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4 OSIAGNIECIE NAUKOWE (zgodnie z art. 15 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki - Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.)

Podstawe do ubiegania sie o stopien naukowy doktora habilitowanego stanowi
osiagniecie pod tytutem ,Analiza polimorfizmu w genach kandydujacych w aspekcie
przydatno$ci w doskonaleniu cech uzytkowos$ci mlecznej bydia”, udokumentowane

jednotematycznym cyklem nastepujacych publikacji:

Publikacja IF P
H1 Kulig H., Kmie¢ M., Kowalewska-fuczak ., Andziak G., Effect of leptin 0,342 10
gene polymorphisms on milk production traits of Jersey cows, Turkish (20)

Journal of Veterinary and Animal Sciences, 2009, 33(2), 143-146

Indywidualny wktad (75%): sformutowanie hipotezy badawczej, zaplanowanie badan,
udziat w przygotowaniu bazy danych do analizy statystycznej, optymalizacja testéw
molekularnych, wiodacy udziat w izolowaniu DNA i przeprowadzeniu badan
laboratoryjnych, analiza i interpretacja uzyskanych wynikéw, napisanie i
przygotowanie manuskryptu do druku

H2 Kulig H., Kmie¢ M., Wojdak-Maksymiec K., Associations between leptin 0,534 27
gene polymorphisms and somatic cell count in milk of Jersey cows, Acta (20)
Veterinaria Brno, 2010, 79(2), 237-242

Indywidualny wktad (75%): sformutowanie hipotezy badawczej, zaplanowanie badan,
udziat w przygotowaniu bazy danych do analizy statystycznej, optymalizacja testéw
molekularnych, wiodacy udziat w izolowaniu DNA, przeprowadzenie badan
laboratoryjnych, analiza i interpretacja uzyskanych wynikéw, napisanie i
przygotowanie manuskryptu do druku

H3 Kulig H., Kowalewska-Luczak I., Kmie¢ M., Wojdak-Maksymiec K., 1,190 20
ANXA9, SLC27A3, FABP3 and FABP4 single nucleotide polymorphisms (25)
in relation to milk production traits in Jersey cows, Czech Journal of
Animal Science, 2010, 55(11), 463-467
Indywidualny wktad (70%): sformutowanie hipotezy badawczej, zaplanowanie badan,
udzial w przygotowaniu bazy danych do analizy statystycznej, optymalizacja testoéw
molekularnych, wiodacy udziat w izolowaniu DNA, przeprowadzenie badan
laboratoryjnych, analiza i interpretacja uzyskanych wynikéw, napisanie i
przygotowanie manuskryptu do druku

H4 Kulig H., Kowalewska-Luczak I., Kmie¢ M., Effect of SCD SNPs on milk 0,519 20
production traits of Jersey cows (Brief Report), Archiv fiir Tierzucht, (20)
2010,53(1),116-118

Indywidualny wktad (75%): sformutowanie hipotezy badawczej, zaplanowanie badan,
udzial w przygotowaniu bazy danych do analizy statystycznej, optymalizacja testu
molekularnego, wiodacy udziat w izolowaniu DNA, przeprowadzenie badan
laboratoryjnych, analiza i interpretacja uzyskanych wynikéw, napisanie i
przygotowanie manuskryptu do druku

H5 Kulig H., Kowalewska-Luczak I, Zukowski K., Kruszynski W., FABP3, 0,427 15
FABP4 and ANXA9 SNP genotypes in relation to breeding values for (15)
milk production traits in Polish Holstein-Friesian cows, Russian Journal
of Genetics, 2013, 49(8), 852-856
Indywidualny wktad (65%): sformutowanie hipotezy badawczej, zaplanowanie badan,
udziat w pozyskaniu materiatu badawczego, wiodacy udziat w przygotowaniu bazy
danych do analizy statystycznej i izolowaniu DNA, opracowanie i/lub optymalizacja
testow molekularnych, przeprowadzenie badan laboratoryjnych, analiza i interpretacja
uzyskanych wynikéw, napisanie i przygotowanie manuskryptu do druku
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H6 Kulig H., Kowalewska-Luczak I, Zukowski K., Kunicka M., SCD1 SNP in 6 (6)
relation to breeding value of milk production traits in Polish Holstein-
Friesian cows, Acta Scientiarum Polonorum, Zootechnica, 2013, 12 (1),
41-48
Indywidualny wktad (70%): sformutowanie hipotezy badawczej, zaplanowanie badan,
udziat w pozyskaniu materiatu badawczego, wiodacy udziat w przygotowaniu bazy
danych do analizy statystycznej i izolowaniu DNA, opracowanie i/lub optymalizacja

testdw molekularnych, przeprowadzenie badan laboratoryjnych, analiza i interpretacja
uzyskanych wynikdw, napisanie i przygotowanie manuskryptu do druku

H7 Kulig H., Kowalewska-Luczak ], Zukowski K., Kunicka M., Kruszynski 0,918 25
W., SLC27A1 SNPs in relation to breeding value of milk production (25)
traits in Polish Holstein-Friesian cows, Animal Science Papers and
Reports, 2013,31 (4), 273-279
Indywidualny wktad (65%): sformutowanie hipotezy badawczej, zaplanowanie badan,
udziat w pozyskaniu materiatu badawczego, wiodacy udziat w przygotowaniu bazy
danych do analizy statystycznej i izolowaniu DNA, opracowanie i/lub optymalizacja

testdw molekularnych, przeprowadzenie badan laboratoryjnych, analiza i interpretacja
uzyskanych wynikédw, napisanie i przygotowanie manuskryptu do druku

118

Ogotem 3,930 (131)

IF - Impact Factor wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania;
P - liczba punktéw wg wykazu czasopism punktowanych MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania (w nawiasach
punktacja z dnia 17.12.2013)

Oswiadczenia wspoétautoréw przedstawionych wyzej prac naukowych wraz z okresleniem ich

indywidualnego udziatu wykazano w zataczniku 7.
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4.1 WPROWADZENIE I CEL NAUKOWY

Celem programow hodowlanych jest uzyskanie postepu genetycznego dla cech o
znaczeniu ekonomicznym. Celem hodowcéw jest okreslenie, ktore cechy wymagaja poprawienia
i opisanie wzglednej waznosci kazdej z tych cech. Cechami podlegajacymi ciggtemu
doskonaleniu u bydta mlecznego s3, z racji kierunku uzytkowania, wydajnos¢ i jako$¢ mleka,
przy czym szczeg6lny nacisk ktadzie sie na poprawe jego jakosci. Biatko i tluszcz zawarte w
mleku majg bowiem duzy wptyw na odzywcze, technologiczne i sensoryczne wtasciwosci mleka
oraz powstatych z niego produktéw. Duzg uwage przywigzuje sie takze do monitorowania i
obnizania liczby komoérek somatycznych w mleku; nalezy przy tym uwzgledni¢, Zeby nie zostaty
przekroczone granice uwazane za fizjologiczne (25-50 tysiecy w 1 ml). PodwyzZszona ilo$¢
komorek somatycznych w mleku towarzyszy zapaleniu wymienia, ktére przyczynia sie do strat
ekonomicznych w przemysle mleczarskim. Powoduje obniZenie wydajnosci mleka oraz zmiane

jego sktadu, a takze wigze sie z ponoszeniem naktaddéw na leczenie zwierzat.

Cechy zwigzane z uzytkowaniem mlecznym bydta, jak wiekszo$¢ biologicznie i
ekonomicznie istotnych cech zwierzat gospodarskich, sg cechami ilo$ciowymi. Ich zmienno$¢
jest kontrolowana przez wiele loci (tzw. loci cech ilosciowych - QTLs, quantitative trait loci), z
ktérych kazde jest odpowiedzialne za cze$¢ ogdlnej zmiennos$ci, aczkolwiek udziat niektérych z
nich moze by¢ bardziej znaczagcy w poréwnaniu z innymi. Zidentyfikowanie loci z duzym
efektem moze ulatwi¢ wyttumaczenie zmiennosci w zakresie analizowanych cech uzytkowych i
stanowi¢ dodatkowg informacje, ktéra moglaby by¢ wilaczona do programéw tradycyjnej

selekcji materiatu hodowlanego.

Dostepno$¢ narzedzi molekularnych oraz rozwdj wysyconych map markerowych, jak
réwniez potencjalna korzy$¢ badan genomu dla postepu genetycznego, prowadzity do licznych
eksperymentéw majacych na celu wykrywanie QTL. W przypadku bydta o mlecznym kierunku
uzytkowania najwiekszy nacisk potozono na wykrycie QTL odpowiedzialnych za produkcje
mleka oraz procesy fizjologiczne, ktére mogg oddziatywa¢ na cechy uzytkowo$ci mlecznej. W
efekcie wielu badan, QTL dla cech uzytkowos$ci mlecznej zmapowano w kazdym autosomie
bydta, przy czym najwiecej w 6 i 14 [Ogorevc i wsp. 2009]. Duzg popularno$¢ zdobyto podejscie
zmierzajace do identyfikacji mutacji w genach kandydujacych. Geny te mogg by¢ wybierane na
podstawie zaangazowania ich produktow w rozwdj lub fizjologie interesujacych cech
(funkcjonalne geny kandydujace) lub sposréd sasiadujacych z wezesniej zidentyfikowanymi loci
cech ilo$ciowych (pozycyjne geny kandydujace). Takie podejscie utatwia odkrywanie i
lokalizowanie genéw o duzym efekcie (a w szczegdlnosci mutacji funkcjonalnych w ich obrebie)

dla cech ilo$ciowych.
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Strategie genow kandydujacych stosuje sie w odniesieniu do réznych genéw, ktérych
produkty moga mie¢ wplyw na ksztaltowanie cech uzytkowych bydia. U bydta mlecznego
intensywnie analizuje sie m.in. geny kodujace biatka mleka (np. aS1-kazeine,), niektére hormony
(np. leptyne, hormon wzrostu), czy tez czynniki transkrypcyjne (np. PIT-1). Stwierdzono
statystycznie istotne zalezno$ci miedzy polimorfizmem w tych genach a cechami uzytkowosci
mlecznej. Innymi genami kandydujacymi, ktdre cieszg sie duzym zainteresowaniem sg geny
kodujace enzymy zwigzane z metabolizmem kwaséw ttuszczowych. Jednym z takich genéw jest
DGAT1, ktorego produkt, acylotransferaza diacyloglicerolowa 1, katalizuje ostatni etap syntezy
triglicerydéw. W obrebie genu DGAT1 zidentyfikowano SNP skutkujacy niekonserwatywnym
podstawieniem lizyny alaning w pozycji 232 (K232A) polipeptydu i stwierdzono w zbadanych
populacjach bydta mlecznego, Ze ma ono silny wpltyw na cechy uzytkowosci mleczne;.
Wykazano, ze wariant K zwigzany jest ze zwiekszeniem wydajnos$ci i zawartos$ci ttuszczu w
mleku, natomiast A - ze zwiekszeniem wydajnosci mleka [np. Komisarek i wsp. 2004]. Dlatego
gen DGATI1 rozpatrywany jest jako gen o duzym efekcie. Lista badanych genéw kandydujacych,
ktére analizowane sg ze wzgledu na peiniong przez ich produkty funkcje, obejmuje takze geny
kodujace biatka wigzace oraz transportujace kwasy ttuszczowe, a takze wiele innych. Badania te

sg jednak w wielu przypadkach na poczatkowym etapie.

Wsrdd szerokiej gamy gendw, ktére moglyby utatwi¢ wyttumaczenie zmiennosci cech
uzytkowos$ci mlecznej bydla, a przez to okazaé sie przydatne we wczesnej selekcji bydta
mlecznego, na szczeg6lne zainteresowanie moga zastugiwac geny kodujace leptyne, desaturaze
stearoilo-CoA, biatka wiazace kwasy ttuszczowe 3 i 4, biatka transportujace kwasy ttuszczowe

(SLC27A11iSLC27A3) oraz aneksyne A9.

Leptyna jest hormonem polipeptydowym produkowanym gtéwnie przez komorki
ttuszczowe. Bierze udziat w utrzymaniu bilansu energetycznego poprzez regulacje pobierania
pokarmu i wydatkowania energii. Zaangazowana jest w metabolizm glukozy i lipidéw. Znany jest
takze udziat leptyny w dziataniu uktadu odpornosciowego. Ponadto, wptywa na funkcjonowanie
uktadu wewnagtrzwydzielniczego i procesy zwiazane z reprodukcjg [Houseknecht i wsp. 1998].
Uwaza sie, Ze leptyna moze informowaé¢ podwzgdrze o wystarczajacych rezerwach energii na
potrzeby dojrzewania ptciowego i reprodukcji, co moze zagwarantowac¢ skuteczng cigze i laktacje
[McFadin i wsp. 2002]. Gtéwnym miejscem ekspresji genu leptyny i syntezy leptyny jest biata
tkanka tluszczowa. Mniejsze ilosci leptyny s3 takze syntetyzowane w gruczole mlekowym w
czasie laktacji. Leptyna produkowana w gruczole mlekowym jest wydzielana do mleka, co
stwierdzono m.in. u bydta, owcy, cztowieka, szczura czy myszy. Ekspresja genu leptyny i
wydzielanie leptyny sg regulowane harmonijnym wspoétdziataniem wielu hormondw, ktére sa
takze zaangazowane w réznicowanie i czynno$¢ gruczotu mlekowego oraz laktacje, a sg to m.in.:

estradiol, prolaktyna czy insulina. Wptyw ma réwniez Zywienie, a takze neuroprzekazniki i
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cytokiny [Houseknecht i wsp. 1998]. Gen kodujacy leptyne zmapowano w chromosomie 4 bydta
[Stone i wsp. 1996], a w jego obrebie zidentyfikowano wiele miejsc polimorficznych [Pomp i wsp.
1997; Haegeman i wsp. 2000; Buchanan i wsp. 2002]. Niektére polimorfizmy powigzano z
cechami zwigzanymi z uzytkowaniem bydta miesnego i mlecznego. Stwierdzono istotne
zaleznosSci m.in. z zawartoscia thuszczu w tuszy, stopniem marmurkowatosci, Srednim dobowym
przyrostem masy ciata [Buchanan i wsp. 2002; Schenkel i wsp. 2005] u niektérych ras bydta
miesnego, a takze wydajnosciag mleka i innymi cechami uzytkowos$ci mlecznej oraz cechami
zwigzanymi z reprodukcjg [Liefers i wsp. 2002; Buchanan i wsp. 2003; Komisarek i Antkowiak
2007] u bydta o mlecznym kierunku uzytkowania. Jednak w niektoérych przypadkach wyniki sa
do$¢ niejednoznaczne, a informacje na temat zalezno$ci miedzy polimorfizmami a liczbg

komérek somatycznych sg bardzo ubogie.

W gruczole mlekowym przezuwaczy stwierdzono ekspresje genéw kodujacych enzymy,
ktére pelnig role w syntezie i przemianie kwaséw ttuszczowych, a do ktérych zaliczy¢é mozna
m.in. desaturaze stearoilo-CoA (SCD). SCD jest kluczowym enzymem odpowiedzialnym za
desaturacje kwasow ttuszczowych w gruczole mlekowym i innych tkankach. Enzym ten
wprowadza podwédjne wigzanie cis miedzy 9 a 10 weglem powodujac przeksztatcenie $rednio- i
dtugotancuchowych kwas6w nasyconych w ich nienasycone odpowiedniki; przyczynia sie to do
utrzymania ptynno$ci mleka. Produkty powstajace w efekcie aktywnosci SCD stuzg jako
substraty do syntezy réznych lipidéw [Ntambi i Myazaki 2004]. Inng konsekwencjg dziatania
SCD jest synteza cis-9 i trans-11 CLA z kwasu wakcenowego [Taniguchi i wsp. 2004]. Aktywno$¢
SCD w gruczole mlekowym jest jednym z czynnikéw wptywajgcych na proporcje nienasyconych
kwaséw ttuszczowych w mleku bydta [Jacobs i wsp. 2011]. W regulacje aktywnosci SCD
zaangazowane s3 m.in. leptyna i insulina [Biddinger i wsp. 2006]. W zmapowanym w
chromosomie 26 bydila genie kodujacym izoforme 1 SCD (SCD1) [Campbell i wsp. 2001]
zidentyfikowano 3 SNP w obrebie 3'UTR [Jiang i wsp. 2008] oraz 3 SNP w eksonie 5[Taniguchi i
wsp. 2004]. Stwierdzono istotne zalezno$ci miedzy polimorfizmem g.10329C>T a indeksem
desaturacji i sktadem kwaséw ttuszczowych w mleku [Mele i wsp. 2007; Schennink i wsp. 2008]
oraz tuszy [Taniguchi i wsp. 2004; Li i wsp. 2011; Orru i wsp. 2011] réznych ras bydta. SNP z
3’'UTR powigzano z gruboscig ttuszczu srédmiesniowego bydta wagyu x limousin [Jiang i wsp.
2008]. Niewiele jest natomiast danych dotyczacych analizy SNP w odniesieniu do cech

uzytkowo$ci mlecznej bydta.

Sktadniki mleka syntetyzowane sg w komoérkach nabtonkowych gruczotu mlekowego z
substratow pochodzacych z osocza krwi. Substratami do syntezy lipidow sg kwasy thuszczowe,
ktére wigza sie z odpowiednimi biatkami (FABP - fatty acid binding proteins). FABP s3g rodzing
matych cytoplazmatycznych biatek, ktore wigza diugotanicuchowe kwasy ttuszczowe (LCFA) i

inne hydrofobowe ligandy. Jak dotad, zidentyfikowano 9 réznych cztonkéw tej rodziny biatek,
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FABP1-FABPO. Ich gléwne funkcje obejmujg wychwytywanie, transport i metabolizm kwaséw
ttuszczowych. Sg zaangazowane w transport kwaséw ttuszczowych z btony cytoplazmatycznej
do miejsc ich B-oksydacji, a takze syntezy triglicerydéw lub fosfolipidéw. Biatka FABP mogg
modulowac¢ stezenie kwasow ttuszczowych w komoérce i w ten sposéb wpltywaé na rdzne
procesy komoérkowe, a szczeg6lnie metabolizm lipidéw [Roy i wsp. 2003; Michal i wsp. 2006].
Biatka te sg obecne w rdéznych tkankach z duzym zapotrzebowaniem na kwasy tluszczowe,
takich jak miesien sercowy, miesnie szkieletowe, gruczot mlekowy w czasie laktacji czy tkanka
ttuszczowa. W gruczole mlekowym stwierdzono wysoki poziom ekspresji genu kodujacego
biatko FABP3, aczkolwiek wykazano takze obecno$¢ biatka FABP4. We wczesnym okresie
laktacji, obserwuje sie znaczace zwiekszenie ekspresji FABP4 w bydlecym gruczole mlekowym,
jednak jest ona znacznie mniejsza w poréwnaniu z ekspresjag FABP3. Stwierdzono, ze FABP3
odgrywa najwazniejsza role w syntezie ttuszczu w gruczole mlekowym bydta w poréwnaniu z
innymi FABP. Gen FABP3 zmapowano w chromosomie 2 bydta i wykryto kilka SNP w obrebie
sekwencji kodujacych i niekodujacych [Wu i wsp. 2005; Cho i wsp. 2008]. Analizowano
zalezno$ci miedzy niektérymi SNP a cechami tuszy bydta, jednak nie stwierdzono ich wptywu na
powyzsze cechy [Cho i wsp. 2008]. Gen FABP4 zmapowano w chromosomie 14 bydta [Michal i
wsp. 2006] i zidentyfikowano w nim polimorfizmy typu SNP oraz insdel w obrebie promotora,
eksondw, intronéw i 5'UTR [Michal i wsp. 2006; Cho i wsp. 2008]. Stwierdzono statystycznie
istotnie zaleznos$ci miedzy kilkoma SNP a cechami tuszy (ciezarem, stopniem marmurkowatosci,
gruboscig ttuszczu podskoérnego, zawartos$cia niektdrych kwaséw tluszczowych w tluszczu
$rodmiesniowym) bydta miesnego [Michal i wsp. 2006; Cho i wsp. 2008]. W przypadku obu
genow nie znaleziono danych na temat analizy zaleznos$ci miedzy wariantami polimorficznymi a

cechami uzytkowosci mlecznej bydta.

Transport kwaséw ttuszczowych wspomagany jest przez specyficzne biatka
transportujace. Szczegdlng role peini tu rodzina Srédbtonowych biatek SLC27 (solute carrier
family 27; 27 rodzina no$nikéw substancji rozpuszczonych), znana réwniez jako FATP (fatty
acid transport protein), ztozona z 6 cztonkéw SLC27A1-6. Ich podstawowa funkcjg jest
aktywowanie i utatwienie transportu dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych przez btone
cytoplazmatyczna. Nalezace do tej rodziny biatko SLC27A1 wykazuje aktywnos$¢ enzymatyczng
zblizong do syntetazy acylo-CoA [Hall i wsp. 2003]. Stymulowane przez insuline
przemieszczenie sie SLC27A1 z wnetrza komorki do btony komoérkowej, zbiega sie ze
zwiekszonym wychwytem LCFA, co wskazuje na wazng role tego biatka w utrzymaniu
réwnowagi energetycznej. Badania prowadzone na SLC27A3 sugerujg jego role w metabolizmie
kwasow tluszczowych w komérkach $rédbtonka [Anderson i Stahl 2013]. Ciggle nie uzyskano
natomiast dowodéw na jego role w transporcie kwasow ttuszczowych. Innym biatkiem

zwigzanym z btong cytoplazmatyczng jest aneksyna A9 (ANXA9), ktora nalezy do rodziny biatek
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wiazacych fosfolipidy w sposéb zalezny od Ca*2 [Calvo i wsp. 2006]. Aneksyny peig rézne
funkcje w komorce, m.in. biorg udzial w przetwarzaniu sygnatu, endocytozie, transporcie
pecherzykowym, tworzeniu kanatéw wapniowych, czy regulacji odpowiedzi zapalnej w cyklu
komoérkowym. ANXA9 uznana jest za szczeg6lne biatko w tej rodzinie, ktérego aktywno$¢ nie
jest regulowana przez Ca*2 Ekspresje genoéw SLC27A1, SLC27A3 oraz ANXA9 stwierdzono w
réznych tkankach, szczeg6lnie w tych, ktére charakteryzuje gwattowny metabolizm kwaséw
ttuszczowych, m.in. w tkankach gruczotu mlekowego w czasie laktacji [Calvo i wsp. 2006;
Ordovas i wsp. 2006]. Geny kodujace ANXA9 i SLC27A3 zmapowano w chromosomie 3 bydta, a
gen SLC27A1 w chromosomie 7. W obrebie kazdego z tych genéw zidentyfikowano miejsca
polimorficzne, w obrebie sekwencji kodujgcych i niekodujacych [Calvo i wsp. 2006]. Martinez-
Royo i wsp. [2010] analizowali zalezno$ci miedzy polimorfizmem w genie ANXA9 oraz SLC27A3
a cechami uzytkowos$ci mlecznej bydta i jest toprawdopodobnie jedyna dostepna publikacja z
tego zakresu badan. Polimorfizm w genie SLC27A1 w odniesieniu do cech uzytkowosci mlecznej
bydta analizowany byl natomiast przez Ordovas i wsp. [2008] oraz Lv i wsp. [2011],
odpowiednio u bydta ras holsztynsko-fryzyjskiej i chinskiej holsztynskiej.

Rola biologiczna biatek kodowanych przez omawiane geny, obecno$¢ transkryptow w
gruczole mlekowym, jak roéwniez lokalizacja chromosomowa, wskazuja na zasadno$¢
rozpatrywania ich w kategorii genéw kandydujacych dla cech zwigzanych z uzytkowaniem
mlecznym bydta. Wyniki prac dotyczacych analizy zaleznos$ci miedzy polimorfizmem w
omawianych genach a cechami uzytkowo$ci mlecznej s3 w niektérych przypadkach
niejednoznaczne, w niektérych natomiast brak dostepnych wynikéw z tego zakresu lub jest ich
niewiele i dotyczg innych ras bydta. W celu zweryfikowania istniejgcej wiedzy na ten temat oraz

jej uzupetienia podjete zostaly badania, w ramach ktorych:

e oszacowano frekwencje alleli i genotypow SNP zlokalizowanych w genach: LEP, FABP3,
FABP4, ANXA9, SLC27A1, SLC27A3 i SCD1 w stadach kréw rasy jersey (181 osobnikéw)

oraz polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej (975 osobnikéw);

e analizowano zaleznoSci miedzy genotypami a warto$cig cech uzytkowosci mlecznej
(wydajno$¢ mleka, wydajno$¢ biatka, wydajnos$¢ thuszczu, zawarto$¢ biatka i zawarto$¢
ttuszczu), liczbg komérek somatycznych w mleku oraz wartosciag hodowlang dla cech

uzytkowo$ci mlecznej kréw nalezgcych do wyzej wymienionych ras.
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W badaniach uwzgledniono nastepujace miejsca polimorficzne:

» gen LEP - g.1180C>T (LEP/Kpnl, R4C, R25C) w eksonie 2, g.2059C>T (LEP/Sau3Al) w
intronie 2, g.3100T>C (LEP/Hphl, A59V, A80V) w eksonie 3 (U50365.1) opisane
odpowiednio przez Buchanan i wsp. [2002], Pomp i wsp. [1997] i Haegeman i wsp. [2000];

» gen SCD1 - g.10153G>A i g.10329C>T w eksonie 5 (AY241932) opisany przez Taniguchi i
wsp. [2004];

» gen FABP3 - tranzycje A>G w regionie niekodujagcym [Wu i wsp. 2005] - (brak informacji na
temat doktadnej lokalizacji);

» gen FABP4 - g.7516G>C w sekwencji niekodujacej (AAGC01136716) opisany przez Michal i
wsp. [2006];

» gen SLC27A1 - g.14996C>G w eksonie 3, g.14791C>T w eksonie 4 i g.14589A>G w eksonie 5
(AAFC03051286) opisane przez Ordovas i wsp. [2008];

> genSLC27A3 -2566C>T w eksonie 10 (AY995157) opisany przez Calvo i wsp. [2006];

» gen ANXA9 - 951A>G w eksonie 3 (AY785287) opisany przez Calvo i wsp. [2006].

Genotypy oznaczane byty w oparciu o metodyki dostepne w literaturze, aczkolwiek
dokonywane byly pewne modyfikacje w celu zoptymalizowania procedur. W przypadku
polimorfizmu w genach ANXA9, SLC27A1 i SLC27A3 dopasowano odpowiednie enzymy
restrykcyjne i zaprojektowano startery w oparciu o sekwencje dostepne pod wyzej
wymienionymi numerami akcesyjnymi. Analiza statystyczna przeprowadzona zostata przy
uzyciu programdw: Statistica wersja 7.1 oraz SAS wersja 9.3. Dane uzytkowe pochodzily z

dokumentacji hodowlanej stad prowadzonej w ramach kontroli uzytkowosci.

4.2 UZYSKANE WYNIKI

(H1) W stadzie 181 kréw rasy jersey analizowano polimorfizmy A59V oraz LEP/Sau3Al w
genie leptyny w odniesieniu do cech uzytkowosci mlecznej. Frekwencje genotypow i alleli byty
nastepujace: A59V CC - 0,52, CT - 0,40, TT - 0,08, C - 0,72, T - 0,28; LEP/Sau3Al CC - 0,30, CT -
0,57, TT - 0,13, C - 0,59, T - 0,41. W badaniach wykazano statystycznie istotne réznice w
wydajnosci mleka (P < 0,05), biatka (P < 0,05) i ttuszczu (P < 0,01) miedzy krowami z réznymi
genotypami A59V. Krowy z genotypem TT charakteryzowaty sie istotnie mniejszymi warto$ciami
tych cech niz krowy z genotypami CC i CT. Nie stwierdzono istotnych zalezno$ci miedzy
polimorfizmem LEP/Sau3Al a analizowanymi cechami. Jednak analizujgc iacznie obydwa
polimorfizmy jako genotypy kombinowane A59V/Sau3Al stwierdzono istotnie zaleznos$ci miedzy
niektérymi genotypami a zawarto$cig ttuszczu oraz sumg wydajnosci biatka i tluszczu. Istotnie
mniejszg warto$cig ostatniej cechy charakteryzowaty sie krowy z genotypem TT/CC w
poréwnaniu z krowami CC/TT oraz CT/CC.
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(H2) W tym samym stadzie kréw oszacowano zalezno$ci miedzy polimorfizmem R4C oraz
wyZej wymienionymi polimorfizmami (A59V oraz LEP/Sau3Al) a liczbg komérek somatycznych
(SCC - somatic cell count) w mleku. Wykazano statystycznie istotne (P < 0,01, P < 0,05) zaleznosci
miedzy genotypami R4C i LEP/Sau3Al rozpatrywanymi oddzielnie oraz genotypami
kombinowanymi (R4C/A59V, R4C/Sau3Al, A59V/Sau3Al) a sSrednig wartoscig In SCC. Najwieksza
iloscia komoérek somatycznych charakteryzowato sie mleko krow z genotypami R4C-TT,
LEP/Sau3Al-CC i LEP/Sau3AI-CT. Wyniki te potwierdzita analiza genotypéw kombinowanych, w
ktorej wykazano istotnie wiekszg warto$¢ In SCC u kréw TT/CC niz kréw z innymi genotypami
R4C/Sau3Al. Nie stwierdzono istotnych zalezno$ci miedzy polimorfizmem A59V a omawiang
cecha, aczkolwiek polimorfizm ten rozpatrywany tgcznie z pozostatymi wykazywat wplyw na
liczbe komorek somatycznych w mleku. Krowy R4C/A59V TT/CC charakteryzowatly sie istotnie
wiekszg wartos$cig In SCC, a krowy A59V/Sau3Al CT/TT istotnie mniejszg niz osobniki z innymi

genotypami.

(H3) Kolejne badania dotyczyty analizy SNP w genach ANXA9, SLC27A3, FABP3 oraz
FABP4 w powigzaniu z cechami uzytkowo$ci mlecznej. W stadzie krow jersey czesciej pojawiaty
sie allele ANXA9-A (0,56), FABP3-A (0,76) i FABP4-C (0,95), natomiast w przypadku SLC27A3
stwierdzono obecnos¢ jednego genotypu (CC). Wykazano istotne zalezno$ci miedzy genotypami
ANXA9 a liczbg komorek somatycznych, a takze miedzy genotypami FABP3 a zawartoScig
ttuszczu i biatka w mleku. Mleko kréw z genotypem ANXA9-GG charakteryzowalo sie istotnie
wiekszg wartos$cig In SCC (P < 0,01), a krow z genotypem FABP3-AA istotnie wiekszg zawarto$cia
biatka (P < 0,01 i P < 0,05) i ttuszczu (P < 0,01) w poréwnaniu z mlekiem kréw o innych
genotypach. Nie stwierdzono istotnych zalezno$ci miedzy polimorfizmem FABP4 a

rozpatrywanymi cechami, przy czym w stadzie nie zidentyfikowano osobnikéw z genotypem GG.

(H4) W stadzie krow rasy jersey oszacowano takze zalezno$ci miedzy SNP w genie SCD1
a cechami uzytkowos$ci mlecznej oraz liczbg komoérek somatycznych. W przypadku polimorfizmu
g-10153G>A czeSciej pojawial sie allel A (0,76), natomiast w przypadku polimorfizmu
g-10329C>T - allel C (0,74). Nie stwierdzono istotnych zalezno$ci miedzy badanymi
polimorfizmami a cechami uzytkowos$ci mlecznej. Aczkolwiek genotypy g.10329C>T wptywaty
istotnie na liczbe komoérek somatycznych. Krowy TT charakteryzowaly sie istotnie wiekszg (P <

0,01) wartoscig In SCC w poréwnaniu z krowami CCi TC.

(H5) Polimorfizm g.10329C>T w genie SCD1 analizowany byt rowniez w stadzie krow
rasy polskiej holsztynisko-fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej w aspekcie ewentualnego wptywu
na warto$¢ hodowlang dla cech uzytkowos$ci mlecznej. Frekwencja cze$ciej pojawiajacego sie
allelu C wynosita, podobnie jak w stadzie jersey, 0,74. Stwierdzono istotne zaleznosci miedzy
genotypami a warto$cia hodowlang dla zawartosci tluszczu (P < 0,01) i zawarto$ci biatka w

mleku (P < 0,01). Istotnie wiekszymi wartosciami tych cech charakteryzowaty sie krowy z
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genotypem TT w poréwnaniu z krowami CC. Jednak po zastosowaniu poprawki Bonferroni’ego

istotne réznice utrzymaty sie jedynie w przypadku zawartosci biatka (P < 0,01).

(H6) W tym samym stadzie krow przeprowadzono takze analize zalezno$ci miedzy
polimorfizmem w genach ANXA9, FABP3 oraz FABP4 a wartoscia hodowlang dla cech
uzytkowosci mlecznej. Frekwencje czeSciej wystepujacych alleli wynosilty ANXA9*A - 0,71,
FABP3*G - 0,74 i FABP4*C - 0,75. Stwierdzono istotne zalezno$ci miedzy polimorfizmem w genie
ANXA9 a warto$cig hodowlang dla zawartosci ttuszczu (P < 0,01), co potwierdzone zostato po
poprawce Bonferroni’ego. Krowy z genotypem GG charakteryzowaly sie istotnie mniejsza
warto$cia tej cechy niz krowy z innymi genotypami. W przypadku polimorfizmu w genie FABP3
réznice w wartosciach analizowanych cech miedzy krowami nalezgcymi do réznych grup
genotypowych nie zostaly potwierdzone statystycznie. Analizujgc polimorfizm w genie FABP4
zaobserwowano obecno$¢ wszystkich genotypéw, aczkolwiek frekwencja genotypu GG
(niezaobserwowanego we wcze$niejszych badaniach w stadzie jersey) byta niewielka i wynosita
jedynie 0,04. Polimorfizm FABP4 powigzano z cechami biatka (P < 0,01 i P < 0,05), przy czym
istotnie wyzszg warto$¢ hodowlang dla wydajnos$ci i zawartosci biatka stwierdzono w mleku
kréw z genotypem GG. Po korekcie Bonferroni’ego istotne zaleznos$ci potwierdzity sie tylko w

przypadku warto$ci hodowlanej dla zawartos$ci biatka w mleku (P < 0,01).

(H7) Badania prowadzone w stadzie kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany
czarno-biatej uzupetniono o analize miejsc polimorficznych w genie SLC27A1 w aspekcie ich
ewentualnego wpltywu na warto$¢ hodowlang dla cech uzytkowosci mlecznej. Frekwencje
czesciej wystepujacych alleli byty nastepujace: G - 0,80 (g.14996C>G), T - 0,64 (g.14791C>T)i G -
0,70 (g.14589A>G). Stwierdzono istotne zalezno$ci miedzy genotypami g.14791C>T a wartoS$cig
hodowlang dla zawartosci biatka w mleku (P < 0,01). Istotnie wieksza wartoscig tej cechy
charakteryzowaty sie krowy z genotypem CC w poréwnaniu z krowami TT, co potwierdzone
zostalo po poprawce Bonferroni’ego. Dwa pozostate polimorfizmy nie wptywaty istotnie na

badane cechy.

4.3 ANALIZA UZYSKANYCH WYNIKOW ORAZ ICH EWENTUALNE WYKORZYSTANIE

Analizowany w genie leptyny SNP g.1180C>T (LEP/Kpnl) generuje niekonserwatywne
podstawienie argininy cysteing (R25C w syntetyzowanym polipeptydzie, R4C w dojrzatym biatku),
ktore moze wptywaé na strukture trzeciorzedowsg i funkcje biatka. Sugeruje sie, Ze obecnos$¢
cysteiny w helisie A moze zaktdcaé wiagzanie leptyny do receptora oraz wptywac na destabilizacje
mostka dwusiarczkowego. Co wiecej, stwierdzono wyzszy poziom mRNA leptyny u bydta
homozygotycznego TT [Buchanan i wsp. 2002]. Przemawia to za funkcjonalnym efektem tego

polimorfizmu, ktory stat sie przedmiotem wielu badan. W badaniach prowadzonych na bydle ras
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mlecznych czesciej obserwowano allel C, co potwierdzone zostato w badanym stadzie rasy jersey
(H2). Jednak uzyskiwano niejednoznaczne wyniki badan asocjacyjnych. Madeja i wsp. [2004] nie
stwierdzili zalezno$ci miedzy tym polimorfizmem a cechami zwigzanymi z uzytkowoscig mleczng
u bydta rasy holsztynisko-fryzyjskiej. Natomiast Buchanan i wsp. [2003] powiazali genotyp TT z
istotnie wyzsza wydajnoscig mleka i biatka krow rasy holsztynskiej. Pojawily sie tez prace
analizujgce polimorfizm w genie leptyny w odniesieniu do komoérek somatycznych w mlekuy,
ktérych podwyzszona ilos¢ wigze sie ze zmiang jako$ci mleka i jest wskaZnikiem podklinicznej
postaci zapalenia wymienia. Warto tu wspomnie¢ o wptywie leptyny na funkcjonowanie uktadu
immunologicznego. Wykazano, Ze posredniczy ona w proliferacyjnej oraz antyapoptotycznej
aktywnosci limfocytow T i monocytow, a takze przyczynia sie do wydzielania prozapalnych
cytokin. Stwierdzono réwniez podwyzszone stezenie leptyny we krwi w czasie infekcji i proceséw
zapalnych [Matarese i wsp. 2005]. Wyniki zaprezentowane w pracy H2 sugeruja istotny wptyw
polimorfizmu R4C na liczbe komoérek somatycznych w mleku kréw rasy jersey i w chwili
opublikowania byly to prawdopodobnie pierwsze dane na ten temat u bydta tej rasy. Istotnie
wiekszg wartos$cig In SCC charakteryzowaty sie krowy z genotypem TT niZ osobniki z innymi
genotypami. Podobne wyniki uzyskali Buchanan i wsp. [2003] w badaniach prowadzonych w
grupie krow rasy holsztynskiej. Natomiast w rownolegle opublikowanej pracy Komisarek i wsp.
[2010] nie stwierdzono wptywu tego polimorfizmu na warto$¢ hodowlang dla SCS buhajéw rasy

polskiej holsztynisko-fryzyjskiej.

Kolejny analizowany SNP g.3100T>C (LEP/Hphl) skutkuje konserwatywnym
podstawieniem alaniny waling (A80V w syntetyzowanym polipeptydzie, A59V w dojrzalym
biatku), przy czym obydwa aminokwasy posiadaja podobne niepolarne grupy alifatyczne. Zatem
mozliwo$¢ zmian strukturalnych biatka wynikajacych z istnienia tego polimorfizmu wydaje sie
mato prawdopodobna. Mozna jednak przypuszczac, ze SNP lezy w bliskim sgsiedztwie innego
polimorfizmu istotnie zwigzanego z cechami uzytkowos$ci mlecznej bydta. Niewiele jest badan na
temat QTL w chromosomie 4 bydta, zlokalizowanych w sasiedztwie genu leptyny. Lindersson i
wsp. [1998] wykryli jedynie QTL dla zawartos$ci biatka. Nie mozna jednak wykluczy¢ mozliwego
oddzialywania jeszcze nie odkrytych QTL w tym regionie na ksztattowanie sie cech uzytkowosci
mlecznej bydta. W dostepnych danych literaturowych z zakresu analizy polimorfizmu A59V w
genie leptyny w odniesieniu do cech uzytkowos$ci mlecznej, nie napotkano wynikéw dotyczacych
bydia rasy jersey. Stad wyniki zaprezentowane w pracy H1 mozna uznaé¢ za pierwsze z tego
zakresu badan. W badanym stadzie kréw jersey wykazano wyzsza frekwencje allelu € (inna
nazwa stosowana w literaturze to A) niz T (B) i generalnie znajduje to potwierdzenie w wynikach
wiekszosci badan dotyczacych tego polimorfizmu. W stadzie tym wykazano istotne zalezno$ci
miedzy polimorfizmem A59V a wydajnos$cia mleka, biatka i tluszczu, przy czym mniejszymi

warto$ciami tych cech charakteryzowaty sie krowy z genotypem TT niz krowy CC i CT. Natomiast
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Liefers i wsp. [2002] nie wykazali istotnego wptywu tego polimorfizmu na cechy uzytkowosci
mlecznej bydta rasy holsztynisko-fryzyjskiej. W badaniach prowadzonych przez Madeje i wsp.
[2004] na buhajach rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej, istotnie wieksze
wartos$ci hodowlane dla wydajno$ci mleka i biatka stwierdzono u zwierzat z genotypem TT. W
pracy H2 nie wykazano istotnych zaleznoSci miedzy polimorfizmem A59V a liczbg komorek
somatycznych w mleku kréw rasy jersey. Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi przez Komisarek i
wsp. [2010] w odniesieniu do warto$ci hodowlanej dla SCS buhajéw rasy polskiej holsztyrisko-

fryzyjskie;j.

Trzeci z badanych polimorfizméw w genie leptyny, LEP/Sau3Al, zlokalizowany jest w
obrebie sekwencji intronowej. Moze jednak wykazywa¢ wplyw na ekspresje genow, m.in.
poprzez oddzialywanie na wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych. Moze réwniez byc
zaangazowany w mechanizmy regulacyjne wykorzystujace elementy niekodujace gendw.
Ponadto, nie jest wykluczona mozliwo$¢ sprzezenia z innym polimorfizmem kontrolujacym cechy
uzytkowosci mlecznej bydta. W badaniach dotyczacych bydta mlecznego odnotowywano wyzsza
frekwencje allelu C (nazywanego tez A) niz T, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi w stadzie
krow rasy jersey, zaprezentowanymi w pracy H1. W pracy tej nie wykazano istotnych zaleznosci
miedzy polimorfizmem LEP/Sau3Al a cechami uzytkowosSci mlecznej kréw rasy jersey. Podobnie,
Madeja i wsp. [2004] nie powigzali genotypéw z warto$cia hodowlang dla cech uzytkowosci
mlecznej buhajow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej. Liefers i wsp. [2002] stwierdzili natomiast
zalezno$¢ miedzy tym polimorfizmem a cechami uzytkowosci mlecznej kréw rasy holsztynsko-
fryzyjskiej. Autorzy wykazali istotnie wyzszg wydajno$¢ mleka i biatka u osobnikéw
heterozygotycznych w poréwnaniu z krowami z genotypem CC (AA). Przeciwnie, w badaniach
prowadzonych przez Zwierzchowskiego i wsp. [2002] nie stwierdzono istotnych zalezno$ci
miedzy polimorfizmem LEP/Sau3Al a dzienng wydajnos$cig mleka, biatka i thuszczu. Stwierdzono
natomiast, Ze istnieje zalezno$¢ miedzy genotypami a procentowg zawartos$cig ttuszczu i biatka.
Wyniki zaprezentowane w pracy H2 sugerujg istotny wptyw polimorfizmu LEP/Sau3Al na liczbe
komorek somatycznych w mleku kréw rasy jersey. U kréw z genotypem TT stwierdzono istotnie
mniejszg warto$¢ In SCC niz u osobnikéw z innymi genotypami. Podobnie jak w przypadku
polimorfizmu R4C, sg to prawdopodobnie pierwsze dane na ten temat u bydta jersey. Réwniez nie
znaleziono w dostepnej literaturze danych dotyczacych analizy tego polimorfizmu w odniesieniu
do zawartoSci komoérek somatycznych w mleku kréow innych ras. Jak wida¢, w badaniach
polimorfizmu w genie leptyny w odniesieniu do cech zwigzanych z uzytkowaniem mlecznym
bydita obserwuje sie pewne rozbieznosSci w wynikach uzyskiwanych przez réznych autoréow.
Thumaczy¢ je moga rézne czynniki, w tym badana rasa, pte¢ osobnikéw, liczba zwierzat, czy
zastosowany model statystyczny. Utrudnia to interpretacje wynikow i wskazuje na potrzebe

szerszych badan w tym zakresie.
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Analizowana w pracach H4 i H5 tranzycja g.10329C>T w genie SCD1 generuje
podstawienie waliny alaning (A293V) w kodowanym biatku, a $cislej w jego trzecim regionie
bogatym w histydyne. Tanigushi i wsp. [2004] sugerujg mozliwo$¢ zmiany aktywnosci
katalitycznej enzymu w efekcie podstawienia aminokwaséw. Jednak ze wzgledu na ich
wilasciwosci, w tym na hydrofobowy charakter, wydaje sie to mato prawdopodobne. Substytucja
ta moze jednak w inny sposdb oddziatywac na ekspresje genu, czy tez strukture i funkcje biatka.
Gen SCD1 zmapowano w chromosomie 26 bydta w sasiedztwie QTL dla wydajnosci ttuszczu
[Gautier i wsp. 2006]. Mozna przypuszczac, ze analizowany SNP lezy w bliskim s3gsiedztwie innego
polimorfizmu istotnie zwigzanego z wydajnoscia tluszczu, badZ niewykrytego jeszcze
polimorfizmu wptywajacego na inne cechy uzytkowosci mlecznej. W badanych stadach kréw rasy
polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej i jersey wykazano wyzsza frekwencje
allelu g.10329*C i znajduje to potwierdzenie w wynikach innych badan dotyczacych tego
polimorfizmu. W pracy H5 stwierdzono istotne zalezno$ci miedzy polimorfizmem g.10329C>T a
wartos$cig hodowlang dla zawartosci biatka i ttuszczu w mleku kréw rasy polskiej holsztynisko-
fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej. Jednak po korekcie Bonferroni’ego potwierdzity sie wyniki
dotyczace zawarto$ci biatka. Istotnie wiekszg wartoScig tej cechy charakteryzowaty sie krowy z
genotypem TT w pordéwnaniu z krowami CC. Podobne wyniki uzyskali Alim i wsp. [2012]
analizujgc cechy uzytkowosci mlecznej w grupie kréow rasy chinskiej holsztynskiej. Autorzy
powigzali ponadto ten polimorfizm z wydajnoscig mleka, biatka i thuszczu, a najwieksze wartosci
tych cech wykazane zostaly u kréw z genotypem heterozygotycznym. Stwierdzono takze istotne
zalezno$ci miedzy powyzszym polimorfizmem a wydajnos$cig mleka i biatka krow rasy wtoskiej
holsztyniskiej [Macciotta i wsp. 2008], a takze warto$cig hodowlang dla zawartosci ttuszczu
buhajéw rasy polskiej holsztynisko-fryzyjskiej [Komisarek i Dorynek 2009]. Najwieksze wartoSci
tych cech obserwowane byty réwniez u osobnikéw z genotypem TT, aczkolwiek wyniki nie
zostaty potwierdzone po przeprowadzeniu korekty FDR (false discovery rate). W pracy H4 nie
potwierdzono wptywu polimorfizmu g.10329C>T na cechy uzytkowosci mlecznej w stadzie krow
rasy jersey. Stwierdzono natomiast istotne zalezno$ci miedzy genotypem a iloscia komdrek
somatycznych w mleku, z istotnie mniejsza wartoscig In SCC u osobnikéw z obecnoscig allelu C
w genotypie. Drugi z badanych SNP, g.10153G>A, nie wpltywat istotnie na zadng z analizowanych
cech. W dostepnym piSmiennictwie nie napotkano prac dotyczgcych analizy polimorfizmu w
genie SCD1 w odniesieniu do ilosci komoérek somatycznych w mleku, dlatego uzyskane wyniki
mozna uznac za pierwsze. Wymagaja jednak weryfikacji w badaniach prowadzonych na innych

stadach bydta.

Analizowane w pracach H3 i H6 SNP w genach FABP3 oraz FABP4 umiejscowione sg
wprawdzie poza sekwencjami kodujacymi oraz poza regionem promotora, jednak moga

wptywac na ekspresje genéw, wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych badz procesy sktadania
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[Woolfe i wsp. 2010]. Moga tez wplywaé¢ na mechanizmy regulacyjne angazujace elementy
niekodujace genéw. Gen FABP3 zmapowano w chromosomie 2 bydta, gdzie opisano QTL
wplywajace na wydajnos¢ i zawarto$¢ tluszczu w mleku [Roy i wsp. 2003]. Gen FABP4
zmapowano natomiast u bydta w chromosomie 14 [Michal i wsp. 2006], w regionie bogatym w
QTL m.in. dla zawartosci biatka w mleku [Schnabel i wsp. 2005; Ogorevc i wsp. 2009]. Moze by¢
zatem sprzezony z funkcjonalnymi polimorfizmami dla tej cechy. W przypadku polimorfizmu w
genie FABP3, stwierdzono istotne zalezno$ci miedzy genotypem a zawarto$ciag biatka i ttuszczu
w mleku kréw rasy jersey, przy czym najwieksze wartosci tych cech obserwowano u najliczniej
reprezentowanych osobnikéw z genotypem AA (H3). Nie powigzano natomiast tego
polimorfizmu z warto$cia hodowlang dla powyzszych cech kréow rasy polskiej holsztynsko-
fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej (H6). Aczkolwiek, stwierdzono istotnie wyzsza wartos$c
hodowlang dla wydajnosci tluszczu u kréw z genotypem GG w pordéwnaniu z krowami AG. Co
wiecej, w stadzie tym cze$ciej wystepowat allel G, co okazato sie zgodne z wynikami uzyskanymi
u bydla wagyu x limousin [Wu i wsp. 2005]. Powodem rozbieznos$ci w uzyskanych wynikach
moze by¢ badana rasa, réznice w liczebno$ci stad, jak rowniez zastosowany model statystyczny.
Ponadto, analizowane cechy prezentowane byly w warto$ciach fenotypowych badz
hodowlanych. W pracy H6 wykazano réwniez ze SNP w genie FABP4 wptywal istotnie na
wartos$¢ hodowlang dla zawartosci biatka w mleku kréw rasy polskiej holsztynisko-fryzyjskiej,
odmiany czarno-biatej. Najwiekszg wartos$cia tej cechy charakteryzowaty sie krowy z genotypem
GG. W pracy H3 nie stwierdzono natomiast istotnych zalezno$ci miedzy tym polimorfizmem a
cechami uzytkowos$ci mlecznej i iloscig komoérek somatycznych w mleku kréw rasy jersey. W
stadzie tym nie stwierdzono réwniez obecnosci kréow z genotypem GG, co mogto wptyng¢ na
otrzymane wyniki. W obu badanych stadach stwierdzono wyzsza frekwencje allelu C, co jest
zgodne z wynikami uzyskanymi przez Michal i wsp. [2006] u bydia wagyu x limousin. Nie
znaleziono w dostepnej literaturze danych na temat analizy tych polimorfizméw w odniesieniu
do cech uzytkowos$ci mlecznej. Dlatego uzyskane wyniki wymagaja weryfikacji poprzez

wlaczenie do analizy innych stad bydta mlecznego.

W pracach H3 i H6 analizowany byt polimorfizm w genach ANXA9 oraz SLC27A3. Geny te
zlokalizowane sg3 w chromosomie 3 bydia [Roy i wsp. 2003] w rejonie, w ktéorym wcze$niej
zmapowano QTL dla zawartosci ttuszczu w mleku i innych cech zwigzanych z uzytkowoscig
mleczng [Ogorevc i wsp. 2009], stad sa wskazane jako kandydujace dla tych cech.
Zaprezentowane wyniki sg pierwszymi, ktére dotycza analizy SNP w tych genach w rodzimych
stadach bydta. W przypadku polimorfizmu w genie ANXA9 stwierdzono wyzsza frekwencje allelu
A u bydta ras jersey i polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej, co jest zgodne z
wynikami uzyskanymi przez Martinez-Royo i wsp. [2010] dotyczacymi bydta rasy hiszpanskiej
holsztynsko-fryzyjskiej. Obecnos$¢ tylko jednego genotypu SLC27A3 stadzie bydia rasy jersey
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(H3) mogta by¢ spowodowana nieduzg liczebnoscig stada, prowadzong selekcjg czy specyfika
rasy. Nie znaleziono danych dotyczacych analizy tego polimorfizmu u bydta jersey, stad trudno
potwierdzi¢ badz wykluczy¢ powyzsze potencjalne przyczyny takiej sytuacji. W pracy H6
powigzano polimorfizm w genie ANXA9 z wartoscia hodowlana dla zawartos$ci ttuszczu kréow
rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, przy czym najwiekszga warto$cia tej cechy
charakteryzowaty sie krowy heterozygotyczne. Martinez-Royo i wsp. [2010] wykazali natomiast
istotne zalezno$ci miedzy tym polimorfizmem a wydajnoscig tluszczu w mleku kréw rasy
hiszpanskiej holsztynsko-fryzyjskiej, z najwiekszg wartoscig tej cechy u krow z genotypem GG.
W pracy H3 nie wykazano wplywu tego SNP na cechy tluszczu mleka kréw rasy jersey.
Stwierdzono jednak istotne zaleznos$ci miedzy genotypami a ilo$ciag komoérek somatycznych w
mleku. Istotnie nizsza warto$¢ In SCC zaobserwowano u kréw z genotypami AA oraz AG niz GG.
Mozna rozwazy¢ kilka przyczyn tej rozbieznosci. Otéz, analiza dotyczyta réznych ras, stado kréw
jersey byto duzo mniej liczne i zastosowano inny model statystyczny. Analizowany SNP
umiejscowiony w obrebie sekwencji kodujacej genu ANXA9 (A951G) skutkuje
semikonserwatywnym podstawieniem histydyny argining (H84R) na poziomie polipeptydu.
Zatem ta substytucja, prawdopodobnie nie wplywa znaczaco na zmiane struktury biatka, ktéra
mogtaby z kolei wigza¢ sie z jego aktywnos$cig [Martinez-Royo i wsp. 2010]. Analizowany SNP
moze by¢ jednak sprzezony z innym polimorfizmem, ktory znaczgco wptywa na ksztattowanie
sie zawartosci ttuszczu i ilosci komoérek somatycznych w mleku. Jego obecno$¢ moze tez

oddziatywaé na procesy zwigzane z ekspresja genu czy potranslacyjng obrobka polipeptydu.

Analizowane w pracy H7 polimorfizmy eksonowe w genie SLC27A1 maja charakter
synonimiczny. Ich obecno$¢ moze oddzialywa¢ na sktadanie mRNA, na stabilno$¢ i strukture
transkryptéw, a takze na procesy zwigzane z transkrypcjg i obrobka potranslacyjng [Woolfe i
wsp. 2010]. Podobnie jak w przypadku polimorfizmu w genach ANXA9 oraz SLC27A3, uzyskane
wyniki sg pierwszymi, ktére dotycza analizy SNP w genie SLC27A1 w rodzimym stadzie bydta.
Wyzsze frekwencje alleli g.14996*G, g.14791*T i g.14589*G stwierdzone u bydta rasy polskiej
holsztynisko-fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej, znajdujg potwierdzenie w wynikach uzyskanych
przez Ordovas i wsp. [2008] oraz Lv i wsp. [2011] u ras, odpowiednio holsztynisko-fryzyjskiej i
chinskiej holsztynskiej. Wyniki zaprezentowane w pracy H7 wskazuja na wplyw polimorfizmu
g-14791C>T na warto$¢ hodowlang dla zawarto$ci biatka w mleku kréw rasy polskiej
holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej, z istotnie wiekszg wartoscig u kréw z genotypem
CC. Gen SLC27A1 zlokalizowany jest w regionie chromosomu 7, w ktérym zmapowano QTL dla
zawartosci biatka w mleku [Mosig i wsp. 2001], dlatego ten polimorfizm moze by¢ sprzezony z
innym funkcjonalnym polimorfizmem dla tej cechy. W badaniach prowadzonych przez Lv i wsp.
[2011] warto$¢ hodowlana dla zawartos$ci biatka w mleku bydta chinskiego holsztynskiego byta

takze wyzsza u osobnikow z genotypem CC, ale rdéznica nie byta statystycznie istotna. Autorzy
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powigzali natomiast SNP g.14791C>T z wartos$cig hodowlang dla wydajno$ci mleka. Zwierzeta z
genotypem CC charakteryzowaty sie istotnie wieksza wartoscig tej cechy niz osobniki o innych
genotypach. Ordovas i wsp. [2008] analizowali potencjalny wptyw tego polimorfizmu na
warto$¢ hodowlang dla zawartosci ttuszczu w mleku kréw rasy holsztynsko-fryzyjskiej, jednak
nie stwierdzili istotnych zalezno$ci. Badania te nie uwzgledniaty analizy innych cech zwigzanych
z uzytkowos$cig mleczng, w tym zawartos$ci biatka. Niewiele jest dostepnych danych na temat
badan dotyczacych analizy polimorfizmu w genach ANXA9, SLC27A1 oraz SLC27A3 w aspekcie
mozliwosci doskonalenia cech zwigzanych z uzytkowos$cig mleczng bydta. Kontynuowanie prac

w tym zakresie bedzie mogto utatwi¢ bardziej dogtebng interpretacje uzyskanych wynikéw.

Polimorfizmy genetyczne istotnie zwigzane z waznymi ekonomicznie cechami bydta
moga by¢ uzyteczne w wytlumaczeniu mechanizméw lezacych u podstaw genetycznej
zmienno$ci tych cech. Mogg sta¢ sie przez to pomocne w polepszeniu doktadnosci i efektywnosci
tradycyjnych metod selekcji. Stad badania asocjacyjne sa kontynuowane. Uzyskane wyniki daja
pewien poglad na potencjalny udzial badanych polimorfizméw w ksztaltowaniu cech
zwigzanych z mlecznym uzytkowaniem bydta ras jersey i polskiej holsztynisko-fryzyjskie;.
Mogtyby by¢ zatem uzyteczne w strategiach selekcji zmierzajacej do doskonalenia tych cech.
Wiaczenie informacji o polimorfizmie A59V w genie leptyny do programéw hodowlanych
opracowywanych dla bydia rasy jersey, mogtoby by¢é pomocne w doskonaleniu wydajnosci
ttuszczu oraz, w mniejszym stopniu, wydajnosci mleka i biatka. Preferowanie w hodowli
osobnikéw z obecnoscia allelu € mogloby wigzaé sie ze wzrostem wartosci tych cech. Informacja
dotyczaca genotypow FABP3 mogtaby by¢ natomiast pomocna w doskonaleniu zawarto$ci
ttuszczu i biatka, przy czym udziat w zwiekszeniu warto$ci tych cech moglyby mie¢ osobniki z
genotypem AA. Uzyskane wyniki mogloby by¢ réwniez uzyteczne w selekcji zmierzajacej do
obnizenia ilo$ci komérek somatycznych w mleku kréw rasy jersey, co z kolei wigzatoby sie z
poprawg zdrowotno$ci wymienia oraz polepszeniem jako$ci mleka. W przypadku wykorzystania
informacji o polimorfizmie w genach SCD1 (g.10329C>T) oraz ANXA9, prowadzenie takiej
selekcji mogtoby opierac sie o genotypy z obecnoscia odpowiednio allelu C oraz allelu A. W
strategiach selekcyjnych opracowanych w oparciu o polimorfizm w genie leptyny, genotypy R4C
CT, R4C CC oraz LEP/Sau3Al TT moglyby przyczyni¢ sie do osiggniecia takiego efektu. Niska
odziedziczalno$¢ tej cechy moze co prawda przysparza¢ trudnosci w prowadzeniu selekcji,
aczkolwiek nie czyni jej niemozliwa. Selekcja w tym kierunku powinna by¢ jednak prowadzona z
zachowaniem duzej ostroznosci, aby nie przekroczy¢ granicy, ktéra mogtaby wigza¢ sie z
obnizeniem odpornos$ci zwierzat. Wyniki zaprezentowane w pracach H5, H6 i H7 mogtyby by¢
uzyteczne w strategiach selekcji zmierzajgcej do doskonalenia cech uzytkowosci mlecznej bydta
rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej. Preferowanie krow z genotypami SCD1 TT (g.10329C>T),
SLC27A1 CC (g.14791C>T) oraz z obecnoscig allelu FABP4*G mogtoby przyczyni¢ sie do
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zwiekszenia zawartoS$ci biatka w mleku. Ponadto, preferowanie kréw z genotypem ANXA9 GG
mogtoby wigzac¢ sie z obniZzeniem zawartosci thuszczu w mleku. Sugestie dotyczace mozliwosci
wykorzystania informacji o powyzszych polimorfizmach w doskonaleniu cech zwigzanych z
uzytkowo$cig mleczng bydta powinny by¢ jednak poparte dalszymi badaniami prowadzonymi w

innych stadach, liczniejszych, z bardziej wyréwnang dystrybucjg poszczegdlnych genotypow.
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5 POZOSTALE FORMY AKTYWNOSCI NAUKOWO-BADAWCZE]

5.1 ANALIZA GENETYCZNA CECH ROZRODCZYCH KOZ I OWIEC

Po podjeciu pracy w Katedrze Genetyki i Ogoélnej Hodowli Zwierzat zostatam wigczona w
realizacje badan zwigzanych z analizg cech rozrodczych koéz i owiec. Analizowane byty wskaZniki
charakteryzujace rozréd w powigzaniu z typem urodzenia, typem Kojarzenia, a takze fenotypem
rogatosci badZ braku rogéw. Analiza zostata przeprowadzona na grupie kéz 3 ras (saanenska,
alpejska, biata uszlachetniona). Ustalono, Ze warto$¢ analizowanych parametréw generalnie
zwiekszala sie z wiekiem samicy. Ponadto stwierdzono istotnie wyzszg plenno$¢ u koz bezrogich
w poréwnaniu z rogatymi, a takze u kéz pochodzacych z urodzen trojaczych. Z analizy wynikato
rowniez, ze wskaznik plennos$ci korzystniejszy byt w przypadku kojarzenia par pochodzacych z
urodzen mnogich (B1). Ustalono ponadto, Ze rozktad ptci wsréd potomstwa rogatych kéz byt
bliski 1:1, natomiast kozy bezrogie rodzity istotnie wiecej samcéw. Z uwagi na to i na brak
osobnikow hermafrodytycznych wsrdd rogatych koz, preferowanie ich w hodowli wydaje sie
korzystniejsze, mimo ich nizszej plennos$ci, w poréwnaniu z kozami rogatymi (b3). Powyzsze
wyniki moga by¢ pomocne przy prowadzeniu selekcji w kierunku zwiekszania plennosci z

uwzglednieniem ryzyka urodzen kéz obojnaczych.

Uczestniczytam takze we wstepnych badaniach dotyczacych identyfikacji chimeryzmu
komédrkowego 54,XX/54,XY u owiec i koz, ktéry zwigzany jest ze zjawiskiem frymartynizmu. W
analizie wykorzystano gen SRY, ktéry postuzyt jako marker braku lub obecnos$ci chromosomu Y.
Badania prowadzono na grupie maciorek rasy merynofin i mieszancéw merynoromanowa, owiec
rasy laine oraz ko6z nalezacych do ras saanenskiej i biatej uszlachetnionej, pochodzacych z cigz
blizniaczych. Maciorki merynoromanowa byly wolne od chimeryzmu. Obecnos$¢ genu SRY
$wiadczacego o wystepowaniu tego zjawiska zidentyfikowano u wsréd osobnikéw merynofina i
pozostatych zwierzat. Prowadzone byty rowniez analizy cytogenetyczne potwierdzajace obecno$¢
dwoch linii komdrkowych (54,XX i 54,XY) we krwi tych osobnikéw (a2, a3, c1). Ponadto,
analizowano kasete HMG w obrebie genu SRY u kéz i innych gatunkéw pod katem konserwatyzmu

genetycznego (b1).

5.2 POLIMORFIZM DNA A MOZLIWOSCI DOSKONALENIA CECH UZYTKOWYCH
BYDEA I SWIN

Kolejnym, a zarazem wiodgcym, obszarem badawczym, ktory znalazt sie w kregu moich
zainteresowan byla préba poszukiwania polimorfizméw DNA, ktére w istotny sposéb moga
wplywac¢ na ksztattowanie zmiennosci cech uzytkowych bydta i $win. Tematyka podejmowanych
badan byta analiza polimorfizméw typu podstawienia pojedynczego nukleotydu (SNP - single

nucleotide polymorphism) w aspekcie przydatnos$ci w doskonaleniu tych cech.
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5.2.1 Analiza polimorfizmu w niektérych genach w odniesieniu do cech uzytkowych

Swin

W ramach tego kierunku badawczego przeanalizowane zostaty geny, ktorych produkty
moga mie¢ istotne znaczenie w ksztattowaniu zmienno$ci waznych z ekonomicznego punktu
widzenia cech $win, jakimi sg cechy zwigzane z uzytkowoscia rzezng i rozptodowa. W grupie
knuréw (polska biata zwistoucha, wielka biata polska, pietrain, duroc x pietrain, hampshire x
pietrain, duroc x hampshire, PIC, linie syntetyczne) okreslono strukture genetyczng na podstawie
SNP w genach kodujgcych: receptor rianodyny (RYR1), receptor estrogenu (ESR), receptor
prolaktyny (PRLR), hydrolaze steroidowa 21 (CYP21), leptyne (LEP), peroksydaze glutationowg 5
(GPX 5) i hormon wzrostu (GH) (b11). Ponadto, oszacowano frekwencje alleli i genotypow leptyny
i receptora estrogenu w stadzie loch rasy polskiej biatej zwistouchej (b2), receptora rianodyny w
stadzie loch mieszancéw WBP x PBZ (c3) oraz receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu
1(IGF1R) w stadzie loch rasy wielka biata polska (c10). Na podstawie tych wstepnych analiz
ustalono, Ze powyzsze polimorfizmy moga by¢ uzyteczne w badaniach zmierzajacych do
poszukiwania markerdw cech ilosciowych swin.

Celem kolejnych badan byto ustalenie czy istniejg zaleznos$ci miedzy polimorfizmem
LEP/Hinfl (T3469C, Leu72Leu) w genie leptyny a cechami zwigzanymi z uzytkowoscia rzezng i
rozrodczg $win. Leptyna wplywa na spozycie paszy, rownowage energetyczng organizmu i
ptodnos¢ i mozna uzna¢ kodujacy ja gen za kandydujacy dla tych cech. W stadzie loch rasy polskiej
biatej zwistouchej stwierdzono statystycznie istotne réznice w zawarto$ci miesa w tuszy i sSrednim
dobowym przyroécie masy ciala miedzy osobnikami z genotypami TT i TC. Swinie
homozygotyczne charakteryzowaly sie istotnie nizszg zawarto$ciag miesa w tuszy i dobowym
przyrostem w poréwnaniu z osobnikami heterozygotycznymi. W analizie nie uwzgledniono jednak
loch z genotypem CC z uwagi na ich bardzo matg liczebno$¢ (A1). Powyzszy polimorfizm
analizowany byl takze w odniesieniu do cech nasienia knuréw. Wykazano istotny wptyw
genotypéw na Kkoncentracje plemnikéw oraz liczbe plemnikéw w dawce inseminacyjne;j.
Najwiekszymi warto$ciami powyzszych cech charakteryzowaty sie knury z genotypami,
odpowiednio CC i TC. Ponadto ustalono, Ze istniejg statystycznie istotne rdznice w objetosci
ejakulatu i odsetku prawidtowych plemnikéw miedzy knurami z réznymi genotypami, przy czym
najwieksze warto$ci osiggaty osobniki z genotypem TT (A2, A5, b6).

Podjeto réwniez badania majgce na celu ustalenie ewentualnych zalezno$ci miedzy
polimorfizmem w genie RYR1 a wspomnianymi wyzej cechami nasienia knuréw. Liczne badania
wskazuja, ze niesynonimiczna mutacja C1843T (Arg615Cys) zlokalizowana w 17 eksonie genu
powigzana jest z wieksza miesnoScia i mniejszym otluszczeniem tuszy, ale jednoczes$nie
podatnoscia $win na stres, a takze obnizonym potencjatem rozrodczym. W badaniach

prowadzonych na grupie knuréw wykazano statystycznie istotne zaleznosci miedzy genotypami a
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koncentracjg plemnikéw i procentem plemnikéw zywych. W przypadku koncentracji plemnikéw,
istotne roéznice stwierdzono pomiedzy osobnikami z réznymi genotypami, przy czym najwyzsza
koncentracjg charakteryzowaty sie knury z genotypem CC. Osobniki heterozygotyczne
charakteryzowaty sie natomiast istotnie wyzszym odsetkiem zywych plemnikéw (a4, b7).
Ponadto, powyzszy polimorfizm analizowany byt w odniesieniu do cech zwigzanych z
uzytkowoscig rozrodcza loch. W stadzie mieszanicow wbp X pbz nie stwierdzono obecnosci
zwierzat z genotypem TT (nazywanych réwniez nn). Analiza statystyczna obejmowata takie cechy
jak: wiek przy oproszeniu, liczba prosigt urodzonych zywo, liczba prosigt urodzonych martwo,
catkowita liczba prosigt urodzonych i liczba prosigt odsadzonych. Jednak nie stwierdzono
istotnych zalezno$ci miedzy genotypami a $Srednimi warto$ciami powyzszych cech (B3, c3).
Uzyskane wyniki prowadza do konkluzji, ze w przypadku polimorfizmu w genie leptyny,
allel € moze mie¢ pozytywny wptyw na zawarto$¢ miesa w tuszy i dobowe przyrosty masy ciata
$win rasy polskiej biatej zwistouche;j. Polimorfizm ten, a takze polimorfizm w genie RYR1 mogtyby
by¢ wuzyteczne w pracy hodowlanej zmierzajacej do doskonalenia niektérych cech
reprodukcyjnych (zwigzanych z jakos$cig i iloScig nasienia) knuréw. Wymagana bytaby jednak

weryfikacja uzyskanych wynikéw na liczniejszych grupach zwierzat.

5.2.2 Polimorfizm w genach kandydujacych w odniesieniu do cech zwigzanych z

uzytkowoscia mleczng i rzezng bydta

Przy planowaniu badan wybierano geny, ktérych produkty mogg mieé¢ wpltyw na
ksztattowanie cech uzytkowych bydta. szczegélnie cech zwigzanych z uzytkowoscig mleczna
(jako funkcjonalne geny kandydujace) lub wybrane sposréd sasiadujacych z wczesniej
zidentyfikowanymi QTL dla tych cech (jako pozycyjne geny kandydujace). Ws$rdd nich znalazty
sie geny kodujace hormony: leptyne (LEP), prolaktyne (PRL), hormon wzrostu (GH), hormon
uwalniajagcy hormon wzrostu (GHRH), hormon uwalniajacy kortykotropine (CRH) oraz geny
kodujace inne biatka, m.in. petnigce funkcje receptoréw, biorgce udziat w regulacji transkrypcji,
transporcie czasteczek, a takze innych biologicznych procesach. Byty to geny kodujace receptor
prolaktyny (PRLR), czynnik transkrypcyjny specyficzny dla przysadki (PIT-1), transduktor
sygnalu i aktywator transkrypcji 5A (STAT5A), podjednostke gamma kinazy biatkowej
aktywowanej przez AMP (PRKAG3), aromataze cytochromu P450 (CYP19), tyreoglobuline (TG),
greline (GHRL), laktoferyne (LTF), laktoalbumine alfa(LALBA), beta-laktoglobuline (LGB),
insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1). Przedmiotem badan byly réwniez geny
zlokalizowane wokét markera BM143, w bogatym w QTL dla cech uzytkowo$ci mlecznej
chromosomie 6 bydta. W pracach uwzglednione zostaly geny kodujace: osteopontyne (OPN),
koaktywator 1A aktywowany czynnikiem proliferacji peroksysoméw (PPARGC1A), transportera
ABC, drugiego cztonka podrodziny G (ABCG2), biatko FAM13A1, aminopeptydaze leucyny 3
(LAP3), podjednostke 3 kompleksu kondensujgcego (HCAP-G).
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Celem podejmowanych badan byta analiza zaleznosci miedzy polimorfizmem w tych
genach a wartos$cig cech zwigzanych z uzytkowoS$cia mleczng i rzeZzna bydta. W przypadku
kazdego polimorfizmu oszacowano czesto$ci wystepowania genotypow i alleli (A3, A4, A6, A7-

A18, B2, B4-B9, a1, b4, b5, b8, b9, b10, b12-b14, c2, c4-c9, c11, c12).

Znaczna cze$¢ badan, w tym zwiagzanych z realizacjg pracy doktorskiej, dotyczyta analizy
polimorfizméw w genie leptyny w odniesieniu do cech uzytkowych bydta. Leptyna jest biatkiem o
szerokim spektrum dziatania, o czym wspomniano juz we wczes$niejszym opisie. Wyniki badan
réznych autoréw wskazujg, ze moze by¢ waznym potgczeniem miedzy procesami wzrostu, stanem
metabolicznym i dziataniem uktadu wewnatrzwydzielniczego. Moze to miel znaczenie w
ksztattowaniu cech uzytkowych bydia i innych zwierzat gospodarskich. Postanowiono zatem
dokonac¢ analizy miejsc polimorficznych w aspekcie mozliwosci doskonalenia cech zwigzanych z
uzytkowoscig mleczng kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, a takze uzytkowoscig rzezna
cielat rasy limousin. Wykazano, Ze istniejg istotne réznice w masie ciata i dobowych przyrostach
miedzy cieletami o réznych genotypach g.3100T>C (inne stosowane nazwy to LEP/Hphl, A59V).
Cieleta z genotypem TT osiggaty istotnie wieksza mase ciata w wieku 210 dni oraz
charakteryzowaly sie istotnie wiekszym dobowym przyrostem masy miedzy 3 a 210 dniem Zycia
w poréwnaniu z cieletami CC (A9, b13). Wyniki te zostaly potwierdzone w analizie
kombinowanych genotypéw R4C/A59V w odniesieniu do powyzszych cech, przy czym cieleta z
genotypem CC/TT charakteryzowaly sie istotnie wiekszymi warto$ciami obu cech w poréwnaniu z
cieletami CC/CC (A6). Nie stwierdzono natomiast istotnych zalezno$ci miedzy polimorfizmem
g-2059C>T (LEP/Sau3Al) a analizowanymi cechami tj. masg ciata, wysokoscia w kiebie,
wysokoscig w krzyzu i obwodem Kklatki piersiowej w 3., 210. i 365. dniu zycia, a takze $rednim
dziennym przyrostem masy ciala miedzy 3. a 210. dniem Zycia oraz miedzy 3. a 365. dniem Zycia
(A9, b13). W grupie krédw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czarno-biatej ustalono, ze
istnieje zalezno$¢ miedzy polimorfizmem A59V oraz LEP/Sau3Al a wydajnoscia mleka,
wydajnoscig biatka i wydajnoscig ttuszczu w laktacji. W przypadku polimorfizmu A59V, osobniki z
genotypem CC charakteryzowaly sie istotnie wyzsza wydajnoscia mleka, biatka i ttuszczu w I i 11
laktacji niz osobniki z pozostatymi genotypami (A4). Ponadto, wykazano statystycznie istotne
réznice w zakresie dobowej wydajnosci mleka (c4) i procentowej zawartosci thuszczu w mleku
miedzy osobnikami CC i TT (A4, c2). W przypadku polimorfizmu LEP/Sau3Al osobniki z
genotypem TT (BB) charakteryzowaly sie istotnie wyzsza wydajnoscig mleka, biatka i ttuszczu
(A4). Wyniki te zostaty potwierdzone statystycznie w analizie genotypoéw kombinowanych (A3).
Polimorfizm intronowy LEP/Sau3Al obejmuje dwa SNP rozpoznawane przez ten sam enzym
restrykcyjny, przy czym wymiana nukleotydow w jednym z miejsc zachodzi rzadko i nie okre$lono
jego precyzyjnej lokalizacji. Obydwa polimorfizmy analizowane byly tgcznie w pracach réznych

autoréw, a takze w wyzej prezentowanych. W badaniach prowadzonych w stadzie kréw rasy
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polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czerwono-biatej obydwa SNP analizowano oddzielnie.
Wykazano statystycznie istotne réznice w zawarto$ci ttuszczu oraz suchej masy miedzy
osobnikami o réznych genotypach LEP/Sau3Al oraz LEP/Sau’. W przypadku polimorfizmu
LEP/Sau3Al osobniki z genotypem CC charakteryzowaty sie istotnie wiekszg zawartoScig thuszczu i
suchej masy w poréwnaniu z krowami TT. Analizujac polimorfizm LEP/Sau’ stwierdzono, Ze
istotnie wiekszg zawarto$cig ttuszczu i suchej masy charakteryzowaty sie krowy z genotypem
nazwanym 22 w poréwnaniu z krowami z genotypem 11. Wyniki te zostaty potwierdzone w
analizie genotypéw kombinowanych Sau3Al/Sau’. W stadzie tym stwierdzono takze istotne
zalezno$ci miedzy genotypami kombinowanymi Sau3AI/A59V a zawarto$cig suchej masy oraz
miedzy genotypami Sau’/A59V a zawarto$cig ttuszczu i suchej masy (A7). Wykazano réwniez
statystycznie istotne réznice w dobowej wydajno$ci mleka miedzy osobnikami z réznymi
genotypami g.1180C>T (inne stosowane nazwy to LEP/Kpnl, R4C). Istotnie wiekszg warto$cia tej
cechy charakteryzowaty sie krowy TT w poréwnaniu z krowami z genotypem heterozygotycznym
(B5). Polimorfizm A59V powigzano natomiast z istotnymi réznicami w warto$ciach cech
uzytkowos$ci mlecznej za [ laktacje (c¢5). Z uzyskanych danych wynika, Ze analizowane
polimorfizmy w genie leptyny moga mie¢ znaczenie w doskonaleniu cech uzytkowosci mlecznej
kréw rasy polskiej holsztynisko-fryzyjskiej. W przypadku bydta rasy limousin, polimorfizm A59V
moglby by¢ uzyteczny w selekcji zmierzajgcej do doskonalenia masy ciata i dobowych przyrostéw
masy ciala. Ewentualna przydatno$¢ powyzszych wynikéw do zastosowania jako jednego z

kryterium wczesnej selekcji powinna by¢ jednak zweryfikowana w szerzej zakrojonych badaniach.

Leptyna, uczestniczac w regulacji rownowagi energetycznej organizmu, wptywa na
dzialanie réznych neuronéw zawierajacych neuropeptydy o charakterze oreksygennym i
anoreksygennym. Wsrod nich szczeg6lng role petni hormon uwalniajacy kortykotropine (CRH),
uwazany za gtowny czynnik regulujacy funkcje osi podwzgoérze-przysadka-nadnercza (HPA),
ktéra odpowiada za fizjologiczng reakcje na stres. Jednak jego dziatanie jest bardziej rozlegte.
Uwaza sie, ze sygnal przenoszony z leptyny na CRH moze by¢ zaangazowany w centralng
regulacje pobierania pokarmu i wydatkowania energii. Postanowiono przeanalizowa¢ dwa
niesynonimiczne podstawienia nukleotydéw w genie CRH. Stwierdzono istotny wptyw
polimorfizmu A145G na wydajno$¢ ttuszczu oraz zawarto$¢ biatka i zawartos¢ ttuszczu w mleku
kréw rasy jersey. Istotnie wieksze warto$ci tych cech osiggaty krowy z genotypem AG, przy czym
w stadzie nie stwierdzono obecnosci krow z genotypem AA (B7). Analizujac polimorfizm C22G w
stadzie krow rasy holsztynisko-fryzyjskiej, odmiany czerwono-biatej stwierdzono, ze u kréw
heterozygotycznych wszystkie cechy osiggaty najwieksze wartosci, a w drugiej laktacji r6znice w
wydajnosci mleka i biatka zostaty potwierdzone statystycznie (A16). W dostepnej literaturze nie
znaleziono danych dotyczacych analizy polimorfizmu w tym genie w powigzaniu z cechami

uzytkowo$ci mlecznej bydta, stad mozna uzna¢, ze sg to pierwsze dane na ten temat. Wymagajg
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zatem weryfikacji poprzez dalsze badania na liczniejszych stadach, w ktoérych obecne beda

wszystkie genotypy.

Uczestniczytam réwniez w badaniach dotyczacych analizy polimorfizmu w innych
genach bydta, przy czym cze$¢ z nich miata charakter wstepnych analiz. Przeprowadzona w
stadzie kréw rasy jersey analiza polimorfizmu LGB/Haelll wykazata jego istotny wptyw na cechy
uzytkowos$ci mlecznej (b9), natomiast polimorfizm LTF/EcoRl (b12) powigzany zostal z
istotnymi réznicami w ilosci komérek somatycznych w mleku. Ustalono ponadto, Ze istniejg
zalezno$ci miedzy polimorfizmem PRLR/Xagl (A12) a cechami uzytkowos$ci mlecznej. Krowy z
genotypem AC charakteryzowatly sie istotnie wyzsza wydajnos$cig mleka i biatka niz krowy z
pozostatymi genotypami. W przypadku innych polimorfizméw, mianowicie w genach CYP19 (B9,
b10), PRKAG3 (A15) oraz TG (B6) nie stwierdzono istotnych réznic w warto$ciach cech
uzytkowos$ci mlecznej miedzy krowami z réznymi genotypami. Badania prowadzone w stadzie
kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czerwono-biatej wykazaty, Ze polimorfizm
GHRH/Haelll wptywat istotnie na cechy uzytkowos$ci mlecznej (B4,c6), przy czym istotnie
wieksze wartos$ci cech, zwlaszcza w zakresie wydajnosci i zawartoSci tluszczu oraz sumy
wydajnosci ttuszczu i biatka, osiggaty krowy z genotypem AA. Natomiast nie stwierdzono
istotnego wplywu polimorfizmu w genie GHRL (G375A4) (B8) oraz STAT5A/Aval (A13, ¢9) na
powyzsze cechy. W przypadku ostatniego polimorfizmu wyniki potwierdzity sie tez u kréw h-f,

odmiany czarno-biatej (A8, c12).

Kolejna cze$¢ badan, w ktérych uczestniczytam dotyczyta analizy zalezno$ci miedzy
polimorfizmem w genach zlokalizowanych w chromosomie 6 bydta (PPARGC1A, ABCGZ2, OPN,
FAM13A, LAP3 oraz HCAP-G) a cechami uzytkowosci mlecznej i ilo$cig komoérek somatycznych w
mleku. Geny te zlokalizowane sg w regionie z licznymi QTL dla cech uzytkowosci mlecznej oraz
mastitis. W badaniach prowadzonych w stadzie kréw rasy jersey stwierdzono istotny wptyw
genotypoéw OPN-T432C oraz kombinowanych genotypéw OPN i FAM13A1 na liczbe komoérek
somatycznych w mleku (A17). Krowy z genotypami OPN-CC/TT, FAM13A1-GG/CA i FAM13A1-
GG/AA produkowaty mleko z istotnie mniejszg liczbg komérek somatycznych niz krowy z innymi
genotypami. Polimorfizmy w pozostatych genach nie wptywaty istotnie na warto$¢ analizowanej
cechy. Uzyskane wyniki sg pierwszymi, ktére dotycza tej cechy kréw rasy jersey. Polimorfizm
ABCGZ2/Hpy188I okazat sie wptywac istotnie na zawarto$¢ ttuszczu w mleku kréw rasy jersey,
przy czym krowy z genotypem AC charakteryzowaly sie istotnie wiekszymi warto$ciami tej
cechy w poréwnaniu z krowami z genotypem AA (A10). W badanym stadzie kréw jersey
stwierdzono tez istotny wplyw genotypéw kombinowanych PPARGC1A-T1892C/A3359C na
cechy uzytkowosci mlecznej. Krowy z genotypem CC/AC produkowaty istotnie mniej mleka o
istotnie wiekszej zawartosci biatka niz krowy z innymi genotypami kombinowanymi (A11).

Genotypy T1892C/A3359C nie wplywaty natomiast istotnie na warto$ci powyzszych cech kréow
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rasy holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czerwono-biatej (A14). Nie stwierdzono roéwniez
istotnego wptywu polimorfizmu w genach OPN, FAM13A, LAP3 oraz HCAP-G na cechy
uzytkowosci mlecznej krow rasy jersey (A18). Sposrdd analizowanych polimorfizméw, OPN-
T432C moégtby by¢ uzyteczny w pracy hodowlanej zmierzajacej do obnizenia ilosci komorek
somatycznych w mleku krow rasy jersey. Informacja o kombinacji genotypéw PPARGCIA -
T1892C/A3359C moglyby natomiast by¢ rozwazona w strategiach selekcyjnych skierowanych na
doskonalenie wydajnosci mleka u bydta tej rasy. Ze wzgledu na wstepny charakter badan,

uzyskane wyniki wymagaja weryfikacji na liczniejszych grupach zwierzat.

Prowadzone badania finansowano ze Srodkéw wewnatrzuczelnianych.

Projekty w ramach badan wtasnych:

> BW/IZ/06/98 - Wpltyw wybranych czynnikéw na cechy reprodukcyjne kéz rasy
saanenskiej i biatej uszlachetnionej - wykonawca, 1998;

» BW/DB/13/99 - Polimorfizm w genie leptyny oraz mozliwosci wykorzystania
poszczegblnych jego wariantow w doskonaleniu cech uzytkowos$ci mlecznej bydia -
wykonawca projektu doktorskiego, 1999-2003;

» BW/IB/15/2004 - Zalezno$¢ miedzy polimorfizmem w genie leptyny (LEP/Hphl oraz
LEP/Kpn2I) a wybranymi cechami uzytkowymi bydta miesnego oraz mlecznego - kierownik
projektu, 2004-2006;

» BW/HB/04/2004 - Analiza polimorfizmu wybranych genéw ulegajacych ekspresji w
gruczole mlekowym w odniesieniu do cech uzytkowosci mlecznej bydia ze szczeg6lnym
uwzglednieniem cech ttuszczu - kierownik projektu habilitacyjnego, 2007-2011;

» 502-01-022-1325-99/3 - Analiza polimorfizmu wybranych genéw ulegajacych ekspresji w
gruczole mlekowym w odniesieniu do cech uzytkowos$ci mlecznej bydia ze szczeg6lnym
uwzglednieniem cech ttuszczu - dofinansowanie projektu habilitacyjnego w ramach
Rektorskiej Kadry Habilitantéw (RKH) - kierownik, 2010-2012.

Badania statutowe / utrzymanie potencjatu badawczego:

» 501-01-022-1187-04/02 - Poszukiwania zalezno$ci miedzy polimorfizmem w wybranych
genach a cechami uzytkowosci rozptodowej loch i knuréw, 2002-2008;

» 518-01-022-3115-01/18 - Analiza zalezno$ci miedzy polimorfizmem DNA wybranych

genow a cechami uzytkowymi zwierzat, 2011-2013
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PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO

sumaryczny Impact Factor (IF) za publikacje naukowe wg bazy Journal Citation Reports

(JCR) zgodny z rokiem ukazania sie pracy - 12,282, w tym:

o jednotematyczny cykl publikacji - 3,930,

o pozostate publikacje - 8,352;

ogolna liczba punktéw za publikacje naukowe wg wykazu czasopism naukowych MNiSW

zgodnie z rokiem ukazania sie pracy -433, w tym:

o jednotematyczny cykl publikacji - 118,

o pozostate publikacje - 315;
indeks h wg ICI Web of Science - 5;

liczba cytowan wg ICI Web of Science - 58 (bez autocytowan - 49).

Dorobek naukowy przed i po uzyskaniu stopnia doktora

Przed Po uzyskaniu stopnia doktora
uzyskaniem Osélem
stopnia jednotematyczny  pozostate g
Rodzaj publikacji doktora cykl publikacji publikacje
N IF N IF N IF N IF
Prace oryginalne w
1 czasopismach z bazy 2 0,494 6 3,930 16 7,337 24 11,761
JCR
Prace oryginalne w
2 czasopismach spoza 1 1 8 10
bazy JCR
3 Artykuly 2 0236 1 0285 3 0521
przegladowe
4 Monografie 0 1 1
Prace w materiatach
5 konferencyjnych 3 1 4
i suplementach
Streszczenia w
6 materla}ach 8 18 26
konferencyjnych
i suplementach
Ogotem 16 0,730 7 3,930 45 7,622 68 12,282

N - liczba publikacji;
IF - suma Impact Factor wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania.
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Zestawienie liczbowe publikacji z podzialem na czasopisma

]ednotema.tycz.r_l y cykl Pozostate publikacje
publikacji
Czasopismo
N IF P N [F P
1  Acta Veterinaria Brno 1 0534 27 (20)
2 Animal Science Papers and 1 0918 25 (25)
Reports
3 Archiv fiir Tierzucht 1 0,519 20 (20) 4 1,580 42 (80)
4 CzechJournal of Animal 1 1,190  20(25) 1 1,190  20(25)
Science
5 ]ogrnal of Animal and Feed 1 0,316 15 (20)
Sciences
6 Re.search in Veterinary 1 1,649 35 (35)
Science
7  Russian Journal of Genetics 1 0427 15 (15) 4 1,786 53 (60)
8  Tierarztliche Umschau 6 1,089 68 (90)
9 Turkls}}]ourn:fl] of Veterinary 1 0342 10 (20) 1 0,221 20 (20)
and Animal Sciences
Acta Scientiarum Polonorum,
it Zootechnica ! 6(6) 4 22 (24)
Folia Universitatis
11 Agriculturae Stetinensis, 2 6 (10)
Zootechnica *
Journal of Animal and
. Veterinary Advances 1 (15)
13 ]ournal of Central European 1 8 (8)
Agriculture
14 Medycyna Weterynaryjna 3 0,521 24 (45)
15 Pracei Mgterla%y 1 2
Zootechniczne
Ogodtem 7 3,930 118(131) 29 8,352 315 (432)

N - liczba publikacji;
IF - suma Impact Factor wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania;

P - suma punktéw wg wykazu czasopism punktowanych MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania (w nawiasach
podano sume punktéw z dnia 17.12.2013);
*aktualna nazwa czasopisma to Folia Pomeranae Universitatis Technologiae Stetinensis. Argicultura, Alimentaria,
Piscaria et Zootechnica.
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