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Jednym z najwa¿niejszych celów wspó³czesnej ge-
netyki zwierz¹t gospodarskich jest poszukiwanie
mutacji genowych wp³ywaj¹cych na zmienno�æ cech
u¿ytkowych. Cechami podlegaj¹cymi ci¹g³emu dosko-
naleniu u byd³a mlecznego s¹, z racji kierunku u¿yt-
kowego, wydajno�æ i jako�æ mleka. Ostatnio coraz
wiêksz¹ uwagê przywi¹zuje siê tak¿e do obni¿ania licz-
by komórek somatycznych w mleku; nale¿y przy tym
uwzglêdniæ, ¿eby nie zosta³y przekroczone granice
uwa¿ane za fizjologiczne (25-50 tysiêcy w 1 ml). Ta-
kie podej�cie mo¿e przyczyniæ siê do zmniejszenia
podatno�ci na zapalenie wymienia (mastitis), które jest
g³ównym i bardzo kosztownym schorzeniem byd³a
mlecznego. Przyczynia siê do strat ekonomicznych
w przemy�le mlecznym, powoduj¹c obni¿enie wydaj-
no�ci mleka oraz zmianê jego sk³adu. Zapaleniu wy-
mienia towarzyszy zwiêkszenie liczby komórek soma-
tycznych w mleku, dziêki czemu sta³y siê one wska�-
nikiem zdrowotno�ci wymienia.

Rozwój i doskonalenie narzêdzi genetyki moleku-
larnej stwarza mo¿liwo�æ efektywnej identyfikacji
po¿¹danych genotypów, a tym samym genów warun-
kuj¹cych okre�lone cechy ilo�ciowe. Jedn¹ ze stoso-
wanych strategii jest identyfikacja mutacji w genach
kandyduj¹cych, co u³atwia odkrywanie i lokalizowa-
nie genów o du¿ym efekcie (a w szczególno�ci muta-

cji funkcjonalnych) dla cech u¿ytkowych (18). Jednym
z proponowanych genów kandyduj¹cych dla cech u¿yt-
kowo�ci mlecznej byd³a jest gen koduj¹cy leptynê.

Leptyna jest hormonem polipeptydowym o masie
cz¹steczkowej 16 kDa, produkowanym g³ównie przez
komórki t³uszczowe, jak równie¿ gruczo³ mlekowy
w czasie laktacji (2, 19). Jej receptory ulegaj¹ eks-
presji w wielu tkankach i komórkach, w tym w ko-
mórkach uk³adu immunologicznego. Dowiedziono, ¿e
leptyna wp³ywa na szereg procesów zachodz¹cych
w organizmie, a w szczególno�ci bierze udzia³ w utrzy-
maniu bilansu energetycznego poprzez regulacjê po-
bierania pokarmu i wydatkowania energii. Zaanga¿o-
wana jest ponadto w procesy zwi¹zane z reprodukcj¹,
a tak¿e w funkcjonowanie uk³adu immunologicznego
(6). Wykazano, ¿e leptyna odgrywa znacz¹c¹ rolê
w odpowiedzi immunologicznej, po�redniczy w pro-
liferacyjnej oraz antyapoptotycznej aktywno�ci limfo-
cytów T i monocytów, a tak¿e przyczynia siê do opó�-
nienia apoptozy neutrofili i do wydzielania prozapal-
nych cytokin (3, 13). Stwierdzono równie¿ podwy¿-
szone stê¿enie leptyny we krwi w czasie infekcji i pro-
cesów zapalnych (1).

Gen koduj¹cy leptynê zmapowano w chromosomie
4 byd³a (14), a w jego obrêbie zidentyfikowano wiele
miejsc polimorficznych (8, 14). Stwierdzono, ¿e u ró¿-
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nych ras byd³a istniej¹ zale¿no�ci miêdzy niektórymi
podstawieniami pojedynczych nukleotydów (SNP �
single nucleotide polymorphism) w obrêbie genu lep-
tyny i cechami u¿ytkowo�ci mlecznej (5, 7, 9, 10, 12,
20), a tak¿e liczb¹ komórek somatycznych w mleku
(5, badania w³asne nie publikowane).

Celem badañ by³o okre�lenie czêsto�ci wystêpowa-
nia genotypów leptyny (R4C) oraz ocena zale¿no�ci
miêdzy nimi a liczb¹ komórek somatycznych i war-
to�ci¹ cech u¿ytkowo�ci mlecznej byd³a.

Materia³ i metody
Badaniami objêto 162 krowy rasy polskiej holsztyñsko-

-fryzyjskiej, odmiany czerwono-bia³ej. Krowy utrzymywa-
ne by³y w gospodarstwie na terenie Pomorza Zachodniego
w identycznych warunkach, ¿ywione standardowymi daw-
kami, pojone ad libitum. Zwierzêta urodzone by³y w latach
1994-2001 i pochodzi³y od 43 ojców.

Materia³ badawczy stanowi³a krew z ¿y³y szyjnej ze-
wnêtrznej pobrana do probówek zawieraj¹cych K

3
EDTA.

Izolacjê DNA z pe³nej krwi obwodowej przeprowadzono
z u¿yciem zestawu MasterPure (Epicentre®), zgodnie z in-
strukcjami producenta. Analizowano miejsce polimorficz-
ne zlokalizowane w trzecim eksonie. Zachodzi w nim tran-
zycja C/T, która na poziomie bia³ka powoduje zamianê
argininy w cysteinê (polimorfizm R4C). Amplifikacja frag-
mentu genu o d³ugo�ci 94 par zasad przeprowadzona
zosta³a przy u¿yciu pary nastêpuj¹cych starterów: 5�-ATG
CGC TGT GGA CCC CTG TAT-3� oraz 5�-TGG TGT CAT
CCT GGA CCT TCC-3� (4). Produkty amplifikacji trawio-
no 5 U enzymu restrykcyjnego Kpn2I. Uzyskane fragmen-
ty restrykcyjne rozdzielane by³y nastêpnie w ¿elach agaro-
zowych z dodatkiem bromku etydyny (0,5 µg � ml�1),
w obecno�ci odpowiedniego wzorca DNA. Uzyskane pro-
dukty trawienia by³y wizualizowane, a nastêpnie oceniane
i opisane z u¿yciem systemu archiwizacji rozdzia³ów elek-
troforetycznych firmy Vilber Lourmat.

Kolejnym krokiem by³o okre�lenie czêsto�ci wystêpo-
wania alleli i genotypów leptyny. Ponadto oszacowano, czy
istniej¹ zale¿no�ci miêdzy genotypami a liczb¹ komórek
somatycznych (ln) oraz warto�ci¹ nastêpuj¹cych cech u¿yt-
kowo�ci mlecznej krów: dobowej wydajno�ci mleka (kg),
zawarto�ci bia³ka, t³uszczu i laktozy w mleku (%), a tak¿e
zawarto�ci suchej masy (%). Dane u¿ytkowe badanych
zwierz¹t pochodzi³y z dokumentacji hodowlanej prowadzo-

nej dla ka¿dego stada w ramach oceny u¿ytkowo�ci mlecz-
nej (karta ja³ówki-krowy, tabulogram).

W badaniach zastosowano model wieloczynnikowy,
mieszany, hierarchicznie zagnie¿d¿ony, z pakietu GLM �
General Linear Model (17):
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Ró¿nice miêdzy �rednimi warto�ciami cech zosta³y prze-
analizowane przy pomocy testu wielokrotnego rozstêpu
Duncana.

Wyniki i omówienie
Analiza restrykcyjna po zastosowaniu enzymu

Kpn2I umo¿liwi³a rozró¿nienie trzech genotypów
w badanym stadzie krów rasy polskiej holsztyñsko-
-fryzyjskiej, odmiany czerwono-bia³ej. D³ugo�ci uzys-
kanych w wyniku trawienia fragmentów dla poszcze-
gólnych alleli by³y nastêpuj¹ce: 94 pary zasad (brak
miejsca rozpoznawanego przez enzym) dla allelu C
oraz 75 i 19 par zasad dla allelu T. Wykazano, ¿e czês-
to�æ wystêpowania alleli w badanym stadzie krów wy-
nosi³a: C � 0,54, T � 0,46. Genotyp CT wystêpowa³
z najwy¿sz¹ czêsto�ci¹, której warto�æ kszta³towa³a siê
na poziomie 0,56, natomiast pozosta³e genotypy wy-
stêpowa³y, odpowiednio, z czêsto�ci¹: 0,26 � genotyp
CC oraz 0,18 � genotyp TT. Wyniki zbli¿one s¹ do
uzyskanych w badaniach prowadzonych na innych sta-
dach byd³a tej rasy (5, 11, 12).

Analiza wariancji wykaza³a, ¿e efekt roku urodze-
nia/miesi¹ca urodzenia oraz efekt krowy mia³y istotny
wp³yw na warto�æ wszystkich badanych cech u¿ytko-
wo�ci mlecznej, natomiast efekt laktacji wp³ywa³ istot-
nie na dobow¹ wydajno�æ mleka, zawarto�æ bia³ka i lak-
tozy w mleku oraz liczbê komórek somatycznych (LKS).

W tab. 1 przedstawiono �rednie warto�ci badanych
cech u krów o ró¿nych genotypach leptyny. Wyniki ba-
dañ wykaza³y statystycznie istotne ró¿nice (p £ 0,05)

w dobowej wydajno�ci mleka
miêdzy osobnikami o ró¿nych
genotypach. Stwierdzono, ¿e
wy¿sz¹ warto�ci¹ tej cechy cha-
rakteryzowa³y siê krowy o geno-
typie TT w porównaniu z krowa-
mi o heterozygotycznym geno-
typie CT, przy czym ró¿nica
wynosi³a 0,95%.

W przypadku pozosta³ych ana-
lizowanych cech, mianowicie:
dobowej wydajno�ci mleka, za-
warto�ci t³uszczu, bia³ka i lakto-
zy w mleku oraz LKS i suchej

Obja�nienia: a, b � �rednie warto�ci w wierszach oznaczone ró¿nymi literami ró¿ni¹ siê
miêdzy sob¹ istotnie przy p £ 0,05

ahceC
)n(pytoneG

oinder�
)498(CC )1481(TC )756(TT

)gk(akelm.dywawoboD 76,7±78,32 51,7±04,32 a 99,7±53,42 b 74,7±96,32

)%(uzczsu³tæ�otrawaZ 1 20,1±34,4 10,1±83,4 99,0±03,4 1 10,1±73,4

)%(ak³aibæ�otrawaZ 1 14,0±53,3 24,0±43,3 73,0±93,3 1 14,0±53,3

)%(yzotkalæ�otrawaZ 1 52,1±47,5 71,1±76,5 12,1±47,5 1 02,1±17,5

)nl(SKL 1 32,0±87,4 62,0±18,4 52,0±28,4 1 52,0±08,4

)%(ysamjehcusæ�otrawaZ 62,1±54,31 72,1±24,31 1 03,1±73,31 1 72,1±24,31

Tab. 1. Cechy u¿ytkowo�ci mlecznej krów z ró¿nymi genotypami leptyny (�x ± SD)
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masy w mleku, nie stwierdzono statystycznie istotnych
ró¿nic pomiêdzy krowami o ró¿nych genotypach lep-
tyny (tab. 1).

Badania zale¿no�ci miêdzy SNPs w genach kandy-
duj¹cych dla cech u¿ytkowych byd³a a warto�ciami
tych cech prowadzone s¹ na szerok¹ skalê. Analizo-
wany by³ tak¿e wp³yw polimorfizmu ró¿nych genów
(m.in. BoLA-DRB3 i laktoferyny) na liczbê komórek
somatycznych w mleku (15, 16). Wyniki dotycz¹ce
zale¿no�ci miêdzy polimorfizmem R4C w genie lep-
tyny a liczb¹ komórek somatycznych w mleku oraz
warto�ciami cech u¿ytkowo�ci mlecznej s¹ do�æ
skromne. Prezentowane badania wykaza³y, ¿e istnieje
zale¿no�æ miêdzy genotypami R4C leptyny a dobow¹
wydajno�ci¹ mleka u krów rasy polskiej holsztyñsko-
-fryzyjskiej, odmiany czerwono-bia³ej. Potwierdzone
zosta³y tym samym wyniki badañ Buchanan i wsp. (5),
którzy stwierdzili istotny wp³yw SNP R4C na dobow¹
wydajno�æ mleka, szczególnie w pocz¹tkowym sta-
dium laktacji, u byd³a rasy holsztyñskiej; osobniki
o genotypie TT charakteryzowa³y siê istotnie wy¿sz¹
warto�ci¹ tej cechy w porównaniu z osobnikami o ge-
notypie CC, a ponadto u krów homozygotycznych TT
stwierdzono istotnie wy¿sz¹ wydajno�æ bia³ka w pierw-
szych 100 dniach laktacji ni¿ u osobników o genoty-
pie CC. Badano tak¿e wp³yw polimorfizmu R4C na
warto�æ hodowlan¹ dla cech mleczno�ci u buhajów
rasy polskiej holsztyñsko-fryzyjskiej, odmiany czar-
no-bia³ej. Komisarek i wsp. (7) stwierdzili, ¿e samce
homozygotyczne TT charakteryzowa³y siê istotnie
wy¿sz¹ warto�ci¹ hodowlan¹ dla wydajno�ci mleka
i bia³ka oraz zawarto�ci t³uszczu w mleku ni¿ buhaje
o genotypie CC. Madeja i wsp. (12) nie wykazali na-
tomiast istotnych zale¿no�ci miêdzy SNP a warto�ci¹
hodowlan¹ dla cech u¿ytkowo�ci mlecznej w bada-
nym stadzie buhajów.

W prezentowanych badaniach nie stwierdzono istot-
nych ró¿nic w liczbie komórek somatycznych miêdzy
krowami o ró¿nych genotypach. Nie zosta³y tym sa-
mym potwierdzone wyniki badañ Buchanan i wsp. (5),
którzy, badaj¹c krowy rasy holsztyñskiej, stwierdzili
istotnie wiêksz¹ liczbê komórek somatycznych w mle-
ku osobników homozygotycznych TT w porównaniu
z osobnikami o genotypie CC. Te niejednoznaczne wy-
niki mog¹ wynikaæ ze specyfiki badanego stada. War-
to zatem przeprowadziæ podobne badania w innych
stadach, a nawet rasach byd³a mlecznego, aby móc
zweryfikowaæ otrzymane wyniki. Jest to tym bardziej
uzasadnione, ¿e nie ma danych literaturowych
z tego zakresu, które dotyczy³yby ras byd³a mleczne-
go hodowanego w Polsce.

Polimorfizm R4C generuje niekonserwatywne pod-
stawienie argininy cystein¹ w sekwencji aminokwa-
sów w cz¹steczce leptyny. Mo¿e to prawdopodobnie
wp³ywaæ na strukturê i funkcjê bia³ka (np. zak³ócenie
wi¹zania do receptora, destabilizacja mostka dwu-
siarczkowego), co sugeruje funkcjonalny efekt oma-
wianego polimorfizmu (4).

Podsumowanie
Wyniki badañ wykaza³y, ¿e istnieje zale¿no�æ miê-

dzy genotypami R4C leptyny a dobow¹ wydajno�ci¹
mleka u krów rasy polskiej holsztyñsko-fryzyjskiej,
odmiany czerwono-bia³ej. Sugeruje to, ¿e je�li progra-
my hodowlane opracowywane by³yby w oparciu
o powy¿szy polimorfizm, preferowanie w hodowli
osobników o genotypie R4C TT mog³oby przyczyniæ
siê do polepszenia wydajno�ci mleka. Uzasadnione jest
kontynuowanie badañ w tym kierunku, poniewa¿ ist-
nieje ci¹g³a potrzeba niezale¿nej weryfikacji otrzymy-
wanych wyników przed ich wykorzystaniem w pro-
gramach selekcji byd³a mlecznego.
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