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Barbara Kosowska, Tomasz Strzala

ANALIZA FILOGENETYCZNA IN SILICO SEKWENCJI
AMINOKWASOWYCH CYTOCHROMU P450C21 (CYP21A1)
WYBRANYCH GROMAD KREGOWCOW

IN SILICO PHYLOGENETIC ANALYSIS OF CYTOCHROME
P450C21 (CYP21A1) AMINO ACID SEQUENCES
FROM CHOOSEN GROUPS OF VERTEBRATES

Katedra Genetyki, Wydzial Biologii i Hodowli Zwierzqt, Uniwersytet Przyrodniczy
we Wroctawiu

Department of Genetics, Faculty of Biology and Animal Science,

University of Environmental and Life Sciences

W pracy przeprowadzono analizg filogenetyczna, opierajac si¢ na sekwencjach aminokwasowych
(aa) biatka 21 hydroksylazy steroidowej (21HS), pochodzacych z genoméw 89 kregowcow naleza-
cych do réznych gromad. Biatko enzymatyczne 21HS bedace cytochromem P450C21 (CYP21A1)
jest kluczowym enzymem steroidogenezy nadnerczowej, niezb¢dne w syntezie mineralo- i gli-
kokortykoidéw. Sekwencje pochodzity od wspotczesnie zyjacych zwierzat i byly zdeponowane
w bazie danych GenBank. Celem badan bylo przeprowadzenie analizy filogenetycznej poprzez
omowienie topologii drzewa, warto$ci istotnosci weztow, od ktorych dywergowaly sekwencje oraz
przeanalizowanie dtugosci galezi, na ktore miaty wptyw: iloczyn czasu i liczby mutacji typu sub-
stytucji w sekwencji. Drzewo sekwencji aa 21HS wygenerowano metodami najwigkszej wiary-
godnosci (ML — Maksimum likelihood) oraz Bayesowska. Drzewo zostato ukorzenione za pomoca
sekwencji Latimeria chalumnae, ktorej szczatki kopalne oszacowano na dewon (okoto 400 mln lat
temu). Sekwencje zgrupowane zostaly w odpowiednich kladach: ryb, ptazow, gadow, ptakow oraz
ssakow. Topologia drzewa odzwierciedlata najbardziej prawdopodobna droge ewolucji sekwencji
21 HS poczawszy od pierwszych krggowcow (ryb) az po miode ewolucyjnie ssaki, tym samym
przyblizajac zrozumienie jej rzeczywistego przebiegu w odniesieniu do kluczowego enzymu ste-
roidogenezy nadnerczowe;j.

SEOWA KLUCZOWE: 21-hydroksylaza steroidowa, analiza filogenetyczna, sekwencje amino-
kwasowe, ewolucja, krggowce

Do cytowania — For citation: Kosowska B., Strzata T., 2016. Analiza filogenetyczna in silico
sekwencji aminokwasowych cytochromu P450C21 (CYP21A1) wybranych gromad krggowcow.
Zesz. Nauk. UP Wroc., Biol. Hod. Zwierz., LXXXII, 622: 9-26.
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WSTEP

Enzymy rodziny cytochromu P450 (CYP) sg biatkami wiazacymi hem, ktdére posiadaja
zdolnos$¢ wykorzystywania NADPH jako dawcy elektronow do redukcji tlenu czasteczko-
wego. Przekaznikiem elektronéw z NADPH na substrat jest oksydoreduktaza cytochromu
P450. Pierwsze biatka CYP odkryto w mikrosomach watroby szczura (Klingenberg 1958),
ktére poézniej scharakteryzowano funkcjonalnie jako monooksygenazy (Omura i Sato
1962). Enzymy te przyltaczaja jeden z dwoch atomow tlenu czasteczkowego do substratu,
co w wigkszo$ci przypadkow powoduje hydroksylacje. Geny kodujace formy cytochromu
P450 stanowia rodzing skladajaca si¢ z wielu spokrewnionych ze soba gendéw. Rodzina
gendw lub biatek jest zdefiniowana jako zbidr ich sekwencji nukleotydowych (nk) badz
aminokwasowych (aa) identycznych w stopniu wyzszym niz 40%. Z kolei kazda rodzina
sktada si¢ z podrodziny, czyli sekwencji nk lub aa o tozsamosci wyzszej niz 55%. Geny
CYP wystgpuja u kreggowcow, bezkreggowcow, roslin, grzybow, a nawet niektorych Pro-
karyota (Kawashima i Satta 2014). Liczba znanych genéw CYP genoméw metazoa, ro-
$lin 1 grzybow jest zroznicowana. Na przyktad, w ludzkim genomie opisano 115 genow
CYP, u zachwy przejrzystka (Ciona intestinalis), (Nelson 1999, http://drnelson.uthsc.edu/
CytochromeP450.html) 97 genow, natomiast u jezowca (Strongylocentrotus purpuratus)
120 genéw (Sea Urchin Genome Sequencing Consortium 2006). U Prokaryota poznano
dotychczas niewielka liczbg gendw CYP, np. u archeobakterii opisano 33 (Streptomyces
avermitilis) (Nelson i wsp. 2013), a u Escherichia coli (eubakterie) nie stwierdzono zadne-
go. Interesujace, ze w genomach prokariotow wykazano obecno$¢ eukariotycznych genow
CYP. Sugeruje to, ze pojawienie si¢ genow CYP poprzedzato powstanie eukariontéw (Qi
iwsp. 2006). Jest prawdopodobne, Ze bakteryjne geny CYP powstaty poprzez transfer bocz-
ny z roslin (Nelson 1999), bowiem na przyklad prokariotyczny homolog genu CYP51B1
wykryto w genomie Mycobacterium tuberculosis (Quaderer 1 wsp. 2006). Gen ten wsrod
genow CYP metazoa bierze udziat w syntezie cholesterolu, ktéry wchodzi w sktad bton
komorek eukariotycznych. Zatem, nicobecno$¢ genéw CYP u pewnych bakterii, takich jak
E. coli, oznacza, ze nie sg one niezbgdne dla prokariotéw (Kawashima i Satta 2014).

Geny/biatka CYP, dzigki ktorym katalizowane sa odpowiednie substraty, podzielono
na dwa rodzaje: geny typu detoksykacji (D) oraz typu biosyntezy (B) (Gotoh 2012, Kawa-
shima, Satta 2014). U ludzi enzymy typu D oczyszczaja komorki z ksenobiotykow, glow-
nie lekow. Z kolei enzymy typu B biora udziat w biosyntezie fizjologicznie aktywnych
substancji chemicznych, takich jak steroidy, cholesterol, witamina D3 i kwasy zétciowe.
Obecnie sadzi sig, ze podczas ewolucji geny typu B pojawity si¢ przed genami typu D. Na
przyktad u drozdzy zlokalizowano dwa geny typu B (CYP51F1 i CYP61A3), natomiast nie
stwierdzono zadnego genu D. Sugeruje to, ze w organizmach eukariotycznych geny typu B
ulegty metamorfozie i z nich powstaty geny typu D (Kawashim i Satta 2014). Liczne studia
wykazaty, ze enzymy CYP sa niezwykle elastyczne i sa w stanie dostosowaé swoje miejsca
wigzania do szerokiego zakresu ligandow pod wzgledem zaré6wno ich wielkosci, jak i che-
mizmu (Stoll i wsp. 2011, Teague 2003).

W celu wyjasnienia procesu narodzin i $mierci genéw cytochromu P450 Kawashima
i Satta (2014) przeprowadzili analiz¢ filogenetyczna kilkuset sekwencji CYP z genomow
réznych kregowcow. Wykazali m.in., Ze geny typu biosyntezy sa silniej zakonserwowane
ewolucyjnie niz geny typu detoksykacji. Ponadto stwierdzili, ze prarodowymi, najstarszymi
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genami CYP kregowcow sa CYP17A1 1 CYP21Al, ktdre zostaly zduplikowane, generujac
w ten sposob przodkow rodzin CYP1 1 CYP2 (Kawashima i Satta 2014).

Jeden z wymienionych wyzej najstarszych genow CYP kregowcow — CYP21A1, z po-
wodu kluczowego znaczenia swego produktu podczas steroidogenezy, byt i jest przedmio-
tem wielu badan oraz analiz filogenetycznych (Kosowska i wsp. 2012, 2013, Stoll i wsp.
2011, Speiser i wsp. 2010, Teague 2003). Produktem genu CYP21A1, ktory nalezy do typu
B, jest 21-hydroksylaza steroidowa (21HS), jeden z najwazniejszych enzymow steroido-
genezy nadnerczowej, niezbgdny w procesie biosyntezy zaréwno mineralokortykoidow,
jak 1 glikokortykoidow, zlokalizowany w siateczce endoplazmatycznej gladkiej gtdwnie
w dwoch warstwach komorek kory nadnerczy (Kosowska i Zdrojewicz 1991). Enzym ten
dokonuje konwersji progesteronu i jego pochodnej, 17-hydroksyprogesteronu, do metabo-
litow, jakimi sg 11-deoksykortykosteron i 11-deoksykortyzol, realizujac tym samym istotny
etap biosyntezy gtownych hormonéw kory nadnerczy: kortykosteronu, aldosteronu oraz
kortyzolu. Ponadto wykazano, iz 21 HS jest aktywna takze w keranocytach skory, leuko-
cytach, kardiomyocytach, komorkach centralnego uktadu nerwowego, nerkach i gonadach
mgskich (Barg i wsp. 2003).

W naszych dotychczasowych badaniach ewolucji locus 21HS (2 prace) analizowali$my
relacje filogenetyczne sekwencji genu i biatka CYP21 pochodzace od kilkunastu gatunkow
kregowcow (Kosowska i wsp. 2012, 2013). Obecnie, wskutek znaczacego postepu techno-
logii sekwencjonowania, a takze statego wzrostu mocy obliczeniowych, jesteSmy w stanie
uzyskac znaczaco wigksza liczbg danych i w ten sposob rozszerzy¢ dotychczasowa analizg
filogenetyczng. Wigkszo$¢ badaczy uznaje, iz w badaniach filogenetycznych najbardziej
przydatne sa sckwencje aa (Cavalli-Sforza 1998, Corneli 2002, Kawashima i Satta 2014),
bowiem podlegajac bezposrednio doborowi naturalnemu, na drodze selekcji naturalnej wy-
znaczaja gtowny kierunek ewolucji. Zgodnie z tym pogladem, w niniejszej pracy poswig-
conej ewolucji biatka 21HS (CYP21A1, cytochrom P450c21) w $§wiecie kregowcow, pre-
zentujemy wyniki analizy filogenetycznej locus CYP21, opracowanej na podstawie duzo
wigkszej niz w poprzednich badaniach liczby sekwencji aa. Celem niniejszych badan byto
przeprowadzenie analizy filogenetycznej sekwencji aa pochodzacych z 89 genomow kre-
gowcow, nalezacych do wybranych gromad, poprzez omowienie topologii drzewa, warto-
Sci istotno$ci weztow, od ktorych dywergowaly sekwencje oraz przeanalizowanie dhugosci
galezi, na ktore mialy wptyw: iloczyn czasu oraz liczby mutacji typu substytucji w badanej
sekwencji.

MATERIAL I METODY

W niniejszej pracy material badawczy stanowito 89 sekwencji aminokwasowych genu
21 hydroksylazy steroidowej pochodzacych od 88 gatunkow zwierzat (zatacznik 1) po-
branych z bazy danych Genbank. Pozyskane sekwencje zostaly przyrownane za pomo-
ca algorytmu Muscle (Edgar 2004), a nastgpnie przycigte w celu uzyskania zwartego
bloku danych o finalnej dlugosci 456 aminokwaséow. W celu okreslenia powiazan filo-
genetycznych migdzy sekwencjami utworzono drzewo filogenetyczne za pomoca metod
najwyzszej wiarygodno$ci (ang. maximum likelihood (ML)) oraz Bayesowskiej. Do
wykonania drzew wykorzystano model JTT +G +I (Jones i Malik 1992), wskazany jako
najlepiej dopasowany do danych przez program MEGA 7 (Kumar i wsp. 2016). Drzewo
metoda najwyzszej wiarygodno$ci wykonano przy uzyciu programu PhyML (Guindon
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i Gascuel 2003, Guindon i wsp. 2010), wykorzystujac metode bootstrap (1000 replika-
cji) do weryfikacji istotnosci weztow. Drzewo wykonane metoda Bayesowska oszacowa-
no za pomoca programu MrBayes 3.2 (Ronquist i wsp. 2012), uzywajac dwoch robotow
sktadajacych sig¢ z czterech tancuchéw Markowa kazdy. Analizy przeprowadzono przez
10 000 000 generacji, a zakonczono gdy dla catego zbioru drzew po okresie burn-in war-
to$¢ odchylenia standardowego logarytmu prawdopodobienstwa (ang. log likelihood) byta
nizsza niz 0,01.

W celu okreslenia dystansu genetycznego w obrgbie oraz pomigdzy poszczegolnymi
kladami uzyskanymi na drzewie sekwencji CYP21 oszacowano $redni dystans pomigdzy
grupami sekwencji (bgdacych sktadowymi kladéw na drzewie), wyrazony jako liczba sub-
stytucji aminokwasowych pomigdzy parami sekwencji w obrgbie kazdej grupy lub pomig-
dzy poszczegdlnymi grupami. Analizy zostaly wykonane przy uzyciu modelu JTT (Jones
i Malik 1992), z wykorzystaniem rozktadu gamma do okreslenia tempa zmiennosci po-
migdzy miejscami w sekwencjach. Powyzsze szacunki wykonano w programie MEGA7
(Kumar i wsp. 2016).

WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza filogenetyczna sekwencji aa 21HS

Drzewa filogenetyczne uzyskane w niniejszej pracy za pomoca metody ML oraz Bayesow-
skiej przyjely t¢ sama topologi¢ z réoznicami w istotnosci weztow (rys. 1). Metoda ML
zaktada, ze generowane drzewa filogenetyczne, ktoérych najwazniejszymi parametrami sa
topologia, dlugos¢ gatezi oraz matematyczne modele powstawania mutacji, moga stworzy¢
uktad sekwencji, ktory odzwierciedla z najwickszym prawdopodobienstwem rzeczywi-
sty przebieg historycznego procesu rozgal¢ziania si¢ drzewa sekwencji, w tym wypadku
sekwencji aminokwasowych 21HS. Sekwencje aa pochodza z 89 genomoéw kregowcow
nalezacych do wybranych gromad (zatacznik 1). Drzewo posiada grupe zewngtrzna uko-
rzeniajacg caly graf, w postaci najstarszej ewolucyjnie sekwencji 21HS. Obecnos¢ korzenia
oprocz wzajemnych relacji pokrewienstwa sekwencji tworzy porzadek zwiazany z przeply-
wem czasu.

Sekwencja ukorzeniajaca pochodzi z genomu bardzo starej ewolucyjnie ryby Latimerii
chalumnae z rz¢du Coelacanthiformes (celanoksztaltnych -> (latimerioksztaltnych) naleza-
cego do gromady migsnioptetwych). W zapisie kopalnym ryby te sa znane od dolnego de-
wonu (okoto 400 mln lat temu) (Zhu i wsp. 2012). Wszystkie pozostate sekwencje umiesz-
czone na drzewie sa od niej mtodsze ewolucyjnie. Gdy znane jest potozenie korzenia, znane
sa kierunek ewolucji i kolejnos¢ dziedziczenia sekwencji. Mozna §ledzi¢ drogg od korzenia
do dowolnej sekwencji. Cale drzewo jest wigc monofiletycznym uktadem sekwencji aa
21HS. Topologi¢ drzewa konstytuuje uktad gatezi taczacych kolejno spokrewnione ze soba
sekwencje 1 wezty. Wszystkie sekwencje potomne okreslonego wezla wewngtrznego sta-
nowig klad. Najstarsze ewolucyjnie klady grupujace sekwencje 21HS pochodza kolejno
z genomoéw ryb (klad A), ptazow (B), gadow (C), ptakoéw (D) oraz ssakéw (E), co ogodlnie
odzwierciedla topologi¢ drzewa gatunkow. W obrebie ww. kladow sekwencje polaczone sa
galeziami o bardzo ro6znej dlugosci. Im dluzsza gataz taczaca wezel i analizowana sekwen-
cje, tym wigcej roznic (mutacji) w poréwnywanych sekwencjach. Z kolei krotkie gatezie
wskazuja na niewielkie zroznicowanie migdzy sekwencjami.
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Rys. 1.

Fig. 1.

Drzewo filogenetyczne 89 sekwencji aminokwasowych genu CYP21 wykonane metoda
najwyzszej wiarygodno$ci. Warto$ci przy weztach zawieraja informacje i ich istotnoscei:
ML — wynik analizy bootstrap (metoda najwyzszej wiarygodnosci), MB — wynik praw-
dopodobienstwa z programi MrBayes. Jako grupy zewngtrznej uzyto sekwencji CYP21
gatunku Latimeria chalumnae

Maximum likelihood phylogenetic tree of 89 aminoacid CYP21 sequences. Values along
nodes show information about their significance — bootstrap value for Maximum Likeli-
hood and posterior probability for MrBayes. Latimeria chalumnae CYP21 sequence was
used as outgroup



14 Barbara Kosowska, Tomasz Strzata

Migdzy niektorymikladamiwystepujardznice, np. dtugosc gatezitaczacejptazy (klad B)
weztami wewngtrznymi z sekwencja ukorzeniajaca jest mniejsza niz dlugosé gatezi ta-
czacej sekwencjg latimerii z rybami kladu A. Oznacza to, ze sekwencja 21HS pochodzaca
z genomu ptaza — afrykanskiej (zachodniej) zaby szponiastej (Xenopus tropicalis) wyka-
zuje mniej roznic w stosunku do sekwencji korzenia niz starsze ewolucyjnie sekwencje
ryb, takich jak karp (Cyprinus carpio), wggorz japonski (Anguilla japonica) i szczupak
pospolity (Lesox lucius), ktore grupuja si¢ w kladzie A. Mniejszy dystans genetyczny
wyznaczony migdzy korzeniem drzewa a ptazami niz migdzy korzeniem a rybami moze
sugerowac, iz podczas ewolucji na Ziemi pojawily si¢ najpierw ptazy, a dopiero po nich
ryby. Wynika to z braku na grafie w kladzie A sekwencji pochodzacych z genomoéw ewo-
lucyjnie starszych ryb o zapisie kopalnym zblizonym do latimerii, np. Euselachii, takso-
nu ryb chrzgstnoszkieletowych (Chondrichthyes), ktory obejmuje wspolczesnie wystepu-
jace rekiny oraz ptaszczki. Rekiny znane sa z zapiséw kopalnych datowanych na dewon
(Long i wsp. 2015), za$ ptaszczki na jurg (okoto 200 milionow lat temu) (Ginter 2012).
Niestety, w bazach danych nie znaleziono sekwencji 21HS starszych ewolucyjnie ryb,
cho¢ czg$ciowo zblizonych do latimerii. Zaistniata na drzewie luka stanowi pewna ana-
logig do braku wielu posrednich form wyzszych taksonéw w zapisie kopalnym. Eldredge
(1989) stwierdzit, ze wigkszo$¢ gromad, klas, rzedow i typodw pojawia si¢ w kopalnym
zapisie nagle, czgsto bez anatomicznych form posrednich gladko taczacych ewoluujace
taksony z ich domniemanymi przodkami. Podobnie Hickman i wsp. (2001) wskazali,
iz zapis kopalny wczesnych krggowcow jest czgsto niekompletny i méwi nam o wiele
mniej, niz chcieliby$my wiedzie¢. Z kolei Raff i Kaufman (1991) stwierdzili ,,iz luki
pomigdzy wyzszymi taksonami sa duze i regularne”.

Klady ptazow (B) oraz gadéw (C) tacza si¢ wewngtrznymi weztami z kladem ryb (A)
bardzo dtugimi gateziami, ktore odzwierciedlaja czas ewolucji od dywergencji sekwencji
migdzy kladami, a takze ewolucji migdzy sekwencjami 21HS wewnatrz kladow.

Klad C grupujacy sekwencje gadow zawiera tylko 3 sekwencje, z ktorych najstarsza
jest sekwencja jaszczurki, anolisa zielonego (Anolis carolinensis), a w dalszej kolejnosci
zmii plamistej brunatnobrzuchej (Protobothrops mucrosquamatus) oraz pytona birman-
skiego (Python bivitatus).

Klad D grupujacy sekwencje 21HS pochodzace z genomow ptakoéw zawiera 2 gru-
py sekwencji: pierwsza, ktora obejmuje blisko ze soba spokrewnione sekwencje ptakow
grzebiacych: znajdujacej si¢ najblizej sekwencji ukorzeniajacej — bazanta zlocistego
(Chrysolophus pictus), indyka (Meleagris gallopavo), przepiorki japonskiej (Coturnix
Japonica) oraz kura dzikiego bankiwa (Gallus gallus), a takze druga, ktorej sekwencje
pochodza z genomow ptakow latajacych: gorzyczka czepeczkowego (Lepidothrix coro-
nata) oraz blizej ze soba spokrewnionych dwdch sekwencji: sikory bogatki (Parus ma-
Jjor) 1 pasoéwki bialogardtej (Zonotrichia albicolis).

Kladem grupujacym najwigcej sekwencji 21HS jest klad E obejmujacy ssaki. Niekto-
re z sekwencji utozyly sig tuz obok siebie, tworzac ciasne zgrupowania, jak np. naczelne,
drapiezne czy parzystokopytne. Pozostate sekwencje, z braku blizej z nimi spokrewnio-
nych, pozostaty zdystansowane w stosunku do reszty. Z tego powodu sekwencje kladu E
zgrupowane blisko siebie wyodrgbniono jako subklady, oznaczone literami od E1 do E13.
Najstarsze ewolucyjnie sekwencje 21HS sposrod wszystkich zgrupowanych w kladzie
ssakow naleza do torbaczy oraz dydelfoksztattnych, a nastgpna z kolei jest sekwencja
pancernika dziewigciopaskowego (szczerbaki).
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Subklad E1 zawiera tylko 2 sekwencje, z ktorych jedna pochodzi od diabta tasman-
skiego (Sarcophilus harrisii), torbacza z rodziny nietazowatych, druga za§ od oposa
krotkoogonowego (Monodelphis domestica), gatunku ssaka z rzedu dydelfoksztattnych,
ktory zamieszkuje lasy tropikalne Ameryki Poludniowej. Miejsce usytuowania sekwencji
diabta tasmanskiego na drzewie wskazuje, Ze jest ona starsza ewolucyjnie od sekwen-
cji oposa, natomiast torbacze i dydelfoksztaltne maja migdzy soba diugie relacje pokre-
wienstwa. Zapis kopalny wskazuje, ze korzenie torbaczy si¢gaja dziesiatkow milionow
lat, do czasow gdy na potkuli potudniowej lezat superkontynent Gondwana. Uwaza sig,
ze torbacze powstaty na ziemiach obecnie lezacych w Ameryce Potudniowej, po czym
migrowaly do Australii poprzez Antarktydg, na ktorej panowat wowczas klimat umiarko-
wany. Dane molekularne wskazuja na rozdzielenie przodkéw diabta tasmanskiego i nie-
tazow (Dasyurus) pomigdzy 10 a 15 milionami, kiedy to w Australii nastapity powazne
zmiany klimatyczne (Owen i Pemberton 2011). Nastgpnym w kolejnosci jest subklad
E2, ktory prezentuje tylko jedna sekwencjg pochodzacg z genomu pancernika dziewig-
cio-paskowego (dawniej dlugoogonkowego), pochodzacego z Ameryki Potudniowe;.
Z kolei klad E3 grupuje jedynie 4 sekwencje: mrownika afrykanskiego (Orycteropus
afer) rz¢du rurkozgbnych, tenreczynka jezowatego (tenreka mniejszego) (Echinops tel-
fari) z rz¢du afrosorkowcow, wyodrebionego niedawno z owadozernych dzigki bada-
niom molekularnym (Myers i wsp. 1999), a takze dwie blisko ze soba spokrewnione
sekwencje manata karaibskiego (Trichechus manatus) z rz¢du brzegowcoéw (Bauer 1 wsp.
2010) oraz ryjoskoczka (Elephantus edwardii) z rz¢du ryjkonosych, wystgpujacego
w Afryce.

Duzy subklad E4 grupuje sekwencje 21HS pochodzace z genoméw blisko ze soba
spokrewnionych parzystokopytnych: muflona §rodziemnomorskiego (Ovis ariel musi-
mon) i kozy domowej (Capra hircus), bydta domowego (Bos taurus) i wota domowego
(Bubalus bubalis). Zaskoczeniem moze si¢ wyda¢ usytuowanie sekwencji orki oceanicz-
nej (Orcinus orca) w parze z dzikiem euroazjatyckim (Sus strofa). Jednakze w ostatnich
latach prace wielu badaczy (Boissere i wsp. 2005) doprowadzity na podstawie badan
molekularnych ssakéw do utworzenia nowego rzedu Cetartiodactyla (brak jeszcze na-
zwy polskiej), ktorego rozwinigeie jest nastgpujace: -> wielbtadoksztaltne (wielbtady +
wymarli krewni) -> tozyskowce -> nowy takson: Cetruminantia, ktory obejmuje przezu-
wacze (Ruminantia) oraz Cetacea (nazwa rzgdu waleni) (Spaulding i wsp. 2009).

W niniejszej analizie sekwencja najblizej spokrewniona z para orka oceaniczna — dzik
eurazjatycki jest sekwencja aa 21HS z genomu wielblada baktriana (Camelus bactria-
nus), co potwierdza shuszno$¢ dokonania zmian przez systematykow. Tylopody (wielbta-
dy i ich wymarli krewni) okazaty sig¢ na tyle specyficzne molekularnie, genetycznie i mor-
fologicznie, iz zaliczono je bezposrednio do Cetartiodactyla (Waddell i wsp. 1999).

Subklad E5 zawiera tylko jedna sekwencj¢ z genomu tuskowca jawajskiego lub tez
pangolina jawajskiego (Manis javanica) z rzgdu tuskowcow.

Subklad E6 grupuje trzy sekwencje pobrane z genomow blisko ze soba spokrewnio-
nej pary rzg¢du nietoperzy: rudawki zatobnej (Pteropus alecto) oraz rudawki malajskiej
(Pteropus vampyrus), a takze sekwencji mlodszej ewolucyjnie od powyzszej pary, uzy-
skanej od mroczka brunatnego (Eptesicus fuscus).
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Subklad E7 grupuje rowniez 3 sekwencje z genomoéw rzedu nieparzystokopytnych:
konia domowego (Equus caballus), osta domowego (Equus asinus) oraz sekwencji
starszej i oddalonej ewolucyjnie od ww. pary i nalezacej do nosorozca biatego (Cera-
toterium simum).

Subklad E8 skupia 8 sekwencji aa 21HS drapieznych. Najblizej sekwencji ukorze-
niajacej usytuowata si¢ sekwencja morsa arktycznego (Odobenus rosmarus), najblizej
spokrewniona z sekwencja tchorza zwyczajnego (Mustela putorius), a ta z kolei z se-
kwencjami wilka (Canis lupus) i psa domowego (Canis lapus familiaris). Sekwencje
psa i wilka domowego sa tozsame, na co wskazuja wartos¢ wezta i1 ta sama dtugosé
gatezi. Wynik ten (dotyczacy psa oraz wilka) jest analogiczny do efektow pracy Ko-
sowskiej i wsp. (2012) uzyskanych na podstawie wiasnych sekwencji nukleotydowych
oraz aminokwasowych wilka i psa domowego.

W dalszej kolejnosci rownolegle utozyly sig trzy sekwencje pochodzace od: tygrysa
azjatyckiego (Panthera tigris), kota domowego (Felis catus) oraz rysia euroazjatyckie-
go (Lynx lynx). Badania molekularne na podstawie uzyskanych oryginalnych sekwencji
21HSrysiaikotadomowego prowadzili Kosowskaiwsp. (2013). Obecne badaniain silico
potwierdzaja wyniki badan dotyczace bardzo bliskiego pokrewienstwa obu sekwencji
uzyskanych z genomow tych gatunkéw, zdeponowanych nastgpnie w GenBanku (Ko-
sowska 1 wsp. 2012). Wsrod omawianych kotowatych sekwencja najbardziej zdystan-
sowana do pozostalych jest zapis aa 21HS geparda grzywiastego (Acinonyx jubatus),
ktory wykazuje najwigksze podobienistwo do sekwencji rysia euroazjatyckiego, kota
domowego, a najmniejsze do tygrysa azjatyckiego. Odnalezione szczatkowe iloSci ma-
teriatu kopalnego wskazuja na mozliwos$¢ pochodzenia przodka (lub krewnego) tygrysa
azjatyckiego, nazwanego Panthera palaeosinensis, z wczesnego plejstocenu (Mazak
1981).

Subklad E9 skupia trzy sekwencje nalezace do owadozernych, w zapisie amino-
kwasowym bardzo zréznicowane w stosunku do siebie. Najstarsza ewolucyjnie jest se-
kwencja gwiazdonosa amerykanskiego (Condylura cristata), a wgzet z ktorego si¢ wy-
wodzi, ma warto$¢ istotna. Kolejny wezet z ktorego dywergowaty nastgpne sekwencje
— jeza zachodniego (Erinaceus europaeus) oraz ryjowki aksamitnej (Sorex araneus),
wskazuje na jego niepeing istotno$¢ (0,96/-). Zatem, usytuowanie sekwencji wywodza-
cych sig z tego wezta nie jest do konca pewne. Jeza oraz ryjowke dzieli spory dystans
genetyczny, dlugosci ich gatgzi wskazuja, iz sekwencja ryjowki rézni si¢ bardzo znacz-
nie od sekwencji jeza. Przyczyna byla duza ilos¢ mutacji sekwencji aa 21HS ryjowki
w stosunku do zmian sekwencji jeza oraz niezbg¢dny czas, ktory minat od ostatniego
wezta (ostatniej dywergencji sekwencji) do powstania wspotczesnych postaci sekwen-
cji, co obrazuje znaczaca dlugos¢ gatezi.

Subklad E10 grupuje 15 sekwencji aa 21HS naczelnych. Jest to najwigksze zgru-
powanie sekwencji wérod ssakow na grafie. Naczelne stanowia czgsty obiekt badan,
stad wiele ich sekwencji biatkowych oraz nukleotydowych jest dostgpnych w réznych
bazach danych. Sekwencje naczelnych na grafie sa silnie skupione. Najbardziej zr6zni-
cowane genetycznie wobec pozostalych sa sekwencje pochodzace od mikrusa uszatego
(Microcebus murinus) oraz galago matouchego (Otolemur garnetti). Zaznaczona nie-
wielka odmienno$¢ wystepuje takze migdzy grupa 3 sekwencji: kapucynki czarno-bialej
(Cebus capucinus)saimiriczarnoglowej(Saimiriboliviensis)orazponocnicy Nancy (4otus
nancymaae) a pozostatymi sekwencjami 21HS naczelnych. Sekwencjami posrednimi
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migdzy omawianymi powyzej a zapisami aa hominidow (Hominidae) sa sekwencje 21HS
pochodzace od gerezy angolanskiej (Colobus angolensis), makaka krolewskiego (Maca-
ca mulatta) oraz makaka krabozernego (Macaca fascicularis), pawiana niedzwiedziego
(Papio ursinus) 1 pawiana oliwkowego (Papio anubis). Najwyzej na krotkich gateziach
usytuowane sa sekwencje cztowiekowatych: orangutana sumatrzanskiego (Pongo abe-
li), gorylazachodniego (Gorilla gorilla),szympansazwyczajnego (Pan troglodytes) oraz
2 sekwencje cztowieka rozumnego (Homo sapiens).

Doktadniejsza analiza wskazuje, iz ewoluowanie sekwencji naczelnych byto dosy¢
szybkie i nie prowadzito do duzego zréznicowania. Wezty wewngtrzne tych sekwencji
sa przewaznie istotne; na 15 sekwencji tylko przy 2 weztach ich warto$¢ szacowana
metoda ML byla nieistotna (natomiast wg metody MrBayesa byla wysoka i istotna)
oraz w jednym przypadku warto$§¢ wezta byla nieistotna wedtug obu metod. Galgzie
sa krotkie, a wige roznice w sekwencjach aa sa mate, co utrudnia ustalenie ich ko-
lejnosci. Oznacza to, iz pewien wzor sekwencji aa 21HS powstal juz u pierwszych
naczelnych i ulegal potem jedynie zmianom przystosowawczym. Kawashima i Satta
(2014) przeprowadzili analizg filogenetyczna kilkuset sekwencji CYP z genomow roz-
nych kregowcow. Wykazali, ze ewolucja gendéw CYP typu biosyntezy (do nich nalezy
gen CYP21A1A, ktérego produktem genowym jest enzym 21HS) jest napedzana sub-
stratami dla tych enzymoéw. Steroidogeneza jest u wszystkich naczelnych procesem,
ktory prowadzi w korze nadnerczy do syntezy hormondéw steroidowych, gliko- oraz
mineralokortykoidow, z udzialem m.in. kluczowego w biosyntezie steroidow enzymu
21HS. Enzym ten u wszystkich naczelnych ma albo bardzo zblizony, albo jak u homi-
nidow prawie identyczny sktad aminokwasowy (tab. 2 dystanséw genetycznych we-
wnatrz kladow). Wigksze zréznicowanie w zakresie biosyntezy steroidow wystepuje
np. migdzy hominidami a gryzoniami. Na przyktad gtdéwnym glikokortykoidem szczu-
ra nie jest kortyzol, jak ma si¢ to u cztowiekowatych, lecz kortykosteron (Kosowska
i Zdrojewicz 1991). Zmniejszona aktywnos$¢ 21HS (np. na drodze zmiany jej sekwencji
aa) uniemozliwia prawidtowa konwersj¢ 17-hydroksyprogesteronu do 11-dezoksykor-
tykosteronu. Skutkami tego moga by¢ niewystarczajaca synteza kortyzolu i aldoste-
ronu oraz nadmierne wydzielanie androgendéw. Tego typu zmiany moga prowadzi¢ do
nowych $ciezek przemian biosyntezy steroidow u réznych taksonow (Kosowska i wsp.
2012, 2013).

Koleiny subklad E11 — obejmuje tylko jedna sekwencje rzedu zajeczakow, pocho-
dzaca od krolika europejskiego (Oryctolagus cuniculus). Jest ona najbardziej spo-
krewniona z sekwencja wiewiorecznika chinskiego (Tupaia chinensis), ssaka z rz¢du
wiewiorecznikow, reprezentujacego samotnie subklad E12. Wezet wewngetrzny, ktory
laczy sekwencje¢ wiewiorecznika z sekwencjami subkladu E13 obejmujacego gryzonie,
nie jest istotny (wg obu metod zarowno ML, jak i MrBayesa), zatem usytuowanie se-
kwencji wiewidrecznika w tym miejscu drzewa jest raczej przypadkowe.

Subklad E13 obejmuje sekwencje aa 21HS pochodzace od gryzoni zamieszkujacych
bardzo rozne Srodowiska, nisze ekologiczne oraz geograficzne, w ktorych wystepuje
zréznicowana i przewaznie silna presja srodowiska, w tym antropopresja. Sekwencje aa
21HS wewnatrz zestawionych par sa bardzo podobne, a migdzy parami odmienne i zdy-
stansowane. Dot subkladu E13 zajmuje para sekwencji pochodzacych od zgboszczura
z Damary (Fukomys damarensis), zyjacego dziko pod ziemia w ptd. Afryce oraz golca
piaskowego (Heterocephalus glaber), zyjacego rowniez pod ziemia pustyn wschodniej
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Afryki. Galgzie sekwencji sa podobnej dlugosci. Wezet, z ktorego dywergowaty, jest
istotny. Wyzej na grafie znajduja si¢ 3 blisko ze soba spokrewnione sekwencje; starsza
z genomu szynszyli matej (Chinchilla lanigera), z Ameryki Pid. (Chile) oraz dwie
mtodsze, wywodzace si¢ z sekwencji szynszyli, blizej ze soba spokrewnione sekwencje
koszatniczki pospolitej (Octodon degus), zyjacej w warunkach naturalnych w Ame-
ryce Pid. (Chile), oraz §winki morskiej (Cavia porcellus) z Peru i Kolumbii. Warto$¢
wezta taczacego dwie ostatnie sekwencje szacowana metoda ML okazala si¢ jednak
nieistotna.

Wyzsze galezie w tym subkladzie tworza sekwencje: szczuroskoczka biatostopego
(Dipodomys ordii) zyjacego w Ameryce Pin. (do Meksyku) oraz swistaka alpejskiego
(Marmota marmota) z Europy, a takze blisko spokrewniona z poprzednia — sekwencja
paskosusta lamparciego (Ictidomys tridecemlineatus) z Ameryki Pin.

Najwyzej, na szczycie drzewa znajduje si¢ sze$¢ sekwencji aa 21HS, z ktérych
ewolucyjnie najstarsza jest pochodzaca z genomu podskoczka egipskiego (Jaculus
Jjaculus), nastgpnie §lepca z Galilei (Nannospalax galili) oraz dwoch par sekwencji,
mtodszych od sekwencji §lepca o dwa rozgalgzienia (wezty): chomika chinskiego (Cri-
cetulus griseus) z Azji oraz myszaka lesnego (Peromyscus maniculatus), z Ameryki
Pin. (warto$¢ jego wezta jest tylko potowicznie istotna wg MrBayesa), a takze pary
sekwencji: myszy domowej (Mus musculus) i mtodszej ewolucyjnie sekwencji szczura
norweskiego (Rattus norvegicus). Sekwencja szczura norweskiego posiada dtuzsza niz
u myszy gataz, $wiadczaca o czestych zmianach sekwencji wiodacych do formy wy-
stgpujacej wspotczesnie u szczurdw, ktore stale pozostaja pod niezwykle silng presja
srodowiska, co wptywa na tempo mutacji w zapisie aa 21HS.

Srednie dystanse genetyczne miedzy analizowanymi sekwencjami

W tabeli 1 przedstawiono wartosci §redniego dystansu genetycznego mi¢dzy kladami
sekwencji drzewa filogenetycznego z rysunku 1.
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Najdtuzszy dystans genetyczny o wartosci wzglednej 1,32 odnotowano migdzy kladem
A (ryby) i subkladem E9 ssakow (owadozerne). Najkrotszy dystans ewolucyjny ma szacun-
kowa wartos¢ 0,14 i podzielit nastgpujace subklady ssakow: E6 (nietoperze) z E7 (niepa-
rzystokopytne) i E6 (nietoperze) z E4 (parzystokopytne). Wartosci miar dystansow migdzy
pozostatymi kladami zawieraly si¢ pomigdzy przedstawionymi wyzej dtugosciami.

W tabeli 2 przedstawiono wartosci Sredniego dystansu genetycznego migdzy sekwen-
cjami aa 21HS wewnatrz kladow sytuowanych na drzewie filogenetycznym z rysunku 1.

Tabela 2
Table 2
Wartos$ci sredniego dystansu ewolucyjnego migdzy sekwencjami aa 21HS wewnatrz
poszczegdlnych kladow drzewa filogenetycznego z rysunku 1
Average within clades evolutionary distance from the 21HS phylogenetic tree from Figure 1

Grupa Sredni dystans wewnatrz grupy

Group Average distance inside the group
A Ryby — A Fishes 0,216
B Plazy — B Amphibians 0,353
C Gady — C Reptiles 0,308
D Ptaki — D Birds 0,291
El 0,29
E2 Szczerbaki — E2 Xenarthra b/d
E3 0,19
E4 Parzystokopytne 0.084
E4 Even-toed ungulates ’
ES5 Luskowce — ES Pangolins b/d
E6 Nietoperze — E6 Bats 0,087
E7 Nieparzystokopytne 0.046
E7 Odd-toed ungulates ’
E8 Drapiezne — E8 Carnivors 0,092
E9 Owadozerne — E9 Insectivora 0,427
E10 Naczelne — E10 Primates 0,08
E11 Zajeczaki — E11 Lagomorphs b/d
E12 Wiewidreczniki b/d*
E12 Treeshrews
E13 Gryzonie — E13 Rodents 0,301

Najdluzszy dystans genetyczny dzieli sekwencje wewnatrz subkladu ssakow owado-
zernych (E9). Jego wartos¢ wyniosta 0,427. Najkrotszy dystans genetyczny wystapil mig-
dzy sekwencjami wewnatrz kladu naczelnych (E10) i wyniost 0,08. Wewnatrz pozosta-
tych kladéw wartosci dystanséw ewolucyjnych migdzy sekwencjami aa 21HS mieszcza
si¢ w granicach podanych wyzej odlegtoéci ewolucyjnych.
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PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy wygenerowano drzewo filogenetyczne sekwencji aa 21HS metoda-
mi najwigkszej wiarygodnosci (ML) oraz Bayesowska. Sekwencje te pochodzily z 89
genomow zyjacych wspolczesnie krggowcow i1 byly zdeponowane w bazie danych Gen-
Bank. Szczegdtowa analiza wykonana w pracy wyjasnita powiazania ewolucyjne mig-
dzy sekwencjami, a macierze dystanséw ewolucyjnych umozliwity wyznaczenie stopnia
i zakresu ich pokrewienstwa. Topologia drzewa odzwierciedlita najbardziej prawdopo-
dobne utozenia sekwencji r6znych krggowcow podczas ewolucji, tym samym przybli-
zajac zrozumienie jej rzeczywistego przebiegu w odniesieniu do kluczowego enzymu
steroidogenezy nadnerczowe;j. Jednakze, na drzewie pozostaty liczne miejsca wolne oraz
wezly o wartosci nieistotnej, ktore lokowatly czgs¢ sekwencji w sposob przypadkowy. Te
niedostatki obecnej analizy, wynikajace czgSciowo z braku wigkszej liczby sekwencji
21HS wielu gatunkoéw w bazach danych oraz niedoskonatosci obecnie istniejacych me-
tod, w kolejnych badaniach bedzie mozna stopniowo eliminowac.

WNIOSKI

1. Niniejsza analiza filogenetyczna sekwencji aa 21HS jest wstgpnym, obszernym oraz
przyblizonym obrazem ewolucji pierwszorzgdowej struktury cytochromu P450c21
(CYP21al) krggowcow.

2. W celu zwigkszenia prawdopodobienstwa odzwierciedlenia rzeczywistej drogi ewo-
lucji zapisu aa21HS nalezy istotnie zwigkszy¢é wykorzystanie informacji zawartej
w sekwencjach oraz uwzgledni¢ w badaniach wigksza liczbg sekwencji.
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Zalaczniki — Supplementary materials:

Zalacznik 1. Nazwy gatunkowe oraz numery dostgpowe sekwencji aminokwasowych
wykorzystanych w niniejszej pracy
Supplementary material 1. Species name along with GenBank accession number of the sequences
used in this paper

Lp. Nazwa gatunkowa Numer dost¢powy GenBank
No. Species name GenBank accession number
1 2 3
1. | Acinonyx jubatus XP014937161.1
2. | Anguilla japonica BAC76051.1
3. | Anolis carolinensis XP003218107.2
4. | Aotus nancymaae XP012292150.1
5. | Bos taurus AAA30487.1
6. | Bubalus bubalis XP006059218.1
7. | Camelus bactrianus XP010959765.1
8. | Canis lupus ABC67289.1
9. | Canis lupus familiaris BAB79541.1
10. | Capra hircus XP017894409.1
11. | Cavia porcellus XP003473789.1
12. | Cebus capucinus XP017377806.1
13. | Ceratotherium simum XP014638412.1
14. | Chinchilla lanigera XP005389464.1
15. | Chrysolophus pictus AFN53625.1
16. | Colobus angolensis XP011800156.1
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1 2 3

17. | Condylura cristata XP004695164.1
18. | Coturnix japonica XP015734065.1
19. | Cricetulus griseus XP007647278.1
20. | Cynoglossus semilaevis XP008321705.1
21. | Cyprinus carpio KTG43564.1

22. | Dasypus novemcinctus XP004452440.1
23. | Dipodomys ordii XP012890439.1
24. | Echinops telfairi XP004711865.1
25. | Elephantulus edwardii XP006896323.1
26. | Eptesicus fuscus XP008155631.1
27. | Equus asinus XP014696462.1
28. | Equus caballus XP001491972.1
29. | Erinaceus europaeus XP007527511.1
30. | Esox lucius XP010882883.1
31. | Felis catus ABC69211.1

32. | Fukomys damarensis XP010608201.1
33. | Gallus gallus BAJ53029.1

34. | Gorilla gorilla XP004043777.1
35. | Heterocephalus glaber XP012928251.1
36. | Homo sapiens CAJ75800.1

37. | Homo sapiens AFK10115.1

38. | Ictidomys tridecemlineatus XP005339098.1
39. |Jaculus jaculus XP004672045.1
40. | Kryptolebias marmoratus XP017281972.1
41. | Latimeria chalumnae XP014347016.1
42. | Lepidothrix coronata XP017692772.1
43. | Lynx lynx ABC69212.1

44. | Macaca fascicularis XP005553488.1
45. | Macaca mulatta NPO001181556.1
46. | Manis javanica XP017510722.1
47. | Marmota marmota XP015342974.1
48. | Meleagris gallopavo XP003214196.2
49. | Microcebus murinus XP012596547.1
50. | Micropogonias undulatus ACD44944.1

51. | Monodelphis domestica XP001376456.3
52. | Mus musculus BAA31153.1

53. | Mustela putorius XP012905654.1
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54. | Nannospalax galili XP008819777.1
55. | Nanorana parkeri XP018411348.1
56. | Octodon degus XP004624536.1
57. | Odobenus rosmarus XP004415328.1
58. | Orcinus orca XP004286604.1
59. | Orycteropus afer XP007949637.1
60. | Oryctolagus cuniculus XP008260834.1
61. | Oryzias latipes XP004078124.1
62. | Otolemur garnettii XP003789336.1
63. | Ovis aries musimon XP012018856.1
64. | Pan troglodytes XP016810697.1
65. | Panthera tigris altaica XP007098805.1
66. | Papio anubis XP003897440.1
67. | Papio ursinus ABY57765.1

68. | Parus major XP015504442.1
69. | Peromyscus maniculatus XP006995656.1
70. | Poecilia formosa XP007559537.2
71. | Poecilia mexicana XP014824063.1
72. | Pongo abelii XP002816719.1
73. | Protobothrops mucrosquamatus XP015677834.1
74. | Pteropus alecto ELK18899.1

75. | Pteropus vampyrus XP011378108.1
76. | Python bivittatus XP007439680.1
77. | Rattus norvegicus NP476442.2

78. | Saimiri boliviensis XP003944373.1
79. | Sarcophilus harrisii XP012404356.1
80. |Sorex araneus XP004621383.1
81. |Stegastes partitus XP008294728.1
82. | Sus scrofa NP999598.1

83. | Tukifugu rubripes CAD45005.1

84. | Trichechus manatus XP004390861.1
85. | Tupaia chinensis XP006154384.1
86. | Xenopus laevis NP001087443.1
87. | Xenopus tropicalis XP002941314.3
88. | Xiphophorus maculatus XP005812688.1
89. | Zonotrichia albicollis XP014129342.1
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PHYLOGENETIC ANALYSIS IN SILICO AMINO ACID SEQUENCE
OF CYTOCHROME P450C21 (CYP21A1) SELECTED CLUSTERS
OF VERTEBRATES

Summary

In this paper, the phylogenetic analysis based on the amino acid sequences (aa) of the steroid 21-hy-
droxylase (21HS), derived from the genomes of the 89 vertebrates belonging to different groups,
was done. The enzyme of 21HS is a cytochrome P450C21 (CYP21A1) and is a key enzyme dur-
ing adrenal steroidogenesis necessary for the synthesis of mineralocorticoid and glucocorticoid.
Sequences analysed in this paper were derived from a modern living animals and deposited in Gen-
Bank database. The aim of the study was to conduct a phylogenetic analysis and to discuss the tree
topology, including the significance of the nodes and to analyse the length of the branches, which
were the results of divergence time and the number of substitution mutations in the sequence. The
21HS trees were generated with method maximum likelihood (ML) and the Bayesian methods. The
tree was rooted with the sequence of Latimeria chalumnae, whose fossil remains were estimated at
Devonian (about 400 million years). The sequences were grouped in the following manner: fishes,
amphibians, reptiles, birds and mammals. The tree topology reflects the most likely evolutionary
path sequence of 21 HS from the first vertebrates (fish) to the evolutionary youngest mammals,
thereby bringing an understanding of its actual course in relation to the key enzyme adrenal ste-
roidogenesis.

KEY WORDS: steroid 21-hydroxylase, phylogenetic analysis, amino acid sequences, evolution,
vertebrates
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ZROZNICOWANIE MASY TUSZ ORAZ MASY TROFEOW
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Oceng jakosci osobniczej kozlow saren w rdéznym wieku przeprowadzono na podstawie analizy
masy tuszy i masy porozy (n= 775 osobnikéw), pozyskanych w sezonach towieckich od 1999/2000
do 2011/2012 w powiecie legnickim. Analizowano réwniez wptyw ekosystemu — bonitacyjnej oce-
ny zasobnos$ci gleb na badane cechy koziow saren. Zmienno$¢ masy tuszy i masy poroza koztow
byta znaczaco (P<0,05) uzalezniona od ich wieku. Wspotczynnik korelacji migdzy masa tuszy
a wiekiem koztéw wynosit r = 0,36, za$ migdzy masa tuszy a masa trofeum r = 0,51. Mimo braku
istotnych réznic migdzy cechami koztéw z rdznych srodowisk stwierdzono wyzsze jakosciowo tyki
koztéw wedlug wyceny CIC ze srodowiska lesnego (2,20/ 2,24 pkt. CIC) w poréwnaniu z najlep-
szym polnym (2,10/ 2,03 pkt. CIC) (P<0,05). W wigkszo$ci analizowanych trofeéw tyki lewe byty
wyceniane wyzej od tyk prawych.

SEOWA KLUCZOWE: sarna, kozly, tusza, poroza, biotop polny i lesny

Do cytowania — For citation: Orlanski T., Nowakowski P., Pawlina E., 2016. Zr6znicowanie masy
tusz oraz masy trofeow koztow saren (Capreolus Capreolus L.) z obwodéw towieckich polnych
i le§nych powiatu legnickiego (Dolny Slask). Zesz. Nauk. UP Wroc., Biol. Hod. Zwierz., LXXXII,
622: 27-34.
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WSTEP

Oceng jakosci osobniczej zwierzat najczesciej przeprowadza si¢ na podstawie analizy
masy ciata (Kjellander i wsp. 2006). U zwierzat wolno zyjacych (saren) oceng przepro-
wadza si¢ na podstawie masy tuszy. Zmienno$¢ masy tuszy saren jest odzwierciedleniem
warunkow srodowiskowych, w ktorych przebywaja (Flis 2015, Marzec 2012). Najwigk-
szy wplyw na zmienno$¢ masy tuszy ma ilos¢ i jako$¢ bazy pokarmowej. Sarny zyjace
w warunkach lesnych i polnych (prawie idealne warunki zerowe i ostonowe) okreslane sa
jako zwierzgta ekotonowe (Pielowski 1999, Sporek 2012). W $rodowiskach o wigkszym
zageszcezeniu zwierzat 1 niskiej zasobnosci w sktadniki odzywcze masa tuszy zwierzat
jest nizsza (Flis 2015). Natomiast wskaznik masy tuszy w okreslonym $rodowisku $cisle
zwiazany jest z wiekiem zwierzat (Dziedzic 1991, Dziedzic i Flis 2006, Flajsman i wsp.
2014, Flis 2005). Dodatkowymi wskaznikami jako$ciowymi samcow jeleniowatych sa
masa i wielkos$¢ porozy (trofeum) (Pélabon i Van Breukelen 1998).

Celem pracy byla analiza zmienno$ci masy tuszy i masy poroza u koziow saren zy-
jacych na terenie fowisk polnych i lesnych powiatu legnickiego w sezonach towieckich
od 1999/2000 do 2011/2012.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan jakosci osobniczej koztéw saren pozyskano z dokumentacji kot fowiec-
kich z powiatu legnickiego (Dolny Slask). Do badan uzyto danych pochodzacych od 775
osobnikow o regularnym porozu. Materiat badawczy uzyskano z arkuszy oceny prawidto-
wosci odstrzatu, pozyskiwanych w kolejnych sezonach towieckich od lat 1999/2000 do
2011/2012. Po przeprowadzonych odstrzatach koziow ich masa tusz i trofeum sa ujmowane
w protokotach (komisyjnie wazone tusze z doktadnos$cia do 0,5 kg i poroza do 1 g — masa
brutto). Jakos¢ porozy (trofeum) przyjeto na podstawie oceny CIC (Conseil Internationale
de la Chasse — Migdzynarodowa Rada Lowiectwa) (Trense 1981). Wiek koztow zostat
okreslony na podstawie stopnia zuzycia uzgbienia (Pielowski 1999, Przybylska 2008).

Uwzgledniajac pochodzenie koztow saren, w analizie populacji rozrézniono obwody
polne (n = 4) i le$ne (n = 2). Obwody towieckie lesne naleza do Nadlesnictwa Legnica
i wchodza w sktad Borow Dolnoslaskich. Do obwodow lesnych (wedtug kategoryzacji)
zalicza si¢ obwody, w ktorych taczna powierzchnia lesna stanowi co najmniej 40% ogol-
nej powierzchni obwodu (Prawo towieckie 1995).

Wigkszos$¢ obwoddw towieckich na terenie powiatu legnickiego stanowia obwody
polne (71,75% gruntow) (EKO-PROJEKT 2009). Analizowane obwody polne potozo-
ne sa na terenie gmin: Chojnéw, Krotoszyce i Mitkowice. Oprocz uzytkéw zielonych
(10-25% UR) na polach uprawiane sg zboza, rosliny przemystowe, okopowe, motylko-
we i warzywa. Rejon ten obejmuje kompleksy glebowe: zytni (gleby pseudobielicowe)
i pszenny (brunatne, mady i czarne ziemie) (Fatyga 2008). Zasobno$¢ gleb w makro-
elementy i kwasowos¢ przyjeto za OSCH-R (2012). W zaleznoS$ci od zasobnosci gleby
w makroelementy (P, K, S, Mg, Cu) obwody lowieckie polne przydzielono do trzech
kategorii jako$ci Srodowiska rolniczego: dobrego, Sredniego i ubogiego.

Zgromadzony materiatl pozwolit na dokonanie analizy ksztaltowania si¢ masy tusz
i porozy (trofeum) oraz jakos$ci porozy (ocena pkt. CIC) w relacji do wieku i typu $rodo-
wiska, w ktorym przebywaty sarny.
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Obliczono $rednia arytmetyczna (X ) i odchylenie standardowe (sd) dla kazdej ba-
danej cechy, a w celu okreslenia istotnosci réznic cech koztéw uzyskane dane poddano
testowi Tukeya.

WYNIKI I DYSKUSJA

Masa tusz koztow saren wraz z wiekiem ulegata zwigkszeniu (tab. 1). U koztow w mtod-
szej grupie wiekowej (2—4-letnich) srednie masy tusz w kolejnych latach wynosity: 13,12,
14,88 116,78 kg i roznily sig statystycznie istotnie (P<0,05). W grupie koztow 6- i 7-let-
nich masa tusz istotnie si¢ zwigkszyla — odpowiednio do 17,111 17,46 kg. Wraz z wiekiem
ulegata zwigkszeniu rowniez masa poroza (trofeum) osobnikow. Analizujac masy poroza
koztow, stwierdzono, ze réznily si¢ one istotnie od 2. do 6. roku zycia (P<0,05). U star-
szych koztow 6- 1 7-letnich, u ktorych masa porozy byta najwigksza (357,67 1 379,40 g),
ze wzgledu na wigksza zmienno$¢ masy porozy, nie stwierdzono statystycznie istotnych
roznic. Liczba odnog na tykach brana pod uwage do oceny w mtodszych grupach wieko-
wych (2—4-letnich) wynosita od 1 do 2 odnog. Réznice migdzy tymi grupami wiekowymi
pod wzgledem oceny CIC byly istotne statystycznie (P<0,05). W pozniejszym wieku
wyceniano wigksza liczbg odnog (2-3) i nie stwierdzono istotnych réznic migdzy kozta-
mi 4- i 5-letnimi oraz 6- i 7-letnimi. Natomiast ocena koztéw najstarszych (6-, 7-letnich)
byta istotnie wyzsza od koztow z poprzednich dwoch klas wiekowych. W wigkszosci
analizowanych trofedow tyki lewe byly wyceniane wyzej od tyk prawych (tab. 1 i 3).

Otrzymane wtasne wyniki mas tusz sa zblizone do wynikoéw uzyskanych przez Fru-
zinskiego i wsp. (1982) w populacjach koztow ze srodowisk lesnych i polnych, natomiast
sa nizsze od wynikow uzyskanych przez Dziedzica i Flisa (2007) na Wyzynie Lubelskiej
w 2005 r. (masa tuszy 14,4-18,5 kg).

Tabela 1

Table 1

Charakterystyka populacji koztéw saren pozyskanych w powiecie legnickim w latach 1999-2012
Roe deer stag population characteristics — game obtained in Legnica district from 1999 to 2012

Ocena CIC Ocena CIC
Wiek (lata) Masa tuszy Masa trofeum Lewa tyka Prawa tyka
Age n (kg) (8 (pkt) (pkt)
(years) Carcass weight | Trophy mass CIC grade CIC grade
Left antler Right antler
X sd X sd X sd X sd
Ogotem — Total | 775 | 16,31 2,30 |305,77 | 87,32 | 2,09 0,74 1,87 0,74
2 34 | 13,12* | 1,80 [147,26*| 42,69 | 1,09* | 0,29 1,06* | 0,24
3 171 14,88 | 1,97 |247,85°| 60,15 | 1,81° | 0,62 1,69° | 0,56
4 170 | 16,78 | 1,93 |294,06°| 60,45 | 2,08 | 0,70 1,74 | 0,70
5 151 16,55¢ | 1,77 |320,11¢| 58,05 | 2,15* | 0,72 1,93 | 0,78
6 148 | 17,119 | 2,30 |357,67¢| 80,19 | 2,35¢ | 0,71 2,13¢ | 0,78
7 101 17,46¢ | 2,19 |379,40°| 85,41 | 2,44 | 0,68 2,25¢ | 0,76
a, b, ¢, ... — $rednie oznaczone réznymi literami ro6znia sig istotnie P<0,05

a, b, ¢, ... — means denoted with different letters differ at P<0.05
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Wspoélcezynnik korelacji (tab. 2) dla populacji saren koztdow pomigdzy masa tusz
a masa porozy wyniost r = 0,51 i1 byt porownywalny z wynikami badan przeprowadzony-
mi na Wyzynie Lubelskiej r = 0,61 (Dziedzic i Flis 2006).

Tabela 2
Table 2

Wspotczynniki korelacji migdzy masa tuszy i wybranymi cechami koztow (P<0,05) (n = 775)
Correlation coefficients between carcass weight and some buck traits (P<0.05) (n = 775)

. Masa trofeum Ocena CIC Ocena CIC
Cecha Wiek Troph Lewa tyka Prawa tyka
Trait Age maf)ssy CIC grade CIC grade
Left antler Right antler
Masa tuszy +0,36 +0,51 +0.28 +026
Carcass weight

Wedlug Anderson i Linnell (2000) na jako$¢ osobnicza saren decydujaco wplywa
srodowisko (ilo§¢ pokarmu i wskaznik zaggszczenia). Przy wyzszym zaggszczeniu zwie-
rz¢ta otrzymuja mniejsza 1los¢ pokarmu. W powiecie legnickim na 1000 ha lasow i pol
wskaznik zaggszczenia kozlow saren okresla si¢ w granicach 40-56 osobnikow (Budny
i wsp. 2011). W srodowisku lesnym kozty nie byly istotnie 1zejsze od koztow przebywa-
jacych w srodowisku polnym (tab. 3). Masa porozy natomiast byla nieznacznie wyzsza
w stosunku do koztow z ubozszych siedlisk polnych. Zasoby ilosci paszy w §rodowisku
polnym sa zréznicowane w zaleznosci od urodzajnosci gleb. Najwyzsza masg tusz osia-
galy kozly przebywajace na urodzajnych (dobrych) glebach (17,68 kg). Masa porozy
koztow saren na glebach dobrych byta réwniez najwyzsza (tab. 3).

Tabela 3
Table 3

Poréwnanie masy tusz i jakosci poroza koztéw saren w zaleznosci od jakosci srodowiska

(n=1755)
Comparison of carcass weight and trophy quality of roe deer bucks due to environment grading
(n=1755)
Ocena tyk (pkt CIC)
Mas(igszy Masa poroza Antler grade (CIC pt)
Srodowisko (2)
‘ n Carcass Lewa Prawa
Environment weight Trophy mass Left Right
X sd X sd X sd X sd
I};esne 158 | 16,50 | 2,18 [352,50|50,00 | 2,20 | 0,74 | 2,24 | 0,76
orest
Dobre rolnicze 108 | 17,68 | 2,07 |356,01 85,83 | 2,100 | 0,76 | 2,03* | 0,77
Rich soil agric. land
Srednie rolnicze
Medium soil agric. 425 | 16,94 | 2,53 |328,25| 77,04 | 1,78 | 0,90 | 1,70¢ | 0,88
land
Ubogie rolnicze 64 | 17,03 | 1,69 [302,00| 51,68 | 1,64° | 0,74 | 1,62¢ | 0,74
Poor soil agric. land
a, b, c, ... — $rednie oznaczone réznymi literami ro6znia sig istotnie P<0,05

a, b, c, ... — means denoted with different letters differ at P<0.05
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Mimo braku istotnych réznic migdzy masa tusz i trofedw koztdéw z réznych srodowisk
stwierdzono istotnie wyzsze jakosciowo tyki koztow wedhug wyceny CIC ze srodowiska
lesnego (2,20/ 2,24 pkt. CIC) w poréwnaniu z najlepszym polnym (2,10/ 2,03 pkt. CIC)
(P<0,05). Kozly ze srodowiska polnego ubogiego charakteryzowatly si¢ nieco gorszymi
trofeami (1,64/ 1,62 pkt. CIC) w stosunku do kozlow ze srodowiska $rednio zasobnego
(1,78/ 1,70 pkt. CIC), a te z kolei nieco gorszymi trofeami w stosunku do srodowiska
dobrego. W wigkszosci analizowanych trofedw tyki lewe byly wyceniane wyzej od tyk
prawych.

Na podstawie analizy masy tusz koztéw srodowisko lesne i polne nie roznito si¢
istotnie pod wzglgdem zasobno$ci w podstawowe sktadniki pokarmowe, pozwalajac na
osiaganie podobnych wskaznikow wzrostu. Z uwagi na wigksza réznorodno$¢ szaty bo-
tanicznej w obwodach lesnych, ktore rowniez zawieraly do 60% powierzchni pdl, srodki
biologicznie czynne zawarte w bardziej urozmaiconej karmie prawdopodobnie wptyngly
na tendencj¢ uzyskiwania wyzej wycenionych parostkow z obwodow lesnych. Jak podaja
Majewska 1 wsp. (1982), sarny zamieszkujace srodowisko polne i lesne roznia si¢ pod
wzgledem poziomu proceséw biochemicznych i to moglo si¢ przektada¢ na inne jako-
Sciowo trofea (wycena CIC) z obwoddw lesnych i polnych w niniejszych badaniach.

PODSUMOWANIE

Warunki §rodowiskowe, a zwlaszcza czynniki troficzne, wplywaja na wzrost i masg
trofeum (porozy) koztéw saren. Dokonana analiza koztéw saren zyjacych na terenach
polnych i lesnych powiatu legnickiego (Dolny Slask) wskazuje na ich zroznicowanie.
Stwierdzono, ze kozty saren w wieku od dwoch do siedmiu lat sukcesywnie powigkszaly
masg tusz i masg porozy, a wiek koztow saren decydujaco wptywat na masg tuszy i po-
roza (trofeum). Warto$¢ wspotczynnika korelacji pomigdzy masa tusz a wiekiem koziow
wynosita r = 0,36, za$§ miedzy masa tusz i masa porozy r = 0,51.

Najwigksza mase tusz (17,7 kg) osiagaly kozly przebywajace na urodzajnych (do-
brych) glebach obwoddéw polnych. Masa porozy koztéw saren na glebach dobrych byta
réwniez najwyzsza. Natomiast stwierdzono wyzsze jakosciowo tyki koztéw wedtug wy-
ceny CIC ze srodowiska lesnego (2,20/ 2,24 pkt. CIC) w poréwnaniu z najlepszym pol-
nym (2,10/ 2,03 pkt. CIC) (P<0,05).
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DIVERSITY IN CARCASS WEIGHT AND TROPHY MASS
OF ROE DEER (CAPREOLUS CAPREOLUS L.) BUCKS FROM FIELD
AND FOREST HUNTING AREAS OF LEGNICA DISTRICT
(LOWER SILESIA)

Summary

Evaluation of the quality of roe deer bucks at different age (2—7 years) was performed based on
carcass weight and trophy mass and quality of roe deer (Capreolus capreolus 1.) bucks (n = 775)
from field and forest hunting areas of Legnica district (Lower Silesia) obtained in years 1999 to
2012. The effect of the quality of the ecosystem — soil fertility grade, was taken into consider-
ation while analyzing bucks traits. Diversity of carcass weight and trophy mass was significantly
(P<0,05) affected by age. Correlation coefficient between carcass weight and the age of buck was
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r=+0.36, while between carcass weight and trophy mass was r =+ 0,51. Despite lack of significant
differences in carcass and trophy mass between field and forest ecosystems antlers quality was sig-
nificantly affected. Bucks from forest hunting area had the highest score of antler quality (2,20/2,24
pt CIC) when compared to bucks from the field environment described as rich soil agriculture land
(2,10/2,03 pt CIC). In most trophies left antlers were graded higher than right ones.

KEY WORDS: roe deer, bucks, carcass, trophy, field and forest biotope
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Zesp6t Treachera Collinsa (TCS), zwany rowniez zespotem Franceschettiego, jest choroba gene-
tyczng dziedziczona w sposob autosomalny dominujacy, warunkujaca zaburzenia rozwoju w ob-
rebie twarzoczaszki. Zaliczana jest do dyzostoz zuchwowo-twarzowych (ang. mandibulofacial
dysostosis, MFD1) i objawia si¢ silnymi deformacjami twarzy powstajacymi na skutek zaburzen
réznicowania we wczesnej embriogenezie.

Powszechnie uwaza sig, ze chorobg powoduja przede wszystkim mutacje genu 7COF I (dotychczas
opisano ich okoto 200). Niedawno opisano, ze mutacje w genach — POLRIC i POLRID — moga
by¢ rowniez zwiazane z TCS.

Celem pracy byta analiza substytucji ¢.1347C>T (1rs2071238) w obrebie eksonu 10 genu TCOF1
(Gene ID: 6949) w grupie dziewczynek oraz chlopcoéw z typowymi objawami zespotu Treachera
Collinsa oraz grupie kontrolnej 0séb zdrowych, a ponadto okreslenie czgstotliwosci wystgpowania
allelu ¢.1347C i ustalenie, jakie genotypy wystepuja w omawianych grupach. Analiz¢ molekularng
wykonano za pomoca metody PCR, RFLP, analizy statystycznej przy uzyciu testow asocjacji alleli
(doktadnego testu Fishera, testu chi-kwadrat).

Po przeprowadzeniu analiz stwierdzono obecno$¢ substytucji c.1347C>T w obu badanych grupach.
Czgstos¢ allelu ¢.1347Cu chorych wynosita: 40% u dziewczynek i 50% u chtopcéw oraz 46%
u zdrowych kobiet i 92% u zdrowych mezczyzn. Na podstawie badanej grupy osob przypuszcza
sig, ze genotyp heterozygotyczny ma istotny wplyw na wystgpowanie choroby TCS.

SEOWA KLUCZOWE: zespot Treachera Collinsa, gen 7TCOFI, ekson 10, substytucja
c.1347C>T

Do cytowania — For citation: Para J., Danielewicz K., Marszalek-Kruk B., Mucha A., 2016. Analiza
molekularna eksonu 10 genu TCOFI u dziewczynek i chtopcow z zespotem Treachera Collinsa.
Zesz. Nauk. UP Wroc., Biol. Hod. Zwierz., LXXXII, 622: 35-44.
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WSTEP

Zespot Treachera Collinsa (TCS — ang. Treacher Collins syndrome, OMIM 154500)
jest rzadka, genetyczna choroba objawiajaca si¢ u chorych deformacjami twarzoczaszki
o roznym stopniu nasilenia. Do najczgstszych zaburzen charakteryzujacych chorobg nale-
za: niedorozwinigcie kosci jarzmowych oraz zZuchwy, skosne ustawienie powiek, a takze
rozszczep podniebienia, wargi oraz powiek (Marszatek-Kruk i wsp. 2006, 2012, Wojcic-
ki i wsp. 2005). Anomalie dotyczace glowy i twarzy zazwyczaj wystepuja obustronnie,
a stopien nasilenia choroby nie postgpuje wraz z wiekiem (Andrade i wsp. 2006, Roberts
i wsp. 1975).

TCS wystgpuje w populacji ogdlnej z czgstoscia 1 na 50 000 zywych urodzen (Dixon
i wsp. 1992). Uwaza sig, ze gldwna przyczyna sa mutacje w obrebie genu TCOF1 (Tre-
acher Collins — Franceschetti 1, OMIM 606847), jednakze nie wystepuja one w 100%
przypadkow — u niektorych pacjentéw z zespotem Treachera Collinsa, u ktorych nie wy-
kryto mutacji w genie TCOF'I, zmiany zlokalizowano w genach POLRIC czy POLRID
(Dauwerse i wsp. 2011).

Gen TCOF'I opisany zostat po raz pierwszy w 1996 r. przez Treacher Collins Syn-
drome Collaborative Group (TCSCG 1996), zlokalizowany jest w chromosomie 5 w po-
zycji q32—33.1, ma wielkos¢ 43 kpz (NT 029289) i sktada sig z 26 eksondéw, o dlugosci
od 49 do 561 pz. Wigkszo$¢ sekwencji kodujacej znajduje si¢ w eksonach 2—24 (Mar-
szatek 1 wsp. 2002, Marszatek-Kruk i wsp. 2006). W 2004 roku So i wsp. odkryli dwa
nowe eksony — 6A oraz 16A. W genie TCOF1 opisano do tej pory okoto 200 mutacji
odpowiedzialnych za zespo6t Treachera Collinsa (Hao i wsp. 2016, Vincent i wsp. 2016).
Wigkszo$¢ mutacji zlokalizowanych jest w eksonach 7, 10, 13, 15, 16, 23 i 24, z czego
najwigcej znajduje si¢ w eksonie 23 i 24 (Marszatek-Kruk i wsp. 2006, Wojcicki i wsp.
2005). Najczestszymi mutacjami sg delecje, stanowiace okoto 70% rozpoznanych muta-
cji (Marszatek-Kruk i wsp. 2014); kolejnymi pod wzglgdem czgsto$ci wystgpowania sa
insercje. Transkrypt genu TCOF'I koduje biatko zwane treacle ztozone z 1411 amino-
kwasow. Jest to fosfoproteina jaderkowa zbudowana z 3 domen (N-koncowa, C-koncowa
oraz domena centralna) (Winokur i wsp. 1998, Wise i wsp. 1997). Ponadto, w TCOF1
opisano ponad 20 polimorfizméw w eksonach 7, 8, 10, 11, 13, 16, 20, 21 i 23 (Marszatek-
-Kruk i wsp. 2000).

CEL PRACY

Celem pracy byta analiza substytucji ¢.1347C>T w obrgbie eksonu 10 genu TCOFI
w grupie dziewczynek i chlopcéw z typowymi objawami zespotu Treachera Collinsa,
u ktorych nie wykryto mutacji w genie TCOF 1, oraz w grupie kontrolnej osob zdrowych.
Tranzycja c.1347C>T nie powoduje zamiany aminokwasowej (p.P449P). Praca badaw-
cza skupila si¢ na probie okreslenia, w jaki sposob poszczegolne genotypy maja wpltyw
na wystgpowanie choroby TCS.
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MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowit DNA pochodzacy od 10 chtopcow 1 5 dziewcezynek z zespo-
fem Treachera Collinsa oraz od 12 zdrowych megzczyzn i 27 zdrowych kobiet stanowia-
cych grupg kontrolna. DNA zostat wyizolowany z leukocytow krwi obwodowej metoda
wysalania.

Ekson 10 genu TCOF1 amplifikowano za pomoca reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR) z wykorzystaniem specyficznych starterow firmy Sigma Life Science o nastgpuja-
cych sekwencjach:

F:5’-ACTCCCTCCCTAATCTTGTC-3’
R:5’-GAAAGAGCCTTACAGGAAGG-3’

Dhugosc¢ produktu PCR amplifikowanego eksonu 10 wyniosta 279 pz.

W celu sprawdzenia, czy w grupach badanych wystgpuje substytucja c.1347C>T, wy-
konano analiz¢ polimorfizmu dhugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP, ang. restric-
tion fragments length polymorphism) przy uzyciu enzymu restrykcyjnego Smal (Thermo
Scientific), ktorego charakterystyke przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Table 1
Charakterystyka enzymu restrykcyjnego Smal
Characteristics of restriction enzyme Smal
Nazwa enzymu Rozpoznawana sekwencja Optymalna temperatura
Name of enzyme Recognizable sequence Optimum temperature
Smal 5’—CCCGGG -3 370C

3’-GGGCCC -5

Analiza statystyczna zostata wykonana w pakiecie statystycznym R (R Core Team,
2015). W analizie statystycznej test Fishera byt stosowany w celu zweryfikowania staty-
stycznej istotno$ci wptywu pojawienia si¢ okreslonego wariantu genu na pojawienie si¢
choroby w grupie kobiet i m¢zczyzn.

Doktadny test Fishera uzywany byt ze wzgledu na niska liczebno$é analizowanych
podgrup. Statystyczna istotno$¢ wpltywu pojawienia si¢ okreslonego wariantu genu na
wystgpowanie choroby w calej grupie badanych weryfikowana byta przy wykorzystaniu
testu y? z poprawka Yatesa.

W przypadku stwierdzenia istotnego statystycznie wptywu okreslonego genotypu
na czgstotliwo$¢ pojawiania si¢ choroby traktowano ten genotyp jako czynnik ryzyka
oraz szacowano ryzyko zachorowania w grupie narazonej na dzialanie czynnika (danego
genotypu), ryzyko zachorowania w grupie nienarazonej na dzialanie czynnika (danego
genotypu) i wzgledne ryzyko zachorowania (Petrie i Sabin 2006). Korzystano przy tym
z nastgpujacych formut:
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liczba chorych narazonych
liczba badanych narazonych

ryzyko dla grupy narazonej =

liczba chorych nienarazonych
liczba badanych nienarazonych

ryzyko dla grupy nienarazonej =

ryzyko dla grupy narazonej
ryzyko dla grupy nienarazone;j

ryzyko wzgledne =

WYNIKI

Préby poddane analizie RFLP zwizualizowano na zelu agarozowym w celu oceny geno-
typoéw na podstawie ilosci i dlugosci otrzymanych prazkow.

W analizie restrykcyjnej eksonu 10 przy uzyciu enzymu restrykcyjnego Smal otrzy-
mano nastgpujace genotypy: homozygoty TT (279 pz), homozygoty CC (154 pz, 125 pz)
oraz heterozygoty CT (279 pz, 154 pz, 125 pz) (Marszatek-Kruk i wsp. 2006).

Wsrod analizowanej grupy chorych dziewczynek otrzymano 4 heterozygoty CT oraz
jedna homozygote TT, za§ w grupie kontrolnej dziewczynek zdrowych 23 heterozygoty
CT, 3 homozygoty TT i jedna homozygotg CC.

W grupie chlopcéw z zespotem Treachera Collinsa wystapito 10 heterozygot CT
(ryc. 1), natomiast w grupie 12 zdrowych mgzczyzn: 11 homozygot CC oraz jedna ho-
mozygota TT.

A ' 154pz
< 125pz

7 8 9 10 NTK NTP

Ryc. 1. Analiza restrykcyjna eksonu 10 przy uzyciu enzymu Smal: (M — marker, 1-10 — hete-
rozygoty C/T, NTK — nietrawiona proba kontrolna, NTP — nietrawiona proba jednego
Z pacjentdw)

Fig. 1. Restriction analysis of exon 10 with the use of Smal enzyme (M — marker, 1-10 heterozy-
gotes C/T, NTK — non-digested control probe, NTP — non-digested probe of a patient
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Zestawienie liczebnosci 0sob chorych i zdrowych z podzialem ze wzgledu na posia-
dany genotyp i allel przedstawiono w tabeli nr 2.

Tabela 2
Table 2
Rozktad genotypoéw oraz czgstosci alleli
Distribution of genotypes and allele frequencies

Osoby chore Osoby zdrowe
Patients Healthy
Genotyp
Allele kobiety mezezyzni kobiety mezczyzni
Genotype women men women men
alleles
cC 0 0 1 11
CT 4 10 23 0
TT 1 0 3 1
C 46,7% 60,3%
T 53,3% 39,7%

W pierwszej kolejnosci testy asocjacji przeprowadzono wytacznie z podziatem na
grupe chorych i grupg kontrolng (case-control), nie stwierdzajac istotnego wplywu po-
jawienia si¢ okres$lonego allelu na zachorowanie (test x> z poprawka Yatesa, p-warto$¢
= 0,2895). Natomiast statystycznie istotny okazal si¢ wplyw genotypu na zachorowanie
(doktadny test Fishera, p-wartos¢ = 0,02157). W zwiazku z tym posiadanie genotypu
heterozygotycznego uznano za czynnik ryzyka oraz oszacowano ryzyko zachorowania
w grupie narazonej na dziatanie czynnika (genotypu heterozygotycznego).

Ze wzgledu na stwierdzenie statystycznej istotno$ci wplywu posiadanego genotypu
na zachorowanie genotyp heterozygotyczny CT uznano za czynnik ryzyka oraz oszaco-
wano ryzyko zachorowania w grupie narazonej na dziatanie czynnika, ryzyko zachoro-
wania w grupie nienarazonej na dziatanie czynnika i wzglgdne ryzyko zachorowania.
Wyniki oszacowan przedstawia tabela 3.

Tabela 3
Table 3
Ryzyko zachorowania w poszczeg6lnych grupach badanych osob
Risk of illness in particular groups of examined persons
Ryzyko zachorowania Ryzyko zachorowania
w grupie osob posiadajacych | w grupie osob posiadajacych Wieine e
genotyp heterozygotyczny genotyp homozygotyczny T T
Risk of illness in group Risk of illness in group . .
. . Relative risk of illness
of people with heterozygous of people with homozygous
genotype genotype
37,84% 5,88% 6,43%
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Wzgledne ryzyko zachorowania wskazuje, ze prawdopodobienstwo pojawienia si¢
choroby bylo ponad szesciokrotnie wyzsze w grupie narazonej na dziatanie czynnika
ryzyka (w grupie 0sob z genotypem heterozygotycznym) niz w grupie na ten czynnik
nienarazonej (genotyp homozygotyczny).

Nastgpnie sprawdzono, czy mozna mowic¢ o statystycznie istotnym wplywie na za-
chorowanie w przypadku uktadu dominujacego (CC vs CT+TT) i recesywnego (CC+CT
vs TT). Statystycznie istotny byt wytacznie wptyw uktadu dominujacego (doktadny test
Fishera, p-warto$¢ = 0,02389). W tym uktadzie ryzyko zachorowania w$rod osob z geno-
typem CC jest rowne 0, natomiast w grupie z przynajmniej jednym allelem T wynosi ono
35,71%. W przypadku uktadu recesywnego nie mozna méwic¢ o wptywie jakiegokolwiek
uktadu genotypdw na zachorowanie (p = 1).

W badanych grupach stwierdzono istotne odchylenie od réwnowagi Hardy’ego—We-
inberga (p =0,001734). W zwiazku z tym posiadanie genotypu heterozygotycznego uzna-
no za czynnik ryzyka.

OMOWIENIE I WNIOSKI

W eksonie 10 genu TCOFI zostato opisanych m.in. 5 mutacji (tab. 4), a takze dwa poli-
morfizmy (tab. 5).

Tabela 4
Table 4
Zestawienie mutacji znalezionych w eksonie 10 genu 7COF'1
Summary of mutations found in exon 10 of TCOFI gene
Lp. | Ekson Mutacje Efekt fenotypowy PisSmiennictwo
No. | Exon Mutations Fenotype effect Literature
L. 10 | c.1406_1409deIAGAG | Przesuniceie ramki odezytu | ¢ 1004w (2000)

Change of the reading frame
Przesunigcie ramki odczytu

2. 10 c.1408 1409delAG Change of the reading frame Wise i wsp. (1997)
. Przesunigcie ramki odczytu

3 10 €.1326_1327insA | (o e reading frame|  TCSCG (1996)

4, 10 c.1442_1443insGG | Przesunigeie ramki odezytu TCSCG (1996)

Change of the reading frame

. Przesunigcie ramki odczytu .
5. 10 c.1287 1288insG Change of the reading frame Splendore i wsp. (2002)

Tabela 5
Table 5
Zestawienie polimorfizméw znalezionych w eksonie 10 genu 7COF'1
Summary of polymorphisms found in exon 10 of TCOF1 gene
Lp. | Ekson Mutacje Efekt fenotypowy PiSmiennictwo
No. | Exon Mutations Fenotype effect Literature
1. 10 c.1316C>T p.P439L Wise i wsp. [1997]
2. 10 c.1347C>T p.P449P Wise i wsp.[1997]
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Celem pracy byto sprawdzenie, czy w eksonie 10 genu TCOFI u osobnikéw bada-
nych grup znajduje si¢ substytucja ¢.1347C>T oraz okre$lenie, w jaki sposob poszczegol-
ne genotypy maja wptyw na wystepowanie choroby TCS.

Diagnostyka eksonu 10 wykonana zostata z wykorzystaniem techniki izolacji DNA,
reakcji tancuchowej polimerazy oraz analizy restrykcyjnej.

Poszukiwana w eksonie 10 substytucja nalezy do jednych z najczgstszych polimorfi-
zmoéw TCOF1. W badaniach Wise 1 wsp. (1997) jej frekwencja wynosita 77%, u Splen-
dore i wsp. (2000) czestosé allelu C wynosita 74,5%, zas$ u Marszatek-Kruk i wsp. (2006)
frekwencja allelu C wynosita 87,1% dla grupy pacjentéw z TCS 1 86% dla 0sdb zdrowych.
Odnoszac si¢ do powyzszych wynikéw badan, czestotliwos$¢ substytucji ¢.1347C>T
u kobiet osiagneta nizsza warto$¢ od wspomnianych (u zdrowych 46%, u chorych 40%).
W przypadku mezezyzn czgstos¢ allelu C wynosita u zdrowych 92%, u chorych 50%.

Dodatkowo w grupie tej zaobserwowano takze istnienie pewnej zalezno$ci w wyste-
powaniu konkretnych genotypéw — homozygoty CC oraz TT to genotypy, ktore wysta-
pity jedynie u zdrowych mezczyzn, natomiast heterozygoty CT odnotowano wylacznie
u me¢zezyzn z TCS. By¢ moze relacja obserwowana w niniejszej pracy wystepuje wy-
Tacznie u 0s6b pici meskiej, jednak liczba 0s6b poddanych badaniom byta zbyt niska, aby
mozna to byto jednoznacznie stwierdzié.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozemy wnioskowac, ze wystgpowanie geno-
typu heterozygotycznego moze mie¢ wptyw na pojawienie si¢ objawow zespotu TCS.
Jednak nalezy to sprawdzi¢ na wigkszej grupie badanych.
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MOLECULAR ANALYSIS OF EXON 10 OF THE TCOF1 GENE IN GIRLS
AND BOYS WITH TREACHER COLLINS SYNDROME

Summary

Treacher Collins syndrome (TCS) also known, as Franceschetti syndrome is a disorder transmitted
as an autosomal dominant trait and manifested by facial disorders. The disease belongs to the cat-
egory of mandibulofacial dysostoses (MFD1) and is manifested by severe facial deformations due
to differentiation disorders in early phases of embriogenesis.

The afore mentioned disorders are linked to the mutations of gene TCOF1 (close to 200 were
found), as well as other genes like POLRIC and POLRI1D, which could also be related to TCS.
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The purpose of the work was to locate transition of ¢.1347C>T (rs2071238) in the 10th exon on
the TCOF'1 gene (Gene ID: 6949) in two groups. The first group consisted of boys with TCS and
the control group including healthy adults. The second group consisted of girls with TCS and the
control group including healthy adults. Additionally, we aimed at determining C allel frequency and
the kind of genotypes occurring in the two examinated groups.

Molecular analysis was conducted using PCR and RFLP methods. For statistical purposes, chi-
-squared test and the exact Fisher test were performed.

There was determined that transition ¢.1347C>T was present in both analyzed groups. The fre-
quency of the C allele in the group with TCS was 40% in girls and 50% in boys; in contrast, the
frequency of the allele in the control group was 46% for healthy females and 92% in healthy males.
Based on the tested group it is believed, that heterozygous genotype has a significant influence on
the presence of disease TCS.

KEY WORDS: Treacher Collins syndrome, TCOF1 gene, exon 10, ¢.1347C>T substitution
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Badania zostaty przeprowadzone na wybrakowanych w latach 2011-2013 krowach rasy polskiej
holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-bialej w wysoko wydajnym stadzie znajdujacym si¢ na
terenie Dolnego Slaska. Celem badan byta analiza zwiazkow pomiedzy przyczynami brakowania
kréw a ich cechami uzytkowymi. Glowna grupa przyczyn brakowania krow w badanym stadzie
byly choroby metaboliczne oraz wady budowy ciata. Stwierdzono, ze niektore przyczyny brakowa-
nia miaty zwiazek z cechami uzytkowymi (wydajnoscia laktacyjna i zawartoscia biatka w mleku),
a takze z dlugoscia uzytkowania i wydajnoscia zyciowa mleka.

SEOWA KLUCZOWE: krowy rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, przyczyny brakowania,
dhugos¢ uzytkowania

WSTEP

Kazdego roku ze stada kréw mlecznych hodowca eliminuje z réznych powodow ich pew-
na czg$¢. Brakowane krowy sa w réznym wieku, co wiaze si¢ ze zré6znicowaniem ich
okresu uzytkowania, zyciowej wydajnosci mleka i liczby urodzonych cielat. Przyczyny
brakowania sa r6zne. Mozna je podzieli¢ na zamierzone i niezamierzone przez hodowcg.
Krowy wybrakowane z przyczyn niezaleznych od hodowcy oddzialuja negatywnie na
dhugos¢ uzytkowania krow i na postgp hodowlany (Krencik i Lukaszewicz 1991). We-
dhug Dorynka i wsp. (2005) 25% brakowan planuje hodowca, za$ az 64% stanowia brako-

Do cytowania — For citation: Pawlina E., Trochowski S., 2016. Zwiazek przyczyn brakowania krow
rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej z ich cechami uzytkowymi. Zesz. Nauk. UP Wroc., Biol. Hod.
Zwierz., LXXXII, 622: 45-52.
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wania nieprzewidziane. Morek-Kope¢ i Zarnecki (2009) stwierdzili, ze odsetek tych dru-
gich brakowan wzrést z 68% (w latach 1995-2002) do 86% w 2007 roku. Z poréwnania
odsetek krow brakowanych z poszczegdlnych powodow w okresie kilkudziesigciu lat
wynika, ze ulegaty one znacznym zmianom, ale gtowna przyczyna brakowania kréw byty
zaburzenia w rozrodzie. W latach 70. i 80. XX wieku odsetek brakowan z powodu zabu-
rzen rozrodu miescil si¢ w przedziale 15-32% (Pawlina 1975, Lipinski 1982). W latach
90. XX wieku zaobserwowano wzrost brakowan z tej przyczyny do 19-42% (Krencik
i Lukaszewicz 1991, Pawlina i wsp. 1997). Podobny poziom brakowan na skutek zabu-
rzen rozrodu obserwowano takze po 2000 roku. Wynosit on 24-48% (Krencik i1 Luka-
szewicz 1991, Dorynek i wsp. 2005, Sawa i Bogucki 2009, Pokorska i wsp. 2012, Sawa
i wsp. 2012).

Roéwniez dhlugos$¢ uzytkowania kréw mlecznych w Polsce w tym okresie ulegata
zmianom. W latach 70. XX wieku obserwowano krotki okres uzytkowania krow w sta-
dach panstwowych, wahajacy si¢ w granicach 2,28-3,03 lat (Pawlina 1975). Wedlug
p6zniejszych badan Pawliny i wsp. (1988) w latach 80. dtugos¢ tego okresu wahala si¢
w granicach 2,53—4,35 lat. Natomiast w latach 20012002 wedtug Dorynka i wsp. (2005)
wynosita ona zaledwie 2,75 lat.

Badania przeprowadzone przez Pawling i wsp. (1997), Borkowska i Janus (2006) oraz
Pokorska i wsp. (2012) wykazaty, ze dtugos¢ uzytkowania krow rézni si¢ w zaleznosci od
przyczyny brakowania. Borkowska i Janus$ (2006) stwierdzity, ze najdtuzej bylty uzytko-
wane zwierzgta brakowane z powodu starosci (6,1 lat), za$ najkrocej (2,8 lat) wybrako-
wane z powodu biataczki oraz sprzedazy do dalszego chowu.

Problem dlugosci uzytkowania kréw i przyczyn ich brakowania jest ciagle wazny i ak-
tualny (Pawlina i wsp. 2015). Powinien on by¢ w naszym kraju monitorowany, zwtaszcza
ze nastapita duza zmiana hodowanych ras o uzytkowosci migsno-mlecznej (czarno-biata
i czerwono-biata) w mleczna (polska holsztynsko-fryzyjska odmiany czarno-biatej i czer-
wono-bialej) o znacznie wigkszej wydajnosci mleka. Dlatego podjgto niniejsze badania,
ktorych celem byta analiza dtugosci uzytkowania kroéw, przyczyn ich brakowania oraz
zwiazkow migdzy przyczynami brakowania a dtugoscia uzytkowania i cechami uzytko-
wymi.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito 207 kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany
czarno-biatej wybrakowanych w latach 2011-2013 z jednego wysoko wydajnego stada
z Dolnego Slaska. Stado to miato wysoka $rednig wydajnos$¢ mleka, wynoszaca w 2013 r.
11 224 kg od krowy za laktacje. Zwierzeta utrzymywane byty w oborze wolnostano-
wiskowej, bezsciotkowej i karmione TMR (total mixed ration). Krowy zostaly wybra-
kowane z nastgpujacych grup przyczyn brakowania: choroby, przyczyny produkcyjne,
przyczyny reprodukcyjne, wady ciala i inne przyczyny (tab. 1). Dane do analizy pobrano
z dokumentacji fermy oraz z systemu SYMLEK. Postuzyly one badaniom zalezno$ci
pomigdzy przyczyna brakowania a dlugoscia uzytkowania krow w stadzie, $rednia wy-
dajnoscia laktacyjna mleka, wydajno$¢ zyciowa mleka oraz zawarto$cia thuszczu i biatka
w mleku. Istotno$¢ réznic migdzy srednimi warto§ciami badanych cech kréw w grupach
przyczyn brakowania przetestowano za pomoca testu Duncana.
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Analizowane przyczyny brakowania

Analyzed causes of culling

Tabela 1
Table 1

Grupa
przyczyn Przyczyny brakowania
Group Causes of culling
causes
I Choroby 1. Choroby metaboliczne | 1. Metabolic diseases
Diseases 2. Choroby infekcyjne 2. Infectious diseases
3. Zapalenie pluc 3. Pneumonia
4. Porazenie poporodowe | 4. Postpartum paralysis
5. Kliniczne mastitis 5. Clinical mastitis
6. Inne choroby 6. Other diseases
II Przyczyny produkcyjne 7. Nagly spadek 7. A sudden decline
Production reasons produkcji in production
I Przyczyny reprodukcyjne | 8. Poronienia 8. Miscarriage
Reproductive reasons 9. Jatowo$¢ 9. Sterility
10. Trudny porod 10. Difficult birth
v Wady ciata 11. Wady drog rodnych 11. Defects of genital tracts
Body defects 12. Wady budowy 12. Defects in body structure
13. Wady konczyn 13. Defects of limbs
14. Wady wymienia 14. Defects of udder
\Y Inne przyczyny 15. Wypadki 15. Accidents
Other reasons 16. Padniecia 16. Deaths
17. Inne 17. Other
WYNIKI I DYSKUSJA

Badania wykazaly, ze najwieksza grupa przyczyn brakowania kréw w badanym stadzie
byty choroby (48,79%), a sposrdd nich choroby metaboliczne (20,29%) 1 infekcyjne
(11,59%), a najmniejsza — spadek produkcji mleka (5,31%). Natomiast z powodow repro-
dukcyjnych (poronienia, jatowo$¢, trudne porody) usunigto 17,39% krow (tab. 2). Jest to
w poréwnaniu z wynikami innych autoréow (Czaplicka i wsp. 2004, 2013, Kuczaj i wsp.
2008, Oler i wsp. 2012, Zigtara i wsp. 2013, Stefanska 2014) niski odsetek krow wybra-
kowanych z tych przyczyn. Wedlug Zigtary i wsp. (2013) najczgstszymi przyczynami
brakowania kréw w 2011 r. w wojewddztwie mazowieckim byty choroby uktadu rozrod-
czego oraz jalowos¢, ktore stanowity 44,4% usunig¢ krow. Réwniez Kuczaj i wsp. (2008)
i Oler 1 wsp. (2012) stwierdzili, ze przyczyny reprodukcyjne (odpowiednio: 34,1 135,9%
wybrakowanych kréw) oraz choroby (odpowiednio: 20,2 1 41,1%) byty gtéwnymi powo-
dami ich brakowania. Wedtug Stefanskiej (2014) to przede wszystkim problemy z rozro-
dem (48%) oraz choroby metaboliczne (18%) sa najczgstszymi przyczynami brakowania
krow. Wyniki badan wlasnych wykazaty znacznie nizszy odsetek krow wybrakowanych
z powodow reprodukcyjnych (17,39%), a zblizony odsetek kréw usunigtych z powodu
choréb metabolicznych (20,29%). Zdaniem Dorynka i wsp. (2005) i Stefanskiej (2014)
znaczny wzrost wydajnosci mleka krow i poprawa jego sktadu chemicznego doprowa-
dzil posrednio do poglebienia ujemnego bilansu energii w okresie okoloporodowym,
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co jest jedng z podstawowych przyczyn nasilenia si¢ wyst¢gpowania choréb metabolicz-
nych (ketoza, kwasica, hipokalcemia) i pogorszenia wskaznikéw ptodnosci. Bledy w zy-
wieniu obnizaja zdrowotnos¢ i wydajno$¢ kréw oraz powoduja zaburzenia rozrodu, obja-
wiajace si¢: poronieniami, cigzkimi porodami, rodzeniem si¢ cielat martwych.

Tabela 2
Table 2
Szczegdtowe przyczyny brakowania krow w badanym stadzie
Detailed reasons for cows culling in the investigated herd
Grupa Liczba Grupa p Liczba
. . rzyczyna .
przyczyn | Przyczyna brakowania krow przyczyn brakowania krow
Group |Cause of culling Number Group . Number
Cause of culling
causes of cows causes of cows
Choroby metaboliczne |42 Poronienie 8
Metabolic diseases (20,29%) Miscarriage (3,87%)
Choroby infekcyjne 24 I Jalowosc 14
Infectious diseases (11,59%) | 36 Sterility (6,76%)
Zapalenie ptuc 7 (17,39%) | Trudny porod 1
1101 Pneumonia (3,38%) Difficult birth (0,48%)
(48,79%) Porazenie poporodowe |5 Wady drég rodnych 13
’ Postpartum paralysis (2,42%) Defects of genital tracts | (6,28%)
Kliniczne mastitis 4 Wady budowy 7
Clinical mastitis (1,93%) Defects in body structure | (3,38%)
Inne choroby 19 v Wady konczyn 16
Other diseases 9,18%) |31 Defects of limbs (7,73%)
II Nagly spadek produkcji |11 (14,98%) | Wady wymienia 8
11 A sudden decline (5,31%) Decfects of udder (3,86%)
(5,31%) |in production
Wypadki 19
Accidents (9,18%)
A% —
28 Padnigcia 2 ,
(13,53%) Deaths (0,97%)
Inne 7
Other (3,38%)

Wymienione w tabeli 2 przyczyny brakowania krow spowodowatly, ze krowy usuwa-
no ze stada po 2,87 lat uzytkowania mlecznego (tab. 3). Okres uzytkowania wybrakowa-
nych krow byt krotki i1 zblizony do podanego przez Dorynka i wsp. (2005). Z tej tabeli
wynika, ze najdluzej byly uzytkowane i miaty najwigksza wydajno$¢ zyciowa krowy
wybrakowane z przyczyn produkcyjnych (odpowiednio: 3,95 lat i 41 886 kg), a najkrocej
i z najmniejsza wydajnoscia zyciowa krowy usunigte z powodu choroéb (odpowiednio:
2,45 roku i 28 304 kg). Stwierdzono réwniez zwiazek przyczyn brakowania z wydajno-
$cia laktacyjna 1 zawartoscia biatka w mleku. Najwigksza wydajno$¢ w pierwszej laktacji
miaty krowy usunigte z przyczyn selekcyjnych (11 542 kg), czym rdoznity sig statystycz-
nie (przy P<0,01 i P<0,05) od krow wybrakowanych z powodu chordb (8342 kg) i przy-
czyn reprodukcyjnych (9322 kg). Najwyzsza $rednia zawarto$¢ thuszczu w mleku miaty
krowy wybrakowane z powodu chorob (5,14%), a najnizsza wybrakowane z przyczyn
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losowych (4,02%). Mleko krow wybrakowanych z powodu chordb zawierato najmniej
biatka (3,19%). Natomiast najwigcej biatka miato mleko pochodzace od kréw usunigtych
z przyczyn reprodukcyjnych (3,38%).

Zestawione wyniki badan dlugosci okresu uzytkowania kréow i wartosci ich cech
uzytkowych (tab. 4) wykazaly zréoznicowanie wartosci tych badanych cech w zalezno$ci
od konkretnej przyczyny brakowania. Najdtuzej byly uzytkowane (5,06 lat) oraz miaty
najwigksza wydajnos¢ zyciowa (58 852 kg) i laktacyjna (11 412 kg) krowy wybrako-
wane z powodu wad wymienia. Natomiast najkrocej byty uzytkowane (1,43 roku), daty
najmniej mleka w zyciu (18 926 kg) i w laktacji (5904 kg) oraz miaty najnizszy procent
thuszczu w mleku (3,73%) krowy wybrakowane z powodu trudnego porodu. Rowniez
krotko byty uzytkowane (1,49 roku) krowy wybrakowane z powodu zapalenia ptuc. Mia-
ly one tez niska wydajnos¢ zyciowa mleka (22 634 kg) oraz niska zawartos$¢ thuszczu
(3,74%) 1 biatka (3,10%) w mleku.

Tabela 3
Table 3
Srednie wartosci ocenianych cech produkcyjnych w zaleznosci od grupy przyczyn brakowania
Average values of production traits evaluated according to the group of the causes of culling

- uthilfth;ia Wydajnos¢ | Wydajnos¢ | Zawartosé Zﬁ;ﬁg“
brak}:)WZniya Y (lata) zyciowa laktacyjna thuszezu w mleku
Causes Lenght micka micka w mleku Protein
of cullin; of performance Life-time Lactation Fat content content of the
& p (years) milk yield | milkyield | of the milk o
g?g;’sz 245A 28304 a 8342 Aa 5,14 3192
Przyczyny
gﬁgﬂ‘;ﬁ;‘gﬁe 395B 41886 b 11 542 Be 4,30 3,34
reasons
Przyczyny
gggffg&‘;{ize 325 28 893 9322 ab 421 338b
reasons
g?g;/ggi s 3,19 34711 9972 abc 4,10 321a
g’gfefg;’gg:y 3,14 39 306 10 504 be 4,02 322a
gﬁgger?her 2,87 32 080 9294 4,14 323

Litery a, b, ¢ w kolumnach oznaczaja istotne roznice migdzy $rednimi na poziomie istotnosci P<0,05, litery
A 1B roznice wysoko istotne migdzy srednimi na poziomie istotnosci P<0,01

The letters a, b, ¢ in the columns denote significant differences between the mean values at P<0.05 significance
level, the letters A and B, a highly significant difference between the mean level of significance P<0.01
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Tabela 4
) Table 4
Srednie wartosci cech produkcyjnych w zaleznosci od przyczyny brakowania
Average values of production traits depending on the cause of culling
Diugos¢ Zawarto$¢
uzytkowa- | Wydajnos¢ | Wydajnos¢ | Zawarto$cé biatka
Przyczyna nia (lata) zyciowa laktacyjna thuszezu mlek
brakowania Lenght mleka mleka w mleku V;r t inu
Cause of culling of the per- | Life-time Lactation | Fat content CO?I th ¢
formance | milk yield | milk yield | of the milk .
(years) of the milk
Choroby metaboliczne 2,06 24777 8783 3,81 3,16
Metabolic diseases
Choroby infekeyjne 3,30 34 641 10 207 4,47 3,45
Infectious diseases
Zapalenie pluc 1,49 22634 8896 3,74 3,10
Pneumonia
Porazenie poporodowe 2,66 28199 6827 4,69 3,20
Postpartum paralysis
Kliniczne mastitis 3,75 37 544 7603 3.98 3,23
Clinical mastitis
Inne choroby
Other discases 2,32 27 676 8079 4,13 3,21
Nagly spadek produkcji
A sudden decline 3,95 41 886 11 342 4,30 3,34
in production
Poronienia — Miscarriage 3,13 24 827 7809 4,30 3,35
Jalowos¢ — Sterility 3,43 31054 11 032 4,26 3,43
Trudny porod
Difficult birth 1,43 18 926 5904 3,73 3,32
Wady drég rodnych
Defects of genital tracts 3,52 33385 10360 3,94 3,20
Wady budowy
Defects in body structure 2,36 22828 9360 4,04 3,31
Wady konczyn
Defects of limbs 2,37 30 044 8681 4,07 3,09
Wady wymienia
Decfects of udder 5,06 58 852 11412 4,34 3,32
Wypadki — Accidents 2,76 34 969 10 721 4,09 3,16
Padniecia — Deaths 2,75 27 805 10 480 3,74 3,19
Inne — Other 4,29 53 745 9953 4,19 3,38
Ogotem — Altogether 2,87 32 080 9294 4,14 3,23
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PODSUMOWANIE

Wykazano, ze gldwna grupa przyczyn brakowania krow w badanym stadzie byty choro-
by oraz wady budowy ciata. Okres uzytkowania wybrakowanych kréw byt krétki i wy-
niost 2,87 lat. Stwierdzono, ze niektore przyczyny brakowania miaty zwiazek z cechami
uzytkowymi (wydajno$cia laktacyjna i zawartoscia biatka w mleku), a takze z dlugoscia
uzytkowania i wydajnoscia zyciowa mleka.
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RELATIONSHIP OF REASONS OF CULLING COWS
OF POLISH HOLSTEIN-FRIESIAN WITH THEIR PRODUCTIONS TRAITS

Summary

Tests were carried out on scrap in 2011-2013 cows Polish Holstein-Friesian in high yielding herd
located in Lower Silesia. The aim of the study was to analyze the relationship between the causes
of culling cows and their characteristics and uses. The main group of causes of culling cows in the
herd were examined metabolic diseases and infectious and structural defects of the body. It was
found that some of the reasons for culling are connected with the use features (lactation yield and
protein content of milk), and the length of use, and performance life milk.

KEY WORDS: cows of Polish Holstein-Friesian breed, reasons of culling, length of use



