewolu-
cyjnie niz te, ktore maja bardziej zblizona dtugos¢. Mu-
tacje powrotne zachodzace w istniejacych pierwotnie wa-
riantach dtugosci, jak réwniez mutacje powstajace w spo-
so6b niezgodny z powyzszym modelem, beda zaburzaé
pomiar. Nalezy jednak przyjac, ze im wyzsza jest liczba
loci poddawana badaniom, tym parametr ¢ bedzie lepicj
odzwierciedlat przebieg dywergencji przodkow. W przy-
padku populacji osobnikdéw krzyzujacych sig przypadko-
wo nie jest spodziewana jakakolwiek zmiennos$¢ na po-
ziomie ancestralnej dywergencji pomigdzy osobnikami.

Dodatkowy wglad w strukturg analizowanych prob
populacyjnych uzyskano dzigki analizie nierownowagi
sprzezen (ang. linkage disequilibrium). Korelacje alleli
pomigdzy parami genotypdw loci dziedziczonych nieza-
leznie, a zlokalizowanych na réznych chromosomach,
analizowano za pomoca testu zgodnosci pomigdzy ob-
serwowanymi i oczekiwanymi czgsto$ciami genotypow
oraz testu LD. Obydwa testy prowadzono z zastosowa-
niem programu GENEPOP [19]. Za pomoca programu
Structure [18], ktory pozwala na zastosowanie metody
analizy skupien opartej na modelu, przeprowadzono réw-
niez przyporzadkowanie 0s6b do poszczegdlnych podgrup.
Wybrano model skorelowanych czestosci, ktory okazat
si¢ bardziej skuteczny w detekcji niewielkiej substruk-
tury populacji niz model niezaleznych czgstosci.

4. Wyniki i dyskusja
4.1. Ocena wspotczynnikéw fiksacji

Rozktad czestoéci alleli dziesigciu autosomalnych
mikrosatelitarnych /oci analizowano dla os6b nalezacych
do siedmiu prob populacyjnych zamieszkujacych mate
wioski w regionie Polski potudniowej. Wartosci wspot-
czynnikéw fiksacji obliczonych na podstawie czgstosci
alleli w analizowanych probach populacyjnych przed-
stawiono w tabeli I.

Metoda hierarchiczna z zastosowaniem wspotczynni-
kow statystycznych F' [19] moze okaza¢ sig¢ pomocna
w celu ustalenia jednej z dwoch mozliwych przyczyn
nadmiaru homozygotycznos$ci: ukrytej substruktury po-
pulacji lub bliskiego pokrewienstwa pomigdzy badanymi
osobnikami. W sytuacji, gdy populacja jest podzielona na
czgsSciowo izolowane subpopulacje, ma miejsce podwyz-

szone prawdopodobienstwo, Ze osobnicy z tej samej sub-
populacji beda mieli wspdlnych przodkdéw, co ujawnia
si¢ w postaci podwyzszonego prawdopodobienstwa ho-
mozygotycznosci. Parametr ten jest jednak trudny do
okreslenia z dwdch powoddw: ze wzgledu na sposob se-
lekcji probek badawczych, ktory jest niezwykle istotny
dla uzyskania prawidlowego wyniku badania oraz samej
metody statystycznej umozliwiajacej przeprowadzenie
takich kalkulacji. Srednia warto$¢ wspotczynnika Fsr
w badanej populacji wyniosta 0,0039 (95% CI = 0,0023—
0,0056). Wskazuje to na bardzo nieznaczne zrdéznicowa-
nie badanej populacji. Prawie taki sam wynik ($rednia
warto$¢ Fst = 0,004) uzyskali Zarrabeitia i in. [27], kto-
rzy analizowali mikrogeograficzna struktur¢ populacji
dwodch wzglednie izolowanych dolin z regionu Kantabrii
w pdtnocnej Hiszpanii. Nieznacznie nizsza warto$¢ (0,003)
uzyskano dla mniejszosci biatoruskiej zamieszkujacej
ponocno-wschodnia Polske [16].

Wartosci Fsr roznig si¢ pomigdzy poszczegodlnymi
loci. Najwyzsza warto§¢ w przypadku badanej populacji
uzyskano dla lokus THO1 (0,0098). Nie mozna wyklu-
czy¢, ze rézne loci maja odmienna histori¢ ewolucyjna,
co prowadzi do réznic w wartosciach wspodtczynnika
wsobnosci. Prawdopodobnie tempo mutacji charaktery-
styczne dla poszczegodlnych loci jest jednym z czynni-
kéw, ktore moga thumaczy¢ zaobserwowane rozbieznos-
ci. Poprzednie badania [21] ograniczone do zaledwie
trzech grup oséb zamieszkujacych okolice Krakowa,
Rzeszowa 1 Poronina i trzech loci typu STR (THOI,
TPOX i CSF1PO) wykazaty, ze $rednia warto$¢ Fst wy-
nosi 0,0045 1 jest bardzo zblizona do uzyskanej w niniej-
szych, szerszych badaniach. Wartos$ci te sa jednak nieco
wyzsze niz te uzyskane poprzez poréwnawczg analizg
duzych danych populacyjnych dla regionu Polski potud-
niowej [24] oraz dla populacji Dolnego Slaska, Biatego-
stoku 1 Zielonej Gory (dane nieprezentowane). Warto
zauwazy¢, ze wspotczynnik fiksacji Fs nie byl wypro-
wadzony przy zatozeniu przypadkowego krzyzowania
si¢ osobnikow w obrebie subpopulacji, a zatem na jego
warto$¢ nie powinna mie¢ wptywu zjawisko lokalnej en-
dogamii. Na warto$¢ Fs maja wplyw wylacznie czestos-
ci alleli charakterystyczne dla lokalnej populacji. Kore-
lacja pomiedzy allelami w przypadku poszczegdlnych
osobnikéw i dla calej populacji, wyrazona poprzez war-
tos¢ Fir, przyjmuje wyzsze wartosci niz Fgr dla calej
analizowanej populacji (tabela I). Zatem zjawiska korela-
cji pomigdzy parami alleli obserwowane u poszczegol-
nych osobnikéw i pomigdzy nimi nie sa rdwnowazne.
Uzyskane warto$ci Fst oraz Fir wskazuja, ze w obrgbie
analizowanych grup nie mozna méwic o przypadkowym
krzyzowaniu. Warto$ci wspotczynnikow Fir i Fig sa wza-
jemnie skorelowane poprzez analizowane loci. W obrg-
bie subpopulacji poziom endogamii mierzony poprzez
sredni wspolczynnik endogamii Fig, jest niski, lecz wyz-
szy od zera. Wobec tego podwyzszone prawdopodbien-
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stwo dopasowania pomigdzy para alleli jednej osoby
w porownaniu do par alleli stwierdzonych w subpopula-
cji moze wplynaé na sadowe znaczenie uzyskanego do-
pasowania pomigdzy dwoma profilami DNA. Srednia
warto$¢ wspotczynnika endogamii w badanych subpopu-
lacjach, Fis > 0 zalezy od liczby homozygotycznych loci
obserwowanych w profilu DNA. Im bardziej homozygo-
tyczny jest profil DNA podejrzanego, tym wyzsze jest
prawdopodobienstwo, ze w tej samej subpopulacji beda
istniaty inne zgodne profile DNA. Z drugiej strony osoby
heterozygotyczne w wielu /oci beda sig pojawiac w takiej
subpopulacji z nizszym prawdopodobienstwem.

4.2. Wyniki analizy $redniej d

Srednia d? to parametr specyficzny dla mikrosateli-
tarnego DNA, ktory jest bardziej efektywnym narzg-
dziem stuzacym do szacowania stopnia endo- i egzo-
gamii niz heterozygotyczno$¢ charakterystyczna dla da-
nej osoby. W tabeli II pokazano wartoéci éredniej d > ob-
liczone dla kazdej z analizowanych grup. W zwiazku
z tym, ze w wielu analizowanych loci obserwuje sig allele
o nieregularnej liczbie jednostek powtarzalnych (na przy-
ktad loci D21S11, D19S433, FGA), to r6znica pomigdzy
allelami odpowiada raczej réznicy pomigdzy rodzajami
alleli referencyjnych (uwzglgdnionymi w drabinach al-
lelicznych) niz liczbie réznic w regularnych jednostkach
powtarzalnych. Na przyklad, jesli osoba ma w lokus
D21S11 allele 291 32.2, to r6znica im przypisywana wy-
nosi 4.

Liczba alleli obserwowana w poszczegdlnych loci
w analizowanej probie populacyjnej stanowi istotny pa-
rametr, ktory opisuje zard6wno poziom polimorfizmu, jak
rowniez same markery. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
istnieje pozytywna korelacja pomigdzy liczbami obser-
wowanych alleli w poszczeg6lnych loci a warto§ciami
$redniej d*. Roznice wartoéci $redniej @ w analizowa-
nych probach nie sa jednak istotne statystycznie i wydaje
si¢, ze moga zosta¢ wyjasnione poprzez efekty stocha-
styczne.

4.3. Roéwnowaga Hardy’ego-Weinberga (HWE)

Odstepstwo od reguly Hardy'ego-Weinberga moze
wynika¢ zaréwno z substruktury populacji, jak i endog-
amii. W zwiazku z tym niezgodnos$¢ pomigdzy obserwo-
wanymi a oczekiwanymi czgsto$ciami genotypdw zosta-
ta oszacowana za pomoca testu doktadnego prawdopodo-
bienistwa [19], ktory jest bardziej efektywny niz inne te-
sty w przypadku, gdy odstgpstwo od HWE zwiazane jest
z wystgpowaniem specyficznych genotypow. Wyniki
analizy HWE uzyskane dla poszczegolnych subpopulacji
przedstawiono w tabeli II1.

Ujawnione odstepstwa od HWE wskazuja, ze w ba-
danej populacji moze istnie¢ rzeczywista, ale stabo zary-

sowana substruktura populacji. Inna prawdopodobna
przyczyna odstgpstwa od HWE jest zjawisko endogamii.
Rzeczywiscie z wywiadu, jaki przeprowadzono ze star-
szymi osobami zamieszkujacymi obszary, na ktorych
zbierano probki, wynika, ze dochodzito do epizodoéw
malzenstw pomigdzy pierwszymi kuzynami w matych
wioskach zamieszkiwanych przez niewielka liczbg ro-
dzin. Prawdopodobienstwo, ze potomstwo pierwszych
kuzynow odziedziczy dwa identyczne z pochodzenia (IBD)
geny w danym lokus, wynosi 1/16. Moze to zaburzy¢
rownowage Hardy’ego-Weinberga. Wydaje si¢ zatem, ze
istnienie matzenstw wsréd krewnych w przesztosci
i utrzymanie si¢ tego zjawiska wspotczesnie (notowa-
nych jest duzo spraw kazirodczych, w ktérych prowadzo-
ne sa badania genetyczne), jest istotnym aspektem
w kontekscie interpretacji wynikéw badan DNA prowa-
dzonych dla celow sadowych [5]. Inna przyczyna odstep-
stwa od HWE moze by¢ obecnos¢ wielu rzadkich alleli
o niskich czgsto$ciach wystgpowania w badanych proba-
ch populacyjnych. Zapata [26] wykazal, Ze rzadkie allele
o czgstosciach nizszych niz 3% (zazwyczaj allele bardzo
krotkie lub bardzo dtugie) moga silniej wplywac na nie-
roéwnowage niz inne. Takie allele zdaja si¢ wystgpowac
znacznie czgsciej w nierdwnowadze niz pozostate wa-
rianty genetyczne. Mozna to wyjasni¢ jako konsekwen-
cje szybkiego tempa mutacji loci typu STR. Wiele przy-
padkow nierownowagi wykrytej pomigdzy rzadkimi al-
lelami moze by¢ efektem relatywnie niedawnych przy-
padkéw mutacji. Allele o niskiej czgstoséci z duzym praw-
dopodobienstwem pojawily si¢ w populacji niedawno
(poprzez zjawisko mutacji) w poréwnaniu do alleli o $red-
niej czgstosci, gdyz do ich rozprzestrzenienia si¢ w po-
pulacji konieczny jest czas.

Wspdlny efekt izolacji i matych rozmiaréw populacji
moze wreszcie prowadzi¢ do pewnego stopnia endo-
gamii, a w konsekwencji statystycznie istotnych odchy-
len od HWE obserwowanych w loci typu STR. Zjawiska
te stanowia prawdopodobne wyjasnienie uzyskanych
wynikow badan. Warto zauwazy¢, ze badane proby po-
pulacyjne miaty wystarczajaca wielko$¢, co pozytywnie
wplyneglo na warto$ci stosowanych testow i dostarczyto
mozliwo$ci do ujawnienia odchylen od reguty HWE.
Analiza odchylen od reguty HWE przeprowadzona dla
kazdego lokus ujawnita znaczace odchylenia zaledwie
w przypadku trzech loci (D2S138, D18S51 i THO1)
w probie populacyjnej z Piwnicznej. Podsumowujac, na-
lezy stwierdzi¢, ze dane genotypowe uzyskane dla
10 analizowanych /loci zasadniczo pozostaja w zgodzie
zreguta HWE, jesli analizujemy populacje w catosci. Do-
wodzi to, ze substruktura badanej populacji generalnej
jest niemozliwa do oznaczenia.
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4.4. Korelacja alleli pomigdzy parami niezaleznych
loci

Analiza nierbwnowagi sprzezen (LD) pomigdzy pa-
rami analizowanych loci byla kolejna zastosowana me-
toda, ktéra pozwolita na uzyskanie wgladu w genetyczna
struktur¢ badanej populacji. Analiza nierownowagi
sprzezen moze dostarcza¢ uzytecznej informacji na temat
struktury populacji. Wynika to z faktu, ze znaczace roz-
nice w czgstosciach alleli pomigdzy subpopulacjami mo-
ga by¢ zauwazalne, w populacji traktowanej jako cato$¢,
jako LD pomigdzy niezaleznymi loci [23]. Po wprowa-
dzeniu poprawki Bonferroniego wynikajacej z wykony-
wania wielu jednoczesnych testow, 3 wartoéci p w pro-
bach z Zakopanego (pomigdzy loci D3S1358/D2S338,
D3S1358/D19S433 1 D21S11/THO1) pozostaty istotne
statystycznie (na poziomie nizszym niz 0,005). Biorac
pod uwagg 45 mozliwych par loci, wynik ten daje 6,67%
wszystkich poréwnan i jest wyzszy niz oczekiwany przy
natozonym 5% progu istotnosci. Stwierdzona nieréw-
nowaga sprz¢zen moze zosta¢ wytlumaczona poprzez
zjawisko efektu zatozyciela, selekcjg, dryft genetyczny
lub nieprzypadkowe krzyzowanie sig.

4.5. Test doktadny zréznicowania populacji

Zastosowanie metody Monte Carlo opartej na tancu-
chach Markowa wykorzystywanej w programie TFPGA,
pozwolito na wykazanie istotnych réznic w czgstosciach
alleli pomigdzy badanymi grupami populacyjnymi.
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli IV.

Az 7 sposrod 21 analiz poréwnawczych wykazato
znaczace roznice w czgstosciach alleli pomiedzy sied-
mioma analizowanymi subpopulacjami. Uzyskane od-
stepstwa od homogennosci analizowanej populacji moga
zosta¢ wytlumaczone poprzez wspdlny efekt takich czyn-
nikow, jak izolacja i niewielkie efektywne rozmiary ana-
lizowanych populacji oraz poprzez istnienie wielu rzad-
kich alleli o niskich czesto$ciach w poszczegdlnych sub-
populacjach.

4.6. Wnioskowanie na temat substruktury populacji
poprzez przypisywanie osobnikow do
poszczegdlnych grup

Analiz¢ populacji Polski poludniowej rozszerzono
o metod¢ zaproponowana przez Pricharda i innych [16],
pozwalajaca na oceng parametrow, dzigki ktérym moz-
liwe jest przyporzadkowanie kazdej osoby do subpopula-
cji zrodtowej. Technika grupowania zostata wprowadzo-
na w zycie dzigki programowi komputerowemu Structure
i polega na zastosowaniu metody bayesowskiej, ktora
umozliwia ustalenie struktury populacji na podstawie da-
nych genotypowych pochodzacych z analizy niesprzgzo-
nych markerow genetycznych. Metoda ta jest szczegdlnie

uzyteczna do identyfikacji subpopulacji, gdy w gre
wchodzi problem populacji o ukrytej strukturze gene-
tycznej. Zastosowano krotka analiz¢ 1 000 000 permuta-
cji, przyjmujac model wykorzystujacy informacjg a priori,
ktéry umozliwia potaczenie danych genetycznych z da-
nymi na temat geograficznej lokalizacji osob, od ktorych
pobrano probki badawcze. W efekcie uzyskano modele
zakladajace rdzna liczbe grup, ale najwyzsze prawdopo-
dobienstwo uzyskano dla modelu ztozonego z czterech
grup. Stopien rdéznic w czg¢stosciach alleli wystepujacych
pomigdzy analizowanymi grupami wptywa na doktad-
no$¢, z jaka grupa osob zostaje przypisana do odpowied-
niej subpopulacji. Uzyskane dane wskazuja, ze zréznico-
wanie genetyczne pomig¢dzy badanymi grupami nie jest
mocno zaznaczone.

4.7. Sadowe implikacje uzyskanych wynikéw badan

Sita dyskryminacji analizowanych markeréw typu
STR obliczona na podstawie czgstosci alleli w catej ba-
danej populacji Polski potudniowej wynosi 5,44 x 1077,
Oznacza to, ze prawdopodobienstwo, iz dwie przypadko-
wo wybrane z tej populacji osoby beda mialy ten sam
profil DNA w zakresie 10 analizowanych loci, jest rowne
1 na blisko dwa biliony.

Znaczenie uzyskanych wynikow dla interpretacji wy-
niku z badania DNA prowadzonej dla celow sadowych
mozna zilustrowac poprzez obliczenie czgstosci (w calej
populacji) dwdch hipotetycznych profili DNA, ktore sa
ztozone z najrzadziej i najczgsciej obserwowanych w po-
pulacji alleli (tabela V). W przypadku rutynowych badan
prowadzonych dla celéw sadowych, gdy stwierdzana jest
zgodno$¢ dwoch profili DNA (ujawnionego w probce
pochodzacej z miejsca zdarzenia oraz od podejrzanego),
obliczana jest czgsto$¢é zgodnego profilu DNA w popu-
lacji [5]. W najprostszych sprawach uzyskana warto$¢
jest liczbowo réwnowazna z warto$cia prawdopodobien-
stwa zgodnosci tych profili [20]. Prawdopodobienstwo
zgodnos$ci pozwala na oceng, jak bardzo prawdopodobne
jest ujawnienie zgodnego profilu DNA w zakresie loci
STR u innego podejrzanego, biorac pod uwage fakt, ze
profil DNA oskarzonego jest zgodny z profilem DNA
oznaczonym w probce pochodzacej z miejsca zdarzenia
kryminalnego. Zaktadajac, ze struktura populacji rzeczy-
wiscie istnieje i biorac pod uwagg obliczona wartos$¢
Fsr = 0,0039, prawdopodobienstwo zgodno$ci profilu
dowodowego z profilem DNA nalezacym do innego po-
dejrzanego pochodzacego z tej samej subpopulacji jest
nieznacznie podwyzszona. Prawdopodobienstwo to ob-
liczono, stosujac metod¢ Baldinga i Nicholsa [3].
W zwiazku z tym, ze stwierdzone korelacje pomigdzy ba-
danymi Jloci sa mato istotne, prawdopodobienstwo wie-
lolokusowego genotypu moze by¢ obliczone poprzez
uzyskanie iloczynu prawdopodobienstw dla pojedyn-
czych loci z odpowiednia warto$cia wspotczynnika Fgr.
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Taki sposdb obliczania prawdopodobienstwa uwzglednia
efekt dryfu na czgstosci alleli w populacji w kazdym lo-
kus, a zatem uwzglednia nieréwnowagg sprz¢zen, do kto-
rej mogto doj$¢ pomigdzy niesprzgzonymi loci na skutek
dziatania dryfu. Zastosowanie tej metody usuwa potrzebe
czynienia zatozen co do niezalezno$ci dziedziczenia al-
leli, jak rowniez potrzebe definiowania subpopulacji, do
ktorej nalezy dana osoba.

W sytuacji, gdy mamy do czynienia z wystarczajaco
duza proba populacyjna, moze doj$¢ do odrzucenia hipo-
tezy o rownowadze HWE. Jednak ekspert sadowy moze
mimo to uwazaé, ze rozmiar odstgpstwa od rownowagi
jest do tego stopnia niewielki, ze nie powinien prowadzi¢
do odrzucenia jej zastosowania w praktyce. Zatozenie to
moze zosta¢ obalone poprzez stwierdzona silng nierow-
nowage sprzezen. Uzyskane tutaj wartoSci LD na po-
ziomie bliskim zera wskazuja, ze wplyw nierownowagi
sprzezen na prawdopodobiefnstwa zgodnosci przy bada-
niach prowadzonych z zastosowaniem zestawu SGM Plus
moze by¢ rzeczywiscie pomijany.

Jak pokazano w tabeli V, uzyskana warto§¢ wspot-
czynnika wsobnosci ma bardzo ograniczony wpltyw na
czgsto§¢ profilu DNA, ktory jest czgsty w populacji.
Wptyw wspodtczynnika wsobnosci na czgstos¢ rzadkich
profili DNA jest bardziej znaczacy, ale nawet w takich
przypadkach nie ma to wigkszego znaczenia sadowego
w zwiazku z bardzo wysoka sita dyskryminacji, jaka za-
pewnia analiza loci wchodzacych w sktad zestawu SGM
Plus.

5. Whnioski

Niniejsza praca przedstawia wyniki badan prowadzo-
nych nad substruktura populacji z zastosowaniem roz-
nych metod analizy statystycznej. Pozwolito to na obli-
czenie roznych parametrow charakteryzujacych badana
populacjg.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze cata populacja
w niewielkim stopniu odbiega od stanu réwnowagi Har-
dy’ego-Weinberga. Srednia warto$¢ wspélezynnika wsob-
nosci Fsr = 0,0039 jest wzglednie wysoka w poréwnaniu
z warto$cig uzyskana poprzez pordwnanie wigkszej pro-
by populacyjnej z terenu Polski, co wskazuje na bardzo
nieznaczne zréznicowanie populacji Polski potudniowe;j
mimo bardzo zlozonej historii osadnictwa na tych tere-
nach.

Uzyskana warto$¢ parametru Fst ma bardzo ograni-
czony wplyw na obliczenia czestosci profilu DNA, ktory
pojawia si¢ w populacji z wysoka czgstoscia, ale jest bar-
dziej znaczaca w przypadku rzadkich profili DNA. Tym
niemniej nawet w przypadku rzadkiego profilu DNA nie
ma to znaczenia dla badan sadowych ze wzglgdu na wy-
soka sit¢ dyskryminacji panelu loci SGM Plus. Z drugiej
jednak strony zastosowanie wspotczynnika wsobnos$ci

charakterystycznego dla danej populacji do obliczenia
prawdopodobienstwa zgodnosci byloby korzystne dla
oskarzonego.

Inng przyczyna stabo zaznaczonego zrdéznicowania
analizowanej populacji moze by¢ niska czulo$¢ panelu
loci zawartego w zestawie SGM Plus do detekcji poten-
cjalnej substruktury populacji. Wydaje si¢ zatem, ze ko-
nieczne jest przeprowadzenie dalszych, precyzyjniej-
szych badan populacyjnych z zastosowaniem bardziej
informatywnych markerow, jak na przyktad loci STR
chromosomu Y lub odpowiedni panel markeréw typu
SNP. W cytowanej powyzej pracy Zarrabaitia i in. wy-
kazano, ze warto$ci Fst uzyskane dla /oci STR chromo-
somu Y byly 10-krotnie wyzsze niz uzyskane dla loci
STR autosomalnych. Taki wynik potwierdza wyzsza
uzyteczno$¢ markerow ChrY-STR w badaniach nad
struktura populacji.
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