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Summary

Analysis of phenotypic and genetic variation in Polish Hunting Spaniel

The Polish Hunting Spaniel (PHS) is a relatively young breed. While its history
dates back to the 19th century, the breed was recreated in the 1980s thanks to the efforts
and breeding work of Dr. Andrzej Krzywinski. Documents that have outlasted into the
early 21st century provide information about the individuals selected for the initial
matings, their ancestors, offspring, and subsequent breeding history. The breed's history
includes information about the use of other spaniel breeds, such as the Brittany Spaniel
and English Springer Spaniel, to recreate the PHS.

The main assumptions of this study are based on existing documents, published
articles, oral histories, and the requirements set by the FCI (French: Federation
Cynologique International) for breed recognition. Three hypotheses were formulated: 1.
Phenotypic variability within the Polish Hunting Spaniel breed is significant. 2. Genetic
variability within the breed population is low. 3. During the creation of the PHS breed,
individuals from the founding breeds carried mutant alleles that cause genetic diseases.

Phenotypic analysis involved taking zoometric measurements of 85 individuals
(29 dogs and 56 bitches) over 1 year of age. Based on the scientific literature and
consultations with breeders, 14 body parts were selected for measurement. Six of the 14
measurements concerned the head, six concerned the trunk, and the remaining two
concerned other body regions: wrist circumference and neck length. Measurements
were taken using a zoometric cane (2 of 14), a bow caliper (3 of 14), and a tape measure
(9 of 14). The collected data on phenotypic traits were analyzed using Excel 2007
(Microsoft Office) and Statisticav.13 (StatSoft, 2013). The mean and parameters
describing variability (standard deviation, median, quartile deviation) were estimated
and statistical tests (Shapiro—Wilk, Levene, Mann—-Whitney U, Welsh, ANOVA and
Kruskal-Wallis) were performed to help assess the significance of the obtained results.

Using the Cervus 3.0.3 program (Marshall, 1998-2007; Kalinowski et al., 2007),
the following were estimated in the studied breed: allele frequencies, coefficients:
observed heterozygosity (Ho) and expected heterozygosity (Hg) (Ott, 1992),
polymorphic information content (PIC) (Botstein et al., 1980); Test of the conformity of
the genotype frequency distribution with the expected one (compliance with the Hardy-
Weinberg Law). Using the ALFREQ program (Tereba and Tereba, 2005), the genotype
frequency was calculated. Using the GENETIX 4.05 program (Belkhir i wsp., 1996-
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2004), graphs (3D) were created based on the factorial correspondence analysis (FAA)
(Benzécri, 1973). The molecular analyses performed allowed for the assessment of the
genetic variability of the studied Polish Hunting Spaniel population. Using the
STRUCTURE 2.3.4 program (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003), a model for
correlated allele frequencies was applied, 10000 burn-in steps and 100000 Marcov-
chain Monte Carlo (MCMC) repetitions were performed for different numbers of
clusters (K=2-5). The analysis was performed in 10 iterations for each K value, which
enabled analysis of the genetic structure of the population. The most probable number
of clusters in the population was determined using the AK method (Evanno et al. 2005).
The results were visualized using the CLUMPAK program (Kopelman et al. 2015).
Analysis of the variability of the hypervariable control region (D-loop) fragment
of mtDNA was performed by amplifying the fragment and then Sanger sequencing the
resulting PCR product. Sequence similarity analysis of mtDNA was performed using
the following programs: BioEdit Sequence Aligment Editor 7.26 (Hall, 1999), Chromas
2.6.6  (Technelysium;  2018), Basic  Loci  Alignment  Search  Tool
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), and Molecular Evolutionary Genetic Analysis
MEGA 11.0.10 (Tamura et al., 2021). The isolated DNA will also be used to identify
mutation carriers for selected genetic diseases. Due to the probable use of individuals
from the following breeds in the development of the Polish Hunting Spaniel: Brittany
Spaniel, Springer Spaniel, and Cocker Spaniel, it was likely that individuals with
mutated alleles of certain genes causing genetic diseases were introduced into the Polish
Hunting Spaniel breed. Genetic diseases that may occur in the Polish Hunting Spaniel
were determined based on the scientific literature and included diseases known in other
spaniel breeds. In total, four genes (PFKM, RPGRIPI, PRCD, and T-box) causing five
genetic diseases (myopathy associated with anaemia, diseases associated with visual
impairment, and diseases associated with a shortened caudal spine) were selected for
analysis. Designed diagnostic tests, including polymerase chain reaction, PCR-RFLP,
and sequencing, were used to identify carriers of mutated alleles causing a given genetic
disease.
The entire study required significant awareness, involvement, and cooperation from
PHS breeders.
The obtained results were divided into five parts:
I.Analysis of phenotypic variability - most of the selected measurements had higher

mean and/or median values in males than in females, and significant inter-gender
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correlations were observed for most parameters. However, the standard/quartile
deviation indicates significant variability in height, length, and mass (chest
circumference) of individual individuals of both sexes. Furthermore, when dogs and
bitches were further divided into age groups, no significant statistical differences were
found for most of the analysed measurements.

I1, Pedigree analysis — estimated average relatedness in the studied PHS population was
23%, and the average inbreeding coefficient was 7%. The estimated inbreeding was
relatively low, but the average relatedness indicates that most individuals in the
population are closely related.

I1l. Microsatellite marker analysis — the average number of alleles per locus was 7.18.
The observed (Ho) and expected (Hg) heterozygosity values were similar (Ho = 0.646,
He = 0.641), indicating a lack of significant genetic imbalance. Most markers were
highly polymorphic and suitable for genetic analysis. FCA analysis confirmed genetic
similarity between males and females. However, STRUCTURE analysis revealed
variation within the population, with the possibility of distinguishing 3-4
subpopulations.

IV. mtDNA analysis — 2 haplotypes were identified. Analysis of microsatellite
sequences on the Y chromosome — 4 haplotypes were identified.

V. Analysis of mutation carriers: no individuals with the mutated allele(s) were found
for 4 of the 5 diseases tested. The only heterozygotes and a homozygous recessive
individual were found for the PRCD gene mutation.

The Polish Hunting Spaniel population is characterized by moderate phenotypic
diversity and a high level of genetic variation with preserved genetic balance. Pedigree
analysis revealed low inbreeding and moderate relatedness, and microsatellite markers
testing confirmed high polymorphism and a stable genetic structure. Two mtDNA
haplotypes, 4 haplotypes for microsatellite sequences located on the Y chromosome,
and the presence of a mutated allele of the PRCD gene were detected in the studied
Polish Hunting Spaniel population. The estimated effective population size of Ne was
296.87. Maintaining genetic variability at an appropriate level requires a well-designed
breeding plan. This requires ongoing cooperation between breeders and supervision/care
from the Polish Kennel Club.

To maintain appropriate genetic variability within the PHS population and the health of
individual individuals, it is recommended to avoid close matings and to implement

genetic testing within the breed to reduce the risk of genetic diseases in subsequent

11



generations. Furthermore, the PSM population should be continuously monitored to
enable prompt corrective action.

The level of genetic variability in the Polish Hunting Spaniel population indicates the

possibility for The Polish Kennel Club to seek 'provisional breed recognition' from the
FCI.

Keywords: Polish Hunting Spaniel, mtDNA, microsatellite sequences, PRCD
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1. Wstep

Polski spaniel mys$liwski (PSM) jest rasa, ktora w XX wieku byta dos¢
popularna gtéwnie w kregach polskiej arystokracji. Psy tej rasy czegsto towarzyszyly
mysliwym podczas polowan. Niestety okres wojenny mocno ograniczyl liczbe
osobnikowtej rasy. Po latach zapomnienia, dzigki pracy dr Andrzeja Krzywinskiego,
polski spaniel mysliwski ponownie zostal wprowadzony do §wiata kynologii w Polsce.
Obecnie psy tej rasy, uwazane sg za doskonatego psa aportujacego i tropigcego. Oddane
wlascicielowi 1 nieustgpliwe podczas polowan, znakomicie sprawdzajg si¢ takze w roli
domownika, ale z duza potrzebg aktywnosci (Lakomik-Kaszuba, 2019).

PSM jest rasa jeszcze nieuznang przez FCI (fr. FédérationCynologique
International). Zwigzek Kynologiczny w Polsce (ZKwP), bedacy cztonkiem FCI,
odpowiada za postgpowanie prowadzace do oficjalnego uznania nowych ras psa
domowego.Procedura ta przebiega w trzech etapach i rozpoczyna si¢ w chwili, gdy
dana rasa zostaje zarejestrowana w ZKwP. W ciggu minimum pigtnastu lat nalezy
opracowa¢ 1 wdrozy¢ program hodowlany, ktoéry umozliwi wyodrgbnienie o$miu
niezaleznych linii hodowlanych, zwanych grupami rodzinnymi. Kazda grupa powinna
obejmowaé dwie samice i sze$¢ samcoéw pochodzacych z dwoch odrebnych miotow,
urodzonych w ciggu ostatnich pigciu lat. Pomiedzy grupami nie moze wystepowac
pokrewienstwo do trzeciego pokolenia wstecz, co ma zapewni¢ odpowiednig zmienno$¢
genetyczng. Zamiast tworzenia takich grup istnieje rowniez mozliwo$¢é 0Szacowania
efektywnej wielkoscipopulacji, ktorej wartosci powinny zawiera¢ si¢ w zakresie od 50
do 100 lub wiecej, aby rasa mogla zosta¢ uznana za stabilng pod wzgledem
genetycznym.

Nalezy przedstawi¢ FCI takze wyniki badan zwigzane ze statusem zdrowotnym
oraz oceng zachowania i charakteru osobnikow w populacji, a takze przygotowaé
tymczasowy standard rasy.Dopiero wtedy mozna stara¢ si¢ o status ,,wstepnego uznania
rasy”. W ciaggu dziesigcioletniego okresu ZKwP 1 hodowcy muszg wspolnie dbaé o
rozw0j rasy, poczawszy od zwigkszenie liczebno$ci populacji, przez wyrdwnanie
fenotypu, po udziat w wystawach i innych wydarzeniach kynologicznych. Po spetieniu
wyzej wymienionych warunkéw i na wniosek ZKwP, specjalna komisja FCI
przeprowadzi analizg fenotypu (wielko$¢ i umaszczenie) co najmniej 60 osobnikow obu
pici (zatacznik nr 5 regulamin wewngtrzny FCI). Na mocy uchwaty ZKwP od 1.01.2017
r. otwarta zostala Ksiega Wstepna (KW) dla polskiego spaniela mysliwskiego, co
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zapoczatkowato dlugg droge do ostatecznego jej uznania przez FCI.

Osobniki nalezace do rasy polski spaniel mysliwski muszg mie¢ wyréwnany
fenotyp, populacja powinna odznacza¢ si¢ duzg zmienno$cig genetyczng, a nalezagce do
niej osobniki powinny zosta¢ przebadane pod katem mozliwosci wystepowania chorob,

w tym choréb genetycznych, w celu okreslenia kondycji zdrowotnej populacji.
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2. Przeglad piSmiennictwa

2.1. Polski spaniel mysliwski — historia rasy

Polski spaniel mysliwski (PSM) to stosunkowo mitoda rasa psa domowego,
ktorej poczatki siggajag az XIX wieku. Dzigki cztonkom znaczacych polskich rodow,
ktorzy pasjonowali si¢ myslistwem i podrézowali po Europie, zostaty importowane na
tereny owczesnych ziem polskich (bedacych pod zaborami) psy goncze, wyzty i charty,
glownie angielskie rasy psow, a W mniejszym stopniu rasy francuskie. Czesto
towarzyszyly im uzytkowe teriery i spaniele. Importowane teriery wykorzystywano do
tepienia gryzoni w stajniach i gospodarstwach dworskich oraz do polowan na lisy i
borsuki. Z kolei spaniele spetniaty roznorakie role: odaportowanie na ladzie i w wodzie,
po ploszenie zwierzyny, a nawet uzytkowane byly jako psy do towarzystwa (Lakomik-
Kaszuba, 2016, 2021, 2022). August Sztolcman na poczatku XX wieku pisat o roznych
rasach spanieli uzytkowanych a terytorium Polski. Zasugerowat on, ze rasy te ze
wzgledu na wszechstronne uzytkowanie moglybyzosta¢ przekrzyzowane i moglaby
powsta¢ jedna, wiodgca rasa (Lakomik-Kaszuba, 2016, 2021, 2022). Niewatpliwie
propozycja Sztolcmana moglaby si¢ zisci¢, gdyz z powodu matej liczby pséw danej
rasy utrudniane bylo prowadzenie hodowli w czysto$ci rasy. Nalezy zauwazy¢, ze
owczesnie ceniono psyglownie za walory uzytkowe i wlasnie wartos¢ cech uzytkowych
odgrywala najwigksza role przy doborze osobnikéw do kojarzen. Brat
AugustaSztolcmana, Jan, byt wlascicielem pierwszego w Polsce psa rasy norfolk
spaniel (rasy wiaczonej po 1903 r. przez The Kennel Club -Wielka Brytania, do nowo
tworzonej rasy angielskispringer spaniel), zdobywcy ztotego medalu na Wystawie Psow
Rasowych w Warszawie w 1903r. Na kolejnych warszawskich wystawach psow
pojawialy si¢ takze psy ras cocker i sussex spaniel(Lakomik-Kaszuba, 2016, 2021,
2022). Spaniele utrzymywane byly rowniez na odleglej Syberii przez réd Koziett-
Poklewskich. Inng stynng hodowla byla hodowla psoéw rasy springer spaniel z
przydomkiem ,,Lwa”prowadzona na Polesiu przez ksi¢zng Izabelle Radziwittowa. Do
swojej hodowli ksieznasprowadzita wiele wartosciowych pséw tej rasy, m.in.
championa Anglii i zwycigzce Field Trials z 1930r. Rollicka of Harting oraz inne
wybitnepsy z angielskiej hodowli cockerow ,,Of Ware”. Hodowla przetrwata do 1939 .
Po wybuchull wojny $§wiatowej spaniele te, podobnie jak psy z innych rejonéw Polski
zarekwirowano 1 wywieziono w glab Rosji. Czg§¢ z nich zgineta rowniez w wyniku

dziatah wojennych, a te, ,ktore ocalaty, wtopily si¢ w inne populacje psow
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mysliwskich” — los ocalalych pséw nie jest znany, jedynie domniemywa si¢, ze zostaty
przygarnigte przez wiascicieli lub hodowcéw innych, prawdopodobnie podobnych ras
mysliwskich(Lakomik-Kaszuba, 2016, 2021, 2022).

Warto tez wspomnie¢ o psach - spanielach, ktore mieszkaty i polowaty wraz z
Prezydentem Rzeczpospolitej Polskiej, Ignacym Moscickim w Spale. Byty to psy rasy
cocker spaniel: o umaszczeniu czekoladowo-biatym Tymek oraz czarna z przesianiem
Nana i sussex spaniel — Rebusoraz Joy —sprawdzone prosto ze Stanéw Zjednoczonych
Ameryki. Symbolicznie, po ok. 80-latach, w 2015 to wtasnie w Spale na festiwalu psow
mysliwskich zadebiutowaty psy rasy polski spaniel mysliwski. Kilkanascie osobnikéw
PO raz pierwszy zaprezentowano szerszej publicznosci(Lakomik-Kaszuba, 2016, 2021,
2022).

W latach 80. XX wieku dr Andrzej Krzywinski — przyrodnik, naukowiec,
mysliwy 1 sedzia prob pracy - odwiedzal czgsto w sprawach naukowych byle Kresy
Wschodnie, takze uczestniczytw polowaniach. To wtasnie na jednym z nich miat okazj¢
zobaczy¢ psa w typie spaniela, podobnego do tych psow mysliwskich z dawnych ziem
polskich, o jakich opowiadali mysliwi. Widzial jak tepsy pracuja, ich zréwnowazenie 1
postuszenstwo w pracy, zamitowanie do wody oraz oddanie witascicielowi. Doktor
Krzywinski zainteresowal si¢ tematem polskich spanieli, a poniewaz miat
do$wiadczenie jako hodowca (prowadzit hodowle psow rasy: jamnik, tajka syberyjska i
jagdterier z przydomkiem ,z Szerokiego Boru”) zaczal poszukiwa¢ do
hodowliodpowiednich psow w typie polskiego spaniela.

Poczatki hodowli zaczety sie od suki Pestki - pochodzacej z linii uzytkowej,
bragzowej z przesianiem suki (Lakomik-Kaszuba, 2016). Pierwszy miot Pestki i Feniksa
(pies rasy springer spaniel) przyszedt na §wiat w 1993r. w Parku Dzikich Zwierzat w
Kadzidtowie. Urodzito si¢ pig¢ szczeniat (2 psy i 3 suki). W hodowli pozostaty tylko 2
suki (Lakomik-Kaszuba, 2016). W kolejnych latach do programu hodowlanego zostaty
wlaczone kolejne psy, w tym migdzy innymi Bestien (pies rasy— spaniel bretonski). Po
Bastienie, nowe pokolenia zyskaly tzw. niepelng stojke, czyli zachowanie, kiedy pies
»Zastyga” na widok zwierzyny townej i czeka na sygnat mysliwego, po czym wyskakuje
lekko w gore i uderzajgc tapami w ziemig, ptoszy ptaki (Lakomik-Kaszuba, 2016).

Obecny kierunek uzytkowy polskich spanieli mysliwskich to gtownie ploszenie i
aportowanie ptakow, cho¢ zdarza sie, ze towarzysza w polowaniu na dziki
(https://www.zkwp.pl/wzorce/1002_PL.pdf; https://www.klubspaniela.pl/polski-spaniel-

mysliwski).
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2.1.1. Procedury uznania rasy przez FCI

Polski spaniel mysliwski jest rasa jeszcze nieuznang przez FCI (fr. Fédération
Cynologique International). Wszystkie procedury wstepnego i ostatecznego uznania
rasy zostaly opisane w regulaminie wewnetrznym FCI (zalacznik nr Sregulamin
wewnetrzny FCI). Krajowa organizacja kynologiczna zrzeszona w FCI czyli Zwigzek
Kynologiczny w Polsce (ZKwP) odpowiada za dzialania majgce przyczynic¢ si¢ do
wpisania tej rasy do oficjalnego rejestru ras psa domowego (Rycina 1). Na podstawie
przytoczonego dokumentu ustalono, ze procedura uznania jest trzyetapowa i
rozpoczyna si¢ od chwili zarejestrowania danej rasy przez ZKwP. Nastepnie, w ciggu
minimum 15 lat, powinien zosta¢ utworzony plan hodowlany, na podstawie, ktérego
bedzie mozna wyodrebni¢ 8 tzw. grup rodzinnych. Grupe rodzinng tworza 2 suki i 6
psow, pochodzace z dwodch roznych miotéw urodzonych w ciggu ostatnich 5 lat.
Pomiedzy grupami nie moze by¢ wspolnych przodkow az do 3 pokolen wstecz.
Alternatywnie mozna oszacowaé efektywna wielko$¢ populacji, ktérej wielkos¢
powinna przekracza¢ warto$¢ 50-100 (Frankham i wsp., 2002). Efektywna wielkos¢
populacji powinna by¢ obliczona na podstawie danych rodowodowych (wszystkie
szczenigta urodzone w ciggu ostatnich pieciu lat 1 ich przodkowie do 3 pokolen wstecz).
Dopiero wtedy ZKwP moze wystgpi¢ do FCI o status ,,wstepnego (prowizorycznego)
uznania rasy”. Do wniosku musza by¢ dotaczone zdjecia (ich liczba nie zostata
okreslona w wytycznych) przedstawicieli rasy obu pici oraz dokumenty potwierdzajace
przeprowadzenie testow DNA potwierdzajacych rase, wypelniony kwestionariusz
zdrowia dla rasy (Aneks, Zalacznik 1) oraz ocen¢ zachowania i charakteru (Aneks,
Zatacznik 1), a takze nalezy przedstawi¢ tymczasowy standard rasy w jednym z
czterech urzedowych jezykow FCI: angielskim, francuskim, niemieckim lub
hiszpanskim (Aneks, Zatacznik I1l). Po spelnieniu wyzej wymienionych warunkow,
delegacja FCI (po jednym cztonku z Komisji do spraw Standardéw i1 do spraw Komisji
Naukowej FCI) przeprowadza analiz¢ fenotypu (wielko$¢ i umaszczenie)co najmniej 60
osobnikow obu pici (regulamin wewnetrzny FCI, zatacznik nr 5). Nastepnie delegacja ta
przedktada Komitetowi Generalnemu FCI decyzje o mozliwosci ,,wstgpnego uznania
rasy”. Uzyskanie statusu ,,wst¢pnego uznania rasy” powoduje wpisanie danej rasy do
odpowiednich ksigg stadnych wszystkich cztonkéw FCI oraz umozliwia udzial w
wystawach mig¢dzynarodowych i ubieganie si¢ o wniosek na chempiona krajowego

CAC (fr.Certificatd 'Aptitude au Championnat), ale nie mi¢dzynarodowego (CACiB).
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W ciagu dziesigcioletniego okresu tymczasowego cztonek FCI (w Polsce ZKwP)
powinien podja¢ dziatania w celu utrzymania zmiennosci genetycznej danej rasy.
Dziatania te nie sg sprecyzowane przez FCI, co daje duzg swobod¢ w podejmowaniu
decyzji kazdemu z cztonkéow FCI. Do wniosku o ,,0stateczne uznanie rasy” nalezy
dotaczy¢ ostateczny standard rasy, roczne statystyki dotyczace liczby urodzen z kraju
pochodzenia danej rasy od czasu uzyskania statusu tymczasowego, statystyki dotyczace
liczby urodzen z ostatnich pigciu lat w innych krajach czlonkowskich FCI, dane o
liczbie psoéw danej rasy zgtaszanych na wystawy krajowe i wystawy zagraniczne, w tym
Wystawy Europejskie i Swiatowe z ostatnich 3 lat, raport na temat rozwoju rasy na
Swiecie, ogolnej liczby osobnikow, stanu zdrowia i zachowania (regulamin wewnetrzny
FCI, zalacznik nr 5). Nastepnie ponownie przedstawiciele Komisji do spraw
Standardow 1 Naukowej FCI oceniaja przedstawicieli danej rasy, ich zgodno$¢ ze
standardem rasy oraz potwierdzaja zgltoszong obecnos¢ poszczegdlnych osobnikow na
waznych wydarzeniach kynologicznych. Ostateczne uznanie nowej rasy jest
zatwierdzane przez Zgromadzenie Ogolne FCI. Natomiast, jesli w okresiel5 lat od daty
wstepnego uznania rasy nie zostangzgloszone przezZKwPzadne dziatania wymagane w
kierunku spetnienia wyzej opisanych wymogowdotyczacych uznania rasy przez FCl,a
takze nie zostanie ztozony wniosek o jej ostateczne uznanie, to rasa zostaje skreslona z
listy FCl(regulamin wewnetrzny FCI, zatacznik nr 5).

Na mocy uchwaty ZKwP od 1.01.2017 r. otwarta zostala Ksigga Wstepna (KW)
dla polskiego spaniela mysliwskiego (Uchwata ZG ZKwP z dn. 14.09.2016), co
zapoczatkowato dlugg droge, ktorg hodowcy musza pokonaé, az do ostatecznego
uznania rasy przez FClw przysztosci.

* min. 8 niezaleznych grp
rodzinnych, alternatywnie obliczenie
efektywnej liczebnosci populacji,

S Po 15 latach » testy DNA potwierdzajace zmiennos$cé
Otwarcie ksigg is‘mien%a 1asy genetyczna i diagnostyke w kierunku choréb
hodowlanych w krgjowej genetycznych, Wstepne
organizacyl. * kwestionariusz zdrowia dla rasy — druk FCI; )
* ocena zachowania i charakteru — druk FCI; LI
* tymczasowy standard rasy, rasy
*ocena rasy przez delegacje FCL
*ostateczny standard rasy.
* roczne statystyki dotyczace liczby urodzen, Podczas 10-letniego
Ostateczne + dane o liczbie psow zglaszanych na wazne okresu tymczasowego
uznanie rasy wydarzenia kynologiczne_. .naleZy" ’uh‘zymaé
przezFCI ; .° r.aport {]a t?ﬂ}at roZWoju .rafiy na zmiennose genetyczna.
$wiecie, ogdlnej liczby osobnikow. stanu
zdrowia i zachowania.

Rycinal. Schemat przedstawiajacy wymagania FCI dotyczace migdzynarodowego,
ostatecznego uznania nowej rasy psa domowego (schemat wiasny).
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Zwiazek Kynologiczny w Polsce podjat nastepujacedziatania w celu promocji rasy

PSM i umozliwienia oficjalnego jej uznania przez FCI, zarbwno w obszarach spraw

hodowlanych,organizacyjnych, a takze spraw zwigzanych z Komisjg Kynologii

Lowieckiej:

Od 1.01.2017r. otwarcie Ksiegi Wstepnej (KW) dla polskiego spaniela
mysliwskiego z jednoczesnym dopuszczeniem do udzialu w wystawach jako
rasa nieuznana (Uchwata Zarzadu Glownego (ZG) ZKwP z dn. 14 wrzesnia
2016 .),

Od 1.01. 2017 r. powierzenie oddzialowi Plock prowadzenie bazy KW
dla polskiego  spaniela mysliwskiego, dla wszystkich psow tej rasy
zarejestrowanych w oddziatach ZKwP(Uchwata ZG ZKwP z dn. 1 grudnia
2016r.),

powotanie Klubu — Komisji Polskiego Spaniela Mysliwskiego przy ZG ZKwP a
drodzena Uchwaly ZG ZKwP z dn.22.05.2020r. (Biuletyn newsletter
poswiecony rasie polski spaniel mys$liwski, 2021a)

dopuszczenie pséw rasy polski spaniel mysliwski do udzialu w wystawach psow
ras mysliwskich jako rasy nieuznanej przez FCI (Uchwata ZG ZKwP z dn. 9
sierpnia 2022r.),

podjecie decyzji o wydawaniu drukiem biuletynu dedykowanemu rasie polski
spaniel mys$liwski (Uchwata ZG ZKwP z dn.18 lutego 2023 r.),

zatwierdzenie zmian do wzorca rasy polski spaniel mysliwski oraz dodatkowo
na wniosek Prezydium Komisji Kynologii Lowieckiej podjeto uchwate o
zatwierdzeniu ,,Regulaminu préb pracy” dla rasy polski spaniel mysliwski
(Uchwata ZG ZKwP z dn. 2 lipca 2024r.),

zniesienie gornej granicy wieku dla psow rasy polski spaniel mysliwski na
probach pracy i testach (Uchwata ZG ZKwP z dn. 31 pazdziernika 2024r.),
powierzenie Pani Malgorzacie Supronowicz (przewodniczacej Klubu PSM)
przygotowania wniosku do FCI o wpis rasy polski spaniel mysliwski na list¢ ras
wstepnie uznanych przez FCI oraz podniesienie rangi sedziego krajowego pracy
pso6w mysliwskich do sedziego miedzynarodowego dr Andrzejowi
Krzywinskiemu, z jednoczesnym nadaniem miedzynarodowego uprawnienia do
sedziowania rasy polski spaniel mysliwski (Uchwata ZG ZKwP z dn. 4 kwietnia
2025r.).
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Inne dziatania podj¢te w celu promocji rasy i umozliwienia oficjalnego uznania rasy
przez FCI:

e Nawigzanie kontaktu w 2017r. przez jednego z wiodacych hodowcoéw rasy
polski spaniel mysliwski z Katedra Genetyki i Ochrong Zwierzat, Instytutu Nauk
o Zwierzetach, w tym m.in. z kynologiem i genetykiem dr Katarzyng Fiszdon i
ze specjalistg od zarzadzania populacjami i diagnostyki chorob genetycznych dr
hab. Joanng Gruszczynska, prof. SGGW, co zapoczatkowalo rozpoczgciem
wspotpracy na linii naukowiec - hodowca i objecie badaniami zmiennos$ci
fenotypowej i genetycznej populacji polskiego spaniela mysliwskiego.

o Wspoélpraca z hodowcami i wiascicielami pséw pracownikéw naukowych
SGGW w Warszawie polegata na: pobieraniu materialu biologicznego od
przedstawicieli rasy PSM, dokonywaniu pomiar6w zoometrycznych psow,
kolekcji informacji rodowodowych.

e Powstanie Klubu Polskiego Spaniela Mysliwskiego Polskiego Zwigzku
Lowieckiego (PZL) na mocy uchwaly Zarzadu Gloéwnego PZL z dnia
15.09.2020 .

e Zaprezentowanie rasy polski spaniel mysliwski na corocznej konferencji
Komisji do spraw hodowlanych FCI (ang. FCI Breeding Comission) w Paryzu
(ZKwP, 2025).

2.1.2. Polski spaniel mysliwski — stan obecny populacji

Podejmowane wysitki ze strony hodowcéw 1 wlascicieli polskiego spaniela
mysliwskiego 1 Zarzadu ZKwP, ktory sprzyjat rozwojowi populacji rasy polski spaniel
mysliwski i wspierat starania Klubu PSM w kierunku zarejestrowania rasy do FCI,
zaowocowaly znacznym wzrostem liczebno$ci populacji (Tabela 1). Dane
przedstawione w Tabeli 1 na temat liczebnosci osobnikow rasy polski spaniel mysliwski
pochodzity z publikowanych co roku danych ZKwP (ZKwP, 2018, 2019, 2020, 2021,
2022, 2023) . Obejmowaty one lata od 2017 r. (od otwarcia ksigg wstepnych - KW) do
2023 r. i dotyczyly wytacznie osobnikéw z Polski, zgloszonych do ZKwP. Dane za rok
2024 nie zostaty do tej pory opublikowane.
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Tabela 1. Liczba osobnikow rasy PSM w latach 2017-2023 wg danych ZKwP
(ZKwP, 2018, 2019, 2020, 2021, 2022, 2023),

L . W tym .
zar(e)jse(;'l[)rr(l)lvl\(/;ne v://;/ gfc?z(gﬁ) Wykorzyztywane SZ(E:;E;Qm Liczba

W ZKWP w hodowli (szt.S) . miotow Rok

(szt.) Psy  Suki Reproduktorzy ho dol\J/vIIane Psy  Suki
43 13 30 1 1 8 11 2 2017
60 22 48 4 7 31 29 12 2018
138 50 88 13 21 25 30 12 2019
173 59 114 22 48 106 115 28 2020
285 96 189 39 71 112 127 39 2021
346 129 217 71 74 151 163 28 2022
364 135 229 56 85 89 80 23 2023

Pod koniec 2017roku bylo zarejestrowanych 43przedstawicieli rasy polski
spaniel mysliwski. W 2018 r. nastgpit wzrost calkowitej liczby osobnikow do 70. W
kolejnych latach tendencja wzrostowa utrzymywata si¢ 1 umacniata, poniewaz
catkowita liczba osobnikowtej rasy pod koniec 2022 r. wyniosta 346, a w nastepnym
2023 r. 364 psy. Nastgpit rowniez wzrost liczby zarejestrowanych miotow, z 2 w 2017 r.
(19 szczeniagt) do 39 miotow w 2021 r. (239 szczenigt). W 2022 r. zaobserwowano
niewielki spadek liczby miotéw, do poziomu z 2020r., jednak liczba urodzonych
szczenigt byla wyjatkowo duzai wynosita 314 osobnikow. W 2023 r. w 23 miotach
urodzito si¢169 szczenigt (Tabela 1).

Zebrano takze dane na temat liczby hodowli polskiego spaniela mysliwskiego
prowadzonych zaréwno w Polsce jak i za granica. Dane pochodzity z Biuletynu
Newslettera po$wigconego rasie polski spaniel mysliwski (2021-2024) i obejmowaly
lata 2020-2023 (Biuletyn newsletter po§wigcony rasie polski spaniel mysliwski, 2021b,
2022, 2023, 2024). Niestety za lata poprzednie i za rok 2024 takie informacje nie
zostaly jeszcze opublikowane. W 2020 r.zgloszono 32 przydomki hodowlane, 40 w
2021 ri 2 hodowle zarejestrowano rowniez poza granicami Polski, w Holandii i
Szwecji. Rok 2022 byt podobny do 2021 r., tj. zgtoszono 42 przydomki hodowlane w
Polsce i 3 poza granicami. W 2023 r. nastgpitduzy wzrost liczby hodowli w Polsce -
zgloszono 12 nowych nazw hodowli, acznie byla to liczba 54 hodowli polskiego

spaniela mysliwskiego zarejestrowanych w Polsce.
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2.2. Zmienno$¢ u zwierzat, ze szczegélnym uwzglednieniem zmiennoSci

fenotypowej u psow

Zmienno$¢ jest jedng z podstawowych wiasciwosci organizmoéw zywych.
Stanowi zrddto roznorodnosci, pozwala populacjom zwierzat dostosowywacé si¢ do
zmieniajacych si¢ warunkow $rodowiska. W biologii wyrdznia si¢ nastepujace rodzaje
zmienno$ci: genetyczng, srodowiskowa oraz fenotypowa. Fenotyp definiowany jest,
jako zespdt cech morfologicznych, fizjologicznych i1 behawioralnych organizmu,
powstajacych w wyniku interakcji genotypu z warunkami srodowiskowymi (Falconer i
Mackay, 1996). Szczegdlnym przyktadem zmiennos$ci fenotypowej w obrebie gatunku
jestpies domowy (Canislupus familiaris). W wyniku domestykacji i dlugotrwatej
selekcji hodowlanej powstato ponad 400 ras, ktore réznig si¢ miedzy sobg m.in.
wielkos$cig i ksztaltem czaszki oraz innymi cechami (Wayne i Ostrander, 1999).

Zmienno$¢ fenotypowa u psa domowego stanowi przedmiot wielu badan
naukowych: Kaelin i Barsh (2010) - praca o odmianach barwnych siersci oraz genach
odpowiedzialnych za kolor wlosa; Boyko (2011) - praca o réznorodnosci morfologii
(rozmiar ciata, ksztalt czaszki, zebow, dlugo$¢ kosci), z gldéwnym naciskiem na
zmienno$¢ miedzy i wewnatrz ras; Vaysse i wsp. (2011) - praca o poszukiwaniu
korelacji cech morfologicznych i behawioralnych z wybranymi regionami genomu;
Alvarez i Akey (2012) - praca o roli CNV (zmiennosci liczby kopii DNA) jako zrodta
zmiennosci fenotypowej glownie cech takich cech jak: pomarszczona skora u rasy
shar-pei czy krotkie konczyny u jamnikéw i corgi; Serres-Armeroi wsp. (2021) -
szeroka analiza wptywu CNV na cech morfologiczne i podatnos¢ na choroby; Slavney i
wsp. (2021) - praca o umaszczeniu u psow, ale w kontekscie intensywnosci
feomelaniny; Bartusiakiwsp. (2022) — praca, w ktorej autorzy starajg si¢ przewidzie¢
ras¢ 1 fenotyp (wzrost, mas¢ ciala) na podstawie danych SNP (polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu).

Zmiennos$¢ fenotypowa jest takze elementem oceny wartosci uzytkowej zwierzat
gospodarskich, takich jak bydto czy konie (Skrzynski i Szymik, 2024; PZHK, 2020). W
tym kontekS$cie szczegdlng role odgrywaja pomiary zoometryczne. Najstarsza
znaleziona instrukcja w jezyku polskim zawierajaca szczegdlowy opis wykonanych
pomiaréw wraz z uzyciem narzedzi (laski zoometrycznej, taSmy metrycznej) do ich
przeprowadzenia pochodzi z 1959r. Praca ta dotyczyla technik wykonania u koni

pomiarow takich jak: wysoko$¢ w kiebie, dlugo$¢ skosna tulowia, glgbokos¢ klatki
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piersiowej, obwod klatki piersiowej (Sasimowski, 1959). Natomiast, w przypadku
psoéw, informacje na temat niektérych pomiaréw zoometrycznych, np. wysokosci w
kiebie pojawialy si¢ prawdopodobnie juz w pierwszych standardach rasy, ktore byly
publikowane pod koniec XIX wieku przez angielski The Kennel Club
(https://www.thekennelclub.org.uk/) i tak pozostaje do dzi§ - standard kazdej rasy
uznanej przez FCI zawiera informacj¢ o wysokosci w kiebie z podzialem na pte¢ (FCI
Model Standard, 2016). Pomiar ten jest zapisywany w formie przedziatu (od - do)
zalecanego wzrostu osobno dla psa i suki, ewentualnie w formie dopuszczalnego

wahania (tolerancji) w okreslonym zakresie (np. +/— 2 cm).

2.3. Wskazniki i parametry opisujace zmienno$¢ genetyczna na podstawie

analizy rodowodowej

Analiza struktury genetycznej populacji na podstawie rodowodoéw jest jednym
ze sposobdéw oceny zmiennosci genetycznej danej populacji. Pozwala oszacowad
stopien pokrewienstwa,poziom inbredu, czy zidentyfikowac¢ osobniki, ktorewywarly
najwigkszy wplyw na roznorodnos¢ genetyczng. Dzigki temu mozliwe jest
skuteczniejsze zarzadzanie hodowla oraz podejmowanie dziatan majacych na celu
ochrong zmiennosci genetycznej (Lacy, 1995; Falconer i Mackay, 1996; Gutiérrez i
Goyache, 2005). Analizarodowodowa znajduje zastosowanie przede wszystkim w
hodowli zwierzat, a takze w badaniach populacyjnych cztowieka(Boichard i wsp., 1997;
Gutiérrez 1 wsp., 2008).

Sredni wspétezynnik spokrewnienia (ang. AverageRelatedness - AR) — jest
jednym z podstawowych wspotczynnikow stosowanych w analizach zmiennosci
genetycznej populacji. Rozumiany jest jako miara udzialu genéw danego osobnika w
catej analizowanej populacji. Wskazuje on $redni stopien pokrewienstwa miedzy danym
osobnikiem a resztg populacji. Wyrazany jest zwykle jako procent i informuje o
prawdopodobienstwie, ze losowo wybrany allel od danego osobnika i od reszty
populacji bedzie identyczny (Falconer i Mackay, 1996). Praktyczne zastosowanie
wspoélczynnika spokrewnienia, szczegdlnie w kontek$cie wykorzystywania danych
rodowodowych do oceny zmienno$ci genetycznej populacji przedstawiono w pracach
Goyache i wsp. (2003) i Gutiérrez i wsp. (2003). Im wyzsza warto$¢ AR, tym wiekszy

wplyw genetyczny danego osobnika na populacjg, co oznacza, ze material genetyczny
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danego osobnika jest szeroko rozpowszechniony wsrod innych osobnikow, a wigc moze
to prowadzi¢ do ograniczenia réznorodnosci genetycznej.

Wspotczynnik inbredu (oznaczanyjako F lub Fy) to drugi z podstawowych
wskaznikow opisujacych roznorodnosé genetyczng populacji. W literaturze naukowej
spotyka si¢ dwa klasyczne ujecia tego pojecia, zaproponowane przez Malécot'a (1948)
oraz Wright'a (1922).Zgodnie z definicja Malécot'a, wspotczynnik inbredu jest
prawdopodobienstwem, ze oba allele danego genu u danego osobnika sg identyczne z
powodu pochodzenia od wspolnego przodka. Z kolei koncepcja Wright'a ttumaczy
wspotczynnik inbredu jako korelacje pomiedzy allelami przekazywanymi przez gamety
tworzace zygote. Oznacza to, ze im wyzszy stopien spokrewnienia rodzicow, tym
wigksze prawdopodobienstwo, ze ich potomstwo odziedziczy dwa identyczne
alleledanego genu. Obie definicje sa rOwnowazne i powszechnie stosowane w analizach
opisujacych zmienno$¢ genetyczng populacji.

Wzrost homozygotycznosci (identycznych alleli u danego osobnika) moze
prowadzi¢do ujawnienia si¢ fenotypowego alleli recesywnych o niekorzystnym
dziataniu, co skutkuje wystapieniem tak zwanej depresji inbredowej (Falconer i
Mackay, 1996; Leroy, 2014). Z tego wzgledu monitorowanie poziomu inbredu w dane;j
populacji jest kluczowe dla utrzymania zdrowia i roznorodnosci genetycznej (Leroy,
2014).

Efektywna wielko$¢ populacji (Ne) — jest to teoretyczna liczebno$é populacji
idealnej,w ktorej wszystkie osobniki w rownym stopniu uczestniczg w rozrodzie i ktora
pod wzgledem dryfu genetycznegozachowuje si¢ tak samo, jak analizowana
rzeczywista populacja (Wright, 1931; Falconer i Mackay, 1996; Gutiérrez i wsp., 2003,
2008). Wartos¢ efektywnej wielkosci populacji jest nizsza niz rzeczywista liczba
osobnikow (N), poniewaz w warunkachnaturalnych nie wszystkie zwierzgta biora
udzial w rozrodzie, a tym samym nie przekazuja swoich alleli/genow kolejnemu
pokoleniu. W praktyce stosuje si¢ dwie metody szacowania Ne: na podstawie przyrostu
inbredu (AF) (Wright, 1931; Gutiérrez i wsp., 2003, 2009) oraz na podstawie struktury

rodowodowej (Pérez-Enciso, 1995; Goyache i wsp., 2003). Wedtug Wright’a(1931)

Fr—F—1

przyrost inbredu obliczany jest za pomocg klasycznego wzoru AF = T
-1

gdzie F¢ i
Fi1 to $redni inbred w kazdym kolejnym pokoleniu. Znajac AFmozna obliczy¢
efektywna wielkos$¢ populacji zgodnie ze wzorem:Ne = ﬁ. Niestety w populacjach

niewielkich lub o ,,ptytkich” rodowodach Ne wykazuje czgsto warto§¢ zawyzona,
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nicodzwierciedlajacg rzeczywistej efektywnej wielkosci populacji (Boichard iwsp.,
1997; Goyache i wsp., 2003). Z tego wzgledu do obliczen Ne wykorzystywana jest
takze metoda udoskonalona przez Gutiérrez i wsp. (2003), w ktorejAF = [ X b, gdzie | —
sredni odstep mig¢dzypokoleniowy, b — wspolczynnik regresji F wzgledem roku
urodzenia. Powyzsza metoda jest bardziej ,,odporna” na braki w informacji
rodowodowej, o ile znane sg daty urodzenia osobnikow w analizowanej populacji.
Kolejng metodaszacowania Ne jest metoda opracowana przez Cervantes i wsp. (2010),
ktora opiera si¢ na regresji wzgledem liczby rownowaznych pokolen (ang. Equivalent
Complete Generations - ECG). Jest to do$¢ precyzyjny sposob obliczania Ne, ktory
kompensuje wplyw niekompletnosci danych rodowodowych poprzez uwzglednienie
glebokosci pokolen. Szczegdlnym rozwigzaniem metody opartej na strukturze
rodowodowej jest szacowanie Ne na podstawie regresji wspotczynnika inbredu w
czasie, zaproponowanej przez Pérez-Enciso (1995). Polega ona na obliczeniu regresji
logarytmicznej wartosci 1-F wzgledem daty urodzenia osobnikow. Na podstawie
uzyskanego nachylenia prostej regresji obliczany jest sredni roczny przyrost inbredu
(AF), ktory przeksztatcany jest na Ne. Wynik ten nastepnie korygowany jest o Srednig
dhugo$¢ pokolenia (L). Metoda ta jest przydatna do stosowania w populacjach z
niepelnymi danymi rodowodowymi, ale zaklada wyrazne oddzielenie kolejnych
pokolen tzw. nienaktadajace si¢ pokolenia (Gutiérrez iGoyache; 2005). Im nizsza
warto$¢ Ne, tym wieksze ryzyko utraty réznorodnosci genetycznej, a wigc w
konsekwencji ryzyko wstapienia depresji inbredowe;.

Ocena pochodzenia genow, a $cislej analiza udziatu genéw w populacji, opiera
si¢ na trzech podstawowych wskaznikach: liczbie zatozycieli, efektywnej liczbie
zatozycieli (ang. Founder equivalents - fe) oraz efektywnej liczbie przodkéw (ang.
Effectivenumber of ancestors - fa). Za zalozycielaw populacjiuznaje si¢ kazdego
osobnika o nieznanym pochodzeniu, a wigc takiego, dla ktorego brak jest informacji
rodowodowych  (Lacy, 1989). Udzial genéw danego zalozyciela to
prawdopodobienstwo, ze losowo wybrany allel w populacji pochodzi od tego wtasnie
osobnika. Jezeli przyjmie si¢, ze kazdy z zalozycieli wnidst rowng cze$¢ informacji
genetycznej do puligenowej badanej populacji to mozliwe jest obliczenie efektywnej
liczby zatozycieli (fe) (Lacy, 1989), czyli liczby zatozycieli, ktorzy przy réwnych
udziatach zapewniliby taka samg r6znorodnos$¢ genetyczna, jaka wystepuje w badanej
populacji. Wskaznikfe mozerownaé si¢ rzeczywistej liczbie zatozycieli, co Stanowi

maksymalng wartos$¢, jaka ten wskaznik moze osiaggnaé. W praktyce jednak udzial
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poszczegolnych zalozycieli bywa nierdwnomierny, wiec fe przyjmuje zazwyczaj
mniejsze warto$ci. Poniewaz wplyw przodkéw na strukture genetyczng populacji zalezy
nie tylko od zatozycieli, ale takze od ich potomkdéw, zwlaszcza tych intensywnie
wykorzystywanych w rozrodzie,Boichard i wsp. (1997)zaproponowali dodatkowy
wskaznik: efektywna liczb¢ przodkow (fa). Parametr ten uwzglednia zaréwno
zatozycieli, jak i innych przodkéw, ktorzy z réznych powodow (np. efekt waskiego
gardta, efekt popularnego reproduktora) wykorzystywani byli w rozrodzie czesciej niz
inne osobniki. Efektywna liczba przodkow oznacza wiec, minimalng liczbe
przodkéw,niekoniecznie zatozycieli, ktorych taczny wkiad wyjasnia pelng zmiennosé
genetyczna w populacji. Im nizsza wartos¢ fa w stosunku do fe, tym wigkszy stopien
koncentracji genowi mniejsze zroéznicowanie genetyczne populacji (Boichard i
wsp.,1997; Kania-Gierdziewicz, 2006).

Ocena kompletnosci danych rodowodowych stanowi istotny element analiz
struktury genetycznej populacji, poniewaz pozwala okresli¢ jakos¢ i glgbokosé
dostgpnych danychgenealogicznych. Najczgsciej uwzglednia si¢ trzy podstawowe
parametry zgodnie z metoda oceny wedlug Gutiérrez i Goyache (2005). Jest to:
maksymalna liczba pokolen - czyli najwigcksza liczba znanych pokolen wstecz dla
danego osobnika, liczona jako najdhuzsza linia taczaca osobnika z najbardziej odlegtym
przodkiem w rodowodzie. Parametr ten wskazuje jak gl¢boko mozna siggna¢ w analizie
danej bazy danych, niezaleznie od kompletnosci informacji rodowodowej w
poszczegdlnych pokoleniach. Kolejne wskazniki to: $rednia liczba kompletnych
pokolen -czyli $rednia liczba kompletnych pokolen, w ktorych wszyscy przodkowie
danego osobnika sa znani oraz liczba réwnowaznych pelnych pokolen, ktora jest suma
warto$ci odpowiadajacych udzialowi znanych przodkéw w kazdym pokoleniu -
wskaznik ocenigjacy glebokos¢ informacji rodowodowej, ale z uwzglednieniem
czeSciowych brakoéw. Roéwnie waznym wskaznikiem jest wskaznik kompletnosci
rodowodow zaproponowany przez MacCluera i wsp. (1983), ktory wskazuje $redni
odsetek znanych przodkéw w kazdym kolejnym pokoleniu obliczany dla kazdego
osobnika i u$redniany dla catej populacji.Wysokie wartosci powyzszychwskaznikow
swiadczag o dobrej kompletnosci danych 1 zwigkszaja wiarygodnos¢ analiz

genetycznych.
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2.4. Charakterystyka wybranych choréb genetycznych

Na podstawie dostepnych informacji o historii powstania rasy polskiego spaniela
mysliwskiego oraz przekazéw ustnych od hodowcoéw PSM ustalono, iz nastgpujace rasy
psow mogly bra¢ udziat w tworzeniu rasy polski spaniel mysliwski: angielski cocker
spaniel, angielski springer spaniel, ptochacz niemiecki oraz spaniel bretonski(takomik-
Kaszuba, 2016; informacja ustna od hodowcy PSM). Przeszukano r6zne bazy danych
m.in. baze¢ chorob dziedzicznych 1 innych cech obejmujacych 711 gatunkow zwierzat, w
tym takze psa domowego (https://omia.org/home/, Online MendelianInheritance in
Animals — OMIA), program prowadzenia badan/ testow dedykowanych okreslonej rasie
nadzorowanych przez brytyjski The Kennel Club
(https://www.thekennelclub.org.uk/about-us/about-the-kennel-club/the-kennel-club-
rules-regulations-and-codes/the-kennel-club-health-standard/) oraz dostepne ksigzki i
publikacje: The Genetics of the dog (2001), Veterinary Medical Guide to Dog and Cat
Breeds (2012) - pod katem mozliwych do wystgpienia chordb genetycznych u wyzej
wymienionych ras.Na podstawie dostepnych informacji o chorobach genetycznych
wybrano 5 mutacji, zlokalizowanych w 4 genach, warunkujacych choroby genetyczne,
ktore potencjalnie mogly zosta¢ wprowadzone do populacji polskiego spaniela
mysliwskiegowraz z nosicielamizmutowanych alleli w procesie ,,odtwarzania” rasy
PSM (Tabela 2). W niniejszych badaniach wybrano nastgpujace geny: PRCD (ang.
Progressive rod-conedegeneration), PFKM (ang. phosphofructokinase, muscle),
RPGRIP1 (ang. Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator Interacting Protein 1) i T-BOX
(T-box transcription factor T).
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Tabela 2. Charakterystykawybranychgendéw, warunkujgcych choroby genetyczne u
potencjalnych ras zatozycielskichpolskiego spaniela mysliwskiego.

Jednostka chorobowa Gen Chromosom Zrodto

Ptochacz niemiecki — Wachtelhund

Dziedziczny niedobor o
_ Inal Gultekin i
fosfofruktokinazy miesniowej PFKM 27
wsp., 2012
(PFK)
Springer spaniel angielski - English Springer Spaniel
Dziedziczny niedobor
fosfofruktokinazy mig¢$niowe;j PFKM 27 Smith i wsp., 1996

(PFK)

Postepujacy czopkowo-precikowy Mellersh i wsp

zanik siatkowki typu 1 (CORD1- RPGRIP1 15 2006
PRA)
Cocker spaniel angielski - English Cocker spaniel
Postegpujaca atrofiasiatkowki Zangerl i wsp.,
PRCD 9
(pred-PRA) 2006
Postepujacy czopkowo-precikowy .
Donner i Mellersh
zanik siatkoéwki typu 1 (CORDI1- RPGRIP1 15
2024
PRA)
Spaniel bretonski - Epagneul Breton
Krotkoogoniastos¢ Hytonen 1 wsp.,
T-box 1
2009

2.4.1. Gen PRCD i postepujace zwyrodnienie czopkéw i precikéw - komoérek

siatkowki

Siatkéwka oka (tac.retina) to cienka btona zlokalizowana w tylnej czesci gatki
ocznej. Zawiera ona wyspecjalizowane komorki fotoreceptorowe (preciki i czopki)
odpowiedzialne za przeksztatcanie bodzcow S§wietlnych, docierajacych do siatkowki
przez zrenicg 1 soczewke, w elektryczne impulsy nerwowe. Wygenerowane sygnaty sa

nastgpnie przesylane nerwem wzrokowym do o$rodkéw wzrokowych w mozgu, gdzie
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powstaje wilasciwyobraz odbieranego bodzca wzrokowego. Preciki sa wrazliwe na
swiatto 1 umozliwiajg percepcj¢ obrazu w warunkach slabego os$wietlenia,
odpowiadajac gtownie za widzenie skotopowe (nocne) oraz wykrywanie ruchu. Z kolei
czopki sg odpowiedzialne za widzenie fotopowe (dzienne) i rozrdznianie barw (Molday
I Moritz, 2015). Zaburzenia funkcji fotoreceptorow moga prowadzi¢ do pogorszenia
ostrosci widzenia w nocy i/lub w dzien albo do catkowitej $lepoty.

Gen PRCD - warunkujacy chorobg - postgpujace zwyrodnienie czopkow i
precikow (ang. Progressive rod-cone degeneration - prcd) u psa domowegozostat
zlokalizowany w chromosomie 9 (Tabela 1). Ustalenie jego doktadnej lokalizacji oraz
mutacji sprawczej bylo rezultatem wieloletnich badan nad ta choroba.Poczatkowo
zdefiniowano region kandydujacy o wielkosci 1,5 Mb, zlokalizowany pomigdzy genami
GRB2 a SEC14L. Na podstawie analiz prowadzonych przez Goldstein i wsp. (2006),
region ten zostal zawezony do 106 kpz. Dalsze badania przeprowadzone przez
Zangerla i wsp. (2006) z wykorzystaniem biblioteki EST (ang. Expressed Sequence
Tags) siatkowki psa umozliwily identyfikacje sekwencji cDNA w obrgbie
zdefiniowanego regionu. Spos$rdd nich wybrano jedng sekwencje, ktéra nastepnie
sklonowano u psa domowego, czlowicka i myszy. Wybrany gen zbudowany z 6
eksonow kodowat niewielkie biatko (ok. 6 kDa) zbudowane z 54 aminokwasow u psa
domowego i cztowieka oraz z 53 aminokwaséw u myszy. Wykazano petng zgodnosc¢
sekwencji eksonu 1, kodujacego pierwsze 28 aminokwaséw u gatunkow Canis lupus
familiaris i Homo sapiens. Natomiast w drugim kodonie eksonu 1, zidentyfikowano
mutacj¢, ktora byla zwigzana z wystgpieniem objawow fenotypowych prad u
przedstawicieli 18 ras psa domowego (Zangerl 1 wsp., 2006). Co istotne, t¢ sama
mutacj¢ zidentyfikowano réwniez u kobiety z Bangladeszu, u ktorej klinicznie
rozpoznano zwyrodnienie barwnikowe siatkowki (ang. Retinis pigmentosa — RP). To
odkrycie przyczynito si¢ do uznania psa domowego jako wartosciowego modelu
badawczego w kontekscie dziedzicznych chorob siatkowki u cztowieka (Zangerl i wsp.,
2006). Zidentyfikowany gen, jak i kodowane przez niego biato nazwano identycznie -
PRCD.

Funkcja biatka PRCD nie zostata dotad w pelni poznana. Dostgpne badania
sugeruja jednak jego istotng role w organizacji dyskow w zewnetrznych segmentach
fotoreceptorow, zwlaszcza w procesie prawidlowego formowania i1 ksztattowania
dyskow. Wskazuja rowniez na powigzanie PRCD z rodopsyna — kluczowym biatkiem

uczestniczagcym w transdukcji sygnatu $wietlnego (Goldberg i wsp., 2016; Spencer i
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wsp., 2016, 2019; Spencer i Arshavsky, 2019; Sechrest i wsp., 2020). Dyski powstaja w
wyniku uwypuklen blony komodrkowej fotoreceptora, po czym ulegaja sptaszczeniu
tworzac rodzaj rownego stosu (Goldberg 1 wsp.,, 2016). Wedlug badan
przeprowadzonych przez Spencer i wsp. (2019) u myszy, brak genu PRCD powaoduije to,
ze dyski nie splaszczaja si¢ prawidlowo - ulegaja wybrzuszeniu, a czes¢ tak
uwypuklonej btony odrywa si¢ w formie pecherzykéw zewnatrzkomodrkowych i
gromadzi si¢ w przestrzeni mi¢dzyfotoreceptorowej. Nabtonek barwnikowy siatkowki,
mimo obecnosci komorek  fagocytujacych nie jest w  stanie  usunaé
wszystkichpecherzykow. Migrujace w  okoliceprzestrzeni migdzyfotoreceptorowe;j
komorki mikrogleju, wspomagaja usuwanie pegcherzykow, ale ich obecnos¢ takze nie
zapewnia pelnej ich eliminacji. Dochodzi do akumulacji pecherzykéow, co
prawdopodobnie stanowi gldéwna przyczyng stopniowej degeneracji fotoreceptorow
(Spencer i wsp., 2019). Dodatkowo, zmniejszony poziom rodopsyny obserwowany u
osobnikdw z mutacjg W sekwencji genuPRCD, wskazuje na bezposredni zwigzek
mutacji z utrudniong mozliwosécig przetwarzania bodzcow Swietlnych (Sechrest i
wsp.,2020). Cho¢ w badaniach Spencera i wsp.(2019) wykazano, ze z czasem dyski
zewngtrznych segmentow fotoreceptorow odzyskuja zdolno$¢ do sptaszczania, to defekt
wystepujacy w czasie ich tworzenia prawdopodobnie wystarcza, by uruchomi¢ kaskade
zmian degeneracyjnych, prowadzacych do wystapienia objawow choroby.
Zidentyfikowanamutacja w genie PRCD to mutacja typu substytucji
Cc.5G>A, p.C2y skutkujaca zamiang guaniny (G) w adening (A). Mutacja
prawdopodobnie nie wptywa na strukture II-rzedowa biatka PRCD, ale odpowiada za
wystepowanie u pséw postepujacego zwyrodnienia czopkéw i precikow — jednej z
autosomalnych recesywnych choréb dziedzicznych. Postgpujace zwyrodnienie czopkow
i precikow nalezy do grupy chorob o podobnym obrazie klinicznym, nazwanych
postepujacym zanikiem siatkowki (ang. progressive retinalatrophy - PRA). Okreslenie
»postepujacy” odnosi si¢ do stopniowej utraty funkcjiprzez komorki siatkowki
(fotoreceptory). Z tego wzgledu omawiana choroba znana jest w literaturze takze pod
nazwg PRA-prcd. Acland i wsp. (1998) okreslili postgpujace zwyrodnienie czopkow i
precikow, jako jedng z najczestszych dziedzicznych przyczyn Slepoty u pséw. Osobniki
homozygotyczne (z dwiema kopiami genu z mutacjq) rodzg si¢ z precikami i czopkami
o prawidlowej budowie, natomiast proces degeneracji nastepuje u nich wzglednie
powoli. Uposledzenie funkcji fotoreceptorow prowadzi poczatkowo do pogorszenia

widzenia nocnego, a nastgpnie dziennego, co jest zwigzane z szybszym tempem
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degeneracji precikow w poréwnaniu do czopkéw (Aquirre i wsp., 1982). Czas
pojawienia si¢ pierwszych objawdw oraz przebieg choroby rézni si¢ w zaleznosci od
rasy psa, niekiedy w obrebie rasy sg to rdznice osobnicze. Objawy kliniczne widoczne
sg zazwyczaj wokresie dorastania lub wczesnej dorostosci (Dostal 1 wsp., 2011;
Miyadera, 2014). W poczatkowej fazie choroby obserwuje si¢ trudnosci w poruszaniu
si¢ przy stabym os$wietleniu oraz problemy z lokalizowaniem matych przedmiotow,
takich jak pitki czy drobne smakolyki (Miyadera, 2014). W miar¢ jak czopki w
siatkowce oka ulegaja degeneracji, §lepota nocna przeksztalca si¢ w $lepote dzienna.
Ostatecznie u wigkszosci pséw choroba skutkuje catkowitg utratg widzenia w ciggu 1-2
lat od wystapienia pierwszych objawow (Zangerl i wsp., 2006; Miaydera, 2012b). Nie
istnieje obecnie skuteczna metoda leczenia ani terapia spowalniajgca progresj¢ pred.

Postepujacy zanik siatkowki po raz pierwszy opisano u psa domowego u rasy
pudel miniaturowy (Aguirre i wsp., 1982), a nastepnie u rasy angielski cocker spaniel
(Aguirre i wsp., 1988). Klinicznie podobne objawy zaobserwowano tez u ponad
trzydziestu innychras psa domowego.Zangerl i wsp. (2006) potwierdzili obecnosé
mutacji ¢.5G>A, u nastgpujacych ras: amerykanski cocker spaniel, australijski pies
pasterski, chesapeake Bay retriever, grzywacz chinski, angielski cocker spaniel,
entlebuchermountain dog, finski lapphund, kuvasz, labrador retriever, lapponianherder,
pudel miniaturowy, retriever z Nowej Szkocji, portugalski pies dowodny, silky terier,
australijski pies pasterski, szwedzki lapphund, pudel toy. W wydanejprzez ACVO (ang.
American College of Veterinary Ophthalmologists, ACVO) w 2023r. ,,The blue book”
opisano mutacjec 5G>A, w genie PRCD, ktora stwierdzono takze u nastgpujacych ras
psa domowego: owczarek australijski, barbet, czarny terrier rosyjski, bolonczyk,
gryfonik brukselski, chihuahua, coton de tulear, owczarek angielski, field spaniel,
sznaucer olbrzymi, golden retriver, jack russel terrier, szwedzki elkhound, spaniel
japonski, karelski pies na niedzwiedzie, lagotto romagnolo, lancashire heeler, lapponian
herder, lhasaapso, manchesterterier, markiesje, miniaturowy owczarek amerykanski,
szpic nordycki, norweski elkhound, pomeranian, pudel, podengo, portugalski
miniaturowy, puli, tajka rosyjsko-europejska, gonczyserbski, hiszpanski pies dowodny,
terrier tybetanski, nagi pies meksykanski i rasy nieuznane przez FCI: australijski
labradoodle, biewew terrier, mi-ki,p lott hound, owczarek australijski toy (Genetics
Committee of ACVO, 2023).
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2.4.2. Gen RPGRIP1 - dystrofia czopkowo-precikowa typu 1

Dystrofia czopkowo-precikowa typu 1 (ang. cone-rod dystrophiatype 1, CORD-
1) to postepujace, dziedziczne (autosomalne recesywne) zwyrodnienie siatkowki,
prowadzace do Slepoty. Najlepiej poznane zostalo u pséw rasy jamnik miniaturowy
dlugowlosy, ale wystepuje tez u innych ras m.in. u springer spaniel i beagle (Miyadera i
wsp., 2009). Choroba ta moze by¢ wykryta na wczesnym etapie za pomocg badania
oftalamoskopowego i elektroretinogramu (ERG), zanim pojawia si¢ objawy kliniczne.
Pierwsze objawy mozliwe do wykrycia podczas badania oftalmoskopowego to ziarnisty
wyglad dna oka, hipperrefleksyjno$¢ oraz $cieficzenie naczyn krwionosnych (Curtis 1
Barnett, 1993). Z kolei elektroretinogram byt prawidtowy u dziesigciotygodniowych
szczenigt jamnika miniaturowego dlugowlosego, ale w 9-10 miesigcu zycia
obserwowano wyrazne obnizenie amplitudyodpowiedzi komoérek fotoreceptorowych, a
nawet calkowity brak odpowiedzi fotoreceptorow (Turneyi wsp., 2007; Lhériteauiwsp.,
2009). Dystrofia czopkowo-precikowa typu 1 u psoéw rasy angielski springer spaniel
ujawnia si¢ zazwyczaj w pozniejszym wieku od 2 do 9 roku zycia, jednak najczesciej
objawia si¢ powyzej 6 roku zycia (Narfstrom, 2012).

Mellersh i wsp. (2006r.) poszukiwali u psa domowego mutacji sprawczej
dystrofii czopkowo-precikowej typu 1. Zmapowali chromosom 15, szukajgc regionu
analogicznego do regionu genu RPGRIP1 (ang. Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator
Interacting Protein 1) zlokalizowany u czlowieka w chromosomie 14. Mutacja w
sekwencji genu RPGRIP1 u cztowieka odpowiada za wrodzong Slepote Lebera (Dryja i
wsp., 2001). U psa domowego zidentyfikowano mutacje - insercje o dtugosci 44 pz
(Ins44 - A,)GGAAGCAACAGGATG) - w eksonie 2 genu RPGRIP1. Mutacja ta
powoduje przesuni¢cie ramki odczytu i1 powstanie przedwczesnego kodonu STOP,
prowadzac do skrocenia biatka i utraty jego domeny wigzacej RPGR na koncu C-
terminalnym (Mellersh i wsp., 2006). Prawidtowe biatko RPGRIP1 zlokalizowane jest
w segmencie zewnetrznym fotoreceptorow i oddziatluje z RPGR (ang. Retinis
Pigmentosa GTPase Regulator) — regulatorem biatka barwnikowego zwyrodnienia
siatkowki, ktore wspomaga transport innych istotnych biatek do zewnetrznych
segmentéw fotoreceptorow. Bez prawidlowego RPGRIP1 transport czasteczek w
fotoreceptorach jest zaburzony, co prowadzi do degeneracji siatkowki (Remansi wsp.,

2014; Patnaik i wsp., 2015). W badaniach Mellersh i wsp., (2006) u wszystkich
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analizowanych pséw widoczna byta korelacja mutacja-cordl (genotyp-fenotyp), stad
insercja 44pz w genie RPGRIP1 zostala poczatkowo uznana za jedyna mutacj¢
przyczynowa. Jednak kolejne badania (Miyadera i wsp., 2009, 2012b; Busse i wsp.,
2011; Kuznetsova 1 wsp., 2012) wykazaty, ze u wielu psow homozygotycznych pod
wzgledem tej mutacji nie rozwija si¢ dystrofia czopkowo-precikowa typu 1, co
sugerowato udziat dodatkowych czynnikow genetycznych. Miyadera i wsp. (2012b)
zasugerowali, ze mutacja moze charakteryzowaé sie¢ ,,nieszczelno$cig” (mutacja
hipomorficzna), czyli mozliwo$cig powstawania prawidlowego biatka mimo obecnosci
mutacji, co prawdopodobnie nastepuje na skutek omini¢cia miejsca mutacji na poziomie
transkrypcji lub translacji. Kolejne badania pozwolily zidentyfikowa¢ dwa
modyfikatory MAP9 i L3, ktore wptywaja na tempo i site objawow (Forman i wsp.,
2016; Ripolles-Garcia, 2023). U pséw homozygotycznych pod wzgledem mutacji w
genie RPGRIPloraz z obecnoscig obu modyfikatorow wystepuje najcigzsza postaé
dystrofii czopkowo-precikowej typu 1, z calkowitg utrata widzenia do 3 roku zycia
(Forman iwsp., 2016; Ripolles-Garcia, 2023). Psy homozygotyczne wytacznie pod
wzgledem mutacji w genie RPGRIP1moga nie wykazywa¢ objawdw klinicznych nawet
do 6 roku zycia, a przebieg choroby jest u nich tagodniejszy i1 zaczyna si¢ znacznie
pozniej (Ripolles-Garcia, 2023). Stwierdzono, ze modyfikator MAP9 powodowat
przyspieszong chorobe precikow 1 czopkow, podczas gdy modyfikator L3 przyczyniat
si¢ jedynie do przyspieszonej degeneracji czopkow (Forman i wsp., 2016; Ripolles-
Garcia, 2023). Lhériteau i wsp. (2014) przeprowadzili badania z wykorzystaniem terapii
genowej. Podanie wirusa AAV2/5 i AAV2/8z genem RPGRIP1cztowieka do siatkowki
u psow, u ktorych wystapila mutacja ins44 w genie RPGRIP1 przywrocilo funkcje
fotoreceptorow w siatkowce oka, osiagajac od 18% do 72% dla czopkéw 1 od 22% do
29% dla precikdéw, normalnej aktywnos$ci w ciggu pierwszego miesigca po zabiegu.
Efekt ten utrzymywal si¢, co najmniej 24 miesigce. Nie ma obecnie zatwierdzonej
terapii genowej do leczenia dystrofii czopkowo-pre¢cikowej typu 1 u psow, ani do
leczenia wrodzonej $lepoty Lebera u ludzi wywotanej mutacje w genie RPGRIP1
(Dryja i wsp., 2001).

W wydanej przez ACVO (ang. American College of \eterinary
Ophthalmologists, ACVO) w 2023r. ,,The bluebook” wystepowanie mutacji insercji
44pz w genie RPGRIP1wymieniono takze, oprocz omoéwionych wyzej ras psa
domowego (jamnik miniaturowy dlugowlosy, springer spaniel) u nastgpujacych ras:

american staffordshire terrier, jamnik miniaturowy krotkowtosy oraz buldog francuski.Z
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kolei badania Donner i Mellersh (2024) opisang wyzej mutacj¢ zidentyfikowali takze u
nastepujacych ras: bloodhound, american staffordshire terier, jamnik miniaturowy
krotkowlosy, szanucer, field spaniel, buldog francuski, logatto romagnolo, rottweiler,
wyzej weimarski krotkowtosy, chihuahua, angielski cocker spaniel, amerykanski cocker
spaniel, pudel miniaturowy oraz u rasy nieuznanej przez FCI: amerykanski pies

eskimoski

2.4.3. Gen PFKM i enzym fosfofruktokinaza

Fosfofruktokinaza | (ang. Phosphofructokinase 1-PFK-1) jest enzymem
nalezagcym do transferaz, ktory odpowiada za jeden z etapéw przemian biochemicznych
glukozy w czasie tzw. glikolizy. W prawidtowo funkcjonujacej komorce glikoliza
powoduje powstanie 2 czgsteczek energii (ATP) i pirogronianu. Rolg fosfofruktokinazy
| jest fosforylacja fruktozo-6-fosforanu do fruktozo-1,6-bisfosforanu. Zahamowanie
glikolizy na tym etapie powoduje niedobor energii (brak ATP) w komorce (MVora, 1983;
Stach i Kwiatkowskiej, 2004).

Fosfofruktokinazal wyst¢puje w tkankach w postaci biologicznie czynnej jako
tetramer. Sktadnikami tetrameru sg izoenzymy PFK-1, ktore wystepuja pod postacig 3
réznych podjednostek. Wyroznia si¢ podjednostke M (typu migSniowego —
wystepujacaglownie w migsniach, sercu, mozgu i erytrocytach) okre§lang czesto jako A,
podjednostke L (typu watrobowego — wystepujaca przed wszystkim w watrobie, ale tez
w erytrocytach, nerkach i1 tozysku) oznaczang rowniez jako B oraz podjednostke P (typu
plytkowego — obecng glownie w plytkach krwi oraz w mozgu 1 fibroblastach) zwang
takze jako C lub F (Vora, 1983; Dunaway i wsp., 1988).

W migsniach szkieletowych, fosfofruktokinaza | jest zbudowana wylacznie z 4
podjednostek M (monotetramer) (Dunawayi wsp., 1988), natomiast w erytrocytach
wystepuja zarowno podjednostki M, jak i L (heterotetramer), a u psa domowego takze P
(Mhaskar i wsp.,1992). Szacuje sig, ze u cztowieka podjednostka M stanowi okoto 50%
catkowitej puli izoenzymow PFK-1 w erytrocytach (Dunawy i wsp., 1988), natomiast u
psa domowego izoenzym M stanowi nawet 86% (Mhaskariwsp.,1992). Jest to istotne,
poniewaz mutacje w genie kodujacym PFK-1 typu M (ang. phosphofructokinase,
muscle- PFKM) wptywaja na funkcjonowanie wymienionych komoérek. Wedlug
zestawienia Stach i Kwiatkowskiej (2004)u cztowieka udokumentowano 15 roéznych

mutacji w genie PFKM- glownie mutacje zmiany sensu i delecji, ktore wywotuja
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glikogenoze typu VIl (choroba Tarui). U psow opisano 2 mutacje powodujace
dziedziczny niedobor fofsofruktokinazy (Giger i wsp., 1992; Smith i wsp., 1996; Gerber
i wsp.,2009; Inal Gultekin i wsp., 2012).

W literaturze stosowane sa takze inne nazwy PFK typu M m.in: ATP-zalezna 6-
fofofruktokinaza, typ migsniowy; ATP-PFK; PFK-M; 6-fosfofruktokinaza typu A;
fosfofrukto-1-kinaza izoenzym A (PFK-A); fosfoheksokinaza lub jako nr EC (ang.
Enzymes Classification) EC:2.7.1.11 (www.uniprot.org, www.ncbi.nlm.nih.gov).

U Canislupus familiarisgen PFKM zlokalizowany jest w chromosomie 27.
Obecnie u kilku ras psa domowego tj. amerykanski cocker spaniel (ang. American
Cocker Spaniel - ACS) (Giger i wsp., 1992), angielski cocker spaniel (ang. English
Cocker Spaniel — ECS) (Smith i wsp., 1996), whippet (Gerber i wsp., 2009) oraz
ptochacz niemiecki (niem. Deutscher Wachtelhund) (Inal Gultekin i wsp., 2012)
zidentyfikowanomutacj¢ w genie PFKM. Dla ACS, ECS oraz rasy whippet mutacja ta
jest mutacja nonsensowaC.2228 G>A, p.(Trpd73*), czyli substytucja guaniny w
adening, co powoduje powstanie przedwczesnie kodonu STOP. Powstajace biatko
(enzym PFKM) jest skrocone o 40 aminokwasow (Smith i wsp., 1996). Natomiast u
rasy wachtelhund mutacja ¢.550 C>T, p.Argl84Trp jest mutacjag zmiany sensu, cO
oznacza, ze W czasie translacji, odczytywana trojka nukleotydéw (kodon) jest inna niz
w prawidlowej sekwencji 1 do tancucha proteinowego zostaje wiaczony inny
aminokwas (w powyzszym przypadku tryptofan zamiast argininy). Obie mutacje
prowadza do braku aktywnosci fosfofortuktokinazy I, co silnie ogranicza glikolize.
Konsekwencje tych mutacji sg widoczne szczegélnie w funkcjonowaniu migsni
szkieletowych i w erytrocytach. Podobne objawy mutacji jak wymienione wyzej w
genie PFKM stwierdzono takze u cztowieka (Tarui i wsp, 1965).

W migéniach szkieletowych, ktore potrzebuja do swojej aktywnosciduze ilosci
ATP, zmniejszenie dostepnej energii bedzie prowadzi¢ glownie do miopatii,
spontanicznych skurczéw lub nietolerancji wysitkowej. Niekiedy obserwuje si¢ Wzrost
kinazy keratynowej we krwi, bedacy wskaznikiem uszkodzenia migsni (Gigeriwsp.,
1992; McCully i wsp., 1999; Gerber i wsp., 2009). Nalezy podkresli¢, ze w migsniach
jedyng izoformg PFK jest typ miesniowy (PFKM), wiec brak funkcjonalnego enzymu
doprowadza do upos$ledzenia funkcji migsni. Co prawda Gerber 1 wsp. (2009) opisali
dwa przypadki u pséw rasy whippet, u ktorych wystapity wyrazne objawy miopatii,
podobne do tych obserwowanych u ludzi, to jednak u psow do$é¢ rzadko stwierdza si¢

ci¢gzka posta¢ miopatii wysitkowej. Jak sugeruje Snow i wsp. (1982) prawdopodobnie,
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dlatego ze widkna migsniowe pséw maja wysoka zdolno$¢ oksydacyjna. Zdolnosé ta
wynika z budowy mie$ni szkieletowych u psa domowego, gdzie przewazaja witokna
migsniowe typu I 1 IIA (bogate w mitochondria) czyli takie, ktére efektywnie
wykorzystujg szlaki przemian tlenowych (van Boom i wsp., 2023). Dzigki temu
mozliwa jest czesciowa rekompensacja energetyczna przy ograniczonej glikolizie.

W erytrocytach, ktore czerpig energi¢ wylacznie z glikolizy (przez brak
mitochondriéw, gdy glikoliza jest zatrzymana, nie majag mozliwosci wykorzystania
innych szlakow przemian energetycznych) wystepowanie mutacji ¢.2228 G>A,
c.550 C>T w genie PFKM powoduje powstanie zbyt matejilosci ATP, cozaburza
dziatanie pomp jonowych odpowiedzialnych za utrzymanie ci$nienia 0smotycznego
komorki. W konsekwencji zmienia si¢ objetos¢ erytrocytéw, ktére peczniejg, a
nastepnie dochodzi do ich lizy (Mhaskar i wsp., 1992).

Jak wspomniano wczesniej mutacje W sekwencji genu PFKM powodujg u psa
domowego dziedziczny niedobor fosfofrutokinazy. Jest to choroba o autosomalnym
recesywnym sposobie dziedziczenia (Giger i wsp., 1986; 1992). Chore osobniki nie
wykazuja objawdw, dopoki nie zostang narazone na czynniki wyzwalajace takie jak:
wysitek fizyczny, nadmierne pobudzenie (np. przy intensywnym szczekaniu), czy
ekspozycja na wysokie temperatury. Obecnie znane mutacje w genie PFKM dotycza
glownie ras ,,pracujacych” (pséw mysliwskich), dlatego objawy u tych psow pojawiaja
si¢ po wykonaniu ,,pracy”. Moga wystapi¢: ostabienie, szybkie me¢czenie si¢, blade lub
z0tte dzigsta, gorgczka, ciemne zabarwienie moczu (ze wzgledu na obecno$é
hemoglobiny i bilirubiny w moczu begdace wynikiem rozpadu erytrocytow), brak
apatytu i letarg bedacy wynikiem kryzysu hemolitycznego (Gerber i wsp., 2009). We
krwi widoczna jest niedokrwistos¢ hemolityczng i retikulocytoza (Hillstromiwsp.,
2011).

Psy dotknigte dziedzicznym niedoborem fosfofruktokinazy moga prowadzi¢
wzglednie normalnezycie, bez objawdéw choroby, jesli zwierzeciu zostanie

ograniczonywysitek fizyczny i sytuacje stresowe.

2.4.4. Gen T-box

Krotkoogoniasto$¢ (ang. natural bobtail) u pséw jest cechg fenotypows, ktora
wynika z mutacji w genie T-BOX (ang. transcription factor T, TBXT, T), kodujagcym

czynnik transkrypcyjny brachyury. Gen ten u psa domowego znajduje si¢ w
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chromosomie 1 (Haworth i wsp., 2001). Nalezy do duzej rodziny genéw T-box, ktore
odgrywaja kluczowa role w rozwoju embrionalnym, zwlaszcza w ksztaltowaniu osi
ciala, kregostupa i ogona (Papaioannou, 2001). Cecha charakterystyczng genoéw
nalezacych do rodziny gendéw z motywem T jest obecno$¢ konserwatywnej domeny,
ktora koduje region polipeptydowy, ktory nazwano kaseta T (ang. T-box) (Papaioannou
i Silver, 1998). Geny z sekwencja T odgrywaja istotna rol¢ podczas rozwoju
zarodkowego zarowno u bezkregowcow, jak 1 kregowcow. Geny te ulegaja ekspresji w
okreslonych tkankach zarodka w trakcie gastrulacji i organogenezy oraz w niektorych
tkankach organizmoéw dorostych (Papaioannou i Silver, 1998; Smith, 1999; Haworth i
wsp., 2001; Herrmann i Kispert za Wilson i Conlon, 2002).

Bialka z domeng T kodowane sg przez geny zawierajace sekwencje T (kasete T).
Wykazano, ze biatko brachyury wiaze w specyficzny sposob DNA i funkcjonuje jako
aktywator transkrypcji (Herrmann i wsp. za Wilson i Conlon, 2002; Wilson i Conlon,
2002; Conlon i wsp., 2001).Badania genetyczne wykazaty, ze u pséw krotkoogoniastosé
i bezogoniasto$¢ zwigzana jest z mutacjag punktowa €.189C>G w genie T (Haworth i
wsp., 2001; Indrebe 1 wsp., 2008). Mutacja ta prowadzi do substytucji aminokwaséw w
domenie T-box — regionie biatka odpowiedzialnego za wigzanie DNA. Zmiana ta
zaburza prawidtowa funkcje biatka brachyury, co skutkuje skréceniem czes$ci ogonowe;j
kregostupa w trakcie rozwoju zarodkowego (Papaioannou, 2001; Haworth i wsp.,
2001).

Mutacja ¢.189C>G jest dominujgca, CO oznacz, ze pojedyncza kopia
zmutowanego allelu w genotypie wystarcza, aby u psa wystgpito skrocenie ogona
(r6znej dlugosci)lub jego brak, lub tez wystapienie tzw. zatamka ogona. U heterozygot
nie stwierdzono wystgpowania innych objawow, ani zaburzen, jak tylko skrocenie lub
brak ogona. Z kolei homozygoty dominujagce umierajag we wczesnym okresie
zarodkowym lub zaraz po urodzeniu (Haworth 1 wsp., 2001; Indrebe 1 wsp., 2007,
Hytonen 1 wsp., 2008). Poza brakiem ogona wystapi¢ u nich moze atrezja odbytu, a
takze szereg wad krggostupa takich jak: skrocony odcinek szyjny, piersiowy i
ledzwiowy, brak kregéw krzyzowych i ogonowych, skolioza odcinka piersiowego i
ledzwiowego, kifoza odcinka piersiowego (Indrebe 1 wsp., 2007).

Hytonen i wsp. (2008) stwierdzili u rasy szwedzki vallhundistotnie mniejsza
liczebnos$¢ szczenigt w miocie(o ok. 29%), w miotachpochodzacych z kojarzen psow o
krotkim ogonie (z mutacja €.189C>G). Podobne zjawisko zaobserwowaty

Gruszczynska 1 wsp. (2013) w populacji psoOw rasy polski owczarek nizinny.
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Nosicielstwo omawianej mutacji moze by¢ problemem hodowlanym, gdy jedynym
»widocznym” objawem w hodowli sg mniej liczne mioty niz wynika to ze $redniejdla
danej rasy psa domowego. Nalezy zauwazy¢, ze skrocenie ogona moze obejmowaé
zmniejszenie jego dtugosci tylko o 1-2 kregi ogonowe, co hodowca/wlasciciel moze
przeoczy¢. Dlatego tak wazne jest, przeprowadzanie genetycznych testow
diagnostycznych w kierunku mutacji ¢.189C>G w genie T-BOX u osobnikow
przeznaczonych do rozrodu.

Mutacja ¢.189C>G w genie T-BOX wystepuje u co najmniej 17 ras psow, m.in.
owczarek australijski, mudi, spaniel bretonski, owczarek pirenejski, polski owczarek
niziny, jack russell terrier ischipperke (Hytonen i wsp., 2009; Gruszczynska i Czapla,
2011; Gruszczynska i wsp., 2013; Yoo i wsp., 2017). Jednak w niektorych rasach,
takich jak rottweiler, buldog angielski czy boston terrier, krotki ogon wystgpuje mimo
braku tej mutacji, co sugeruje istnienie alternatywnych mechanizméw genetycznych
skracania ogona (Indrebe i wsp., 2008). Pullig (1953) przedstawil takze badania na
temat rodzinnej krdtoogoniasto$ci u rasy angielski cocker spaniel, ale pdzniejsze
badania nie potwierdzity wystepowania mutacji ¢.189C>Gw genie T-boxu tej rasy psa

domowego.
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3. Cel pracy
Celem badan bylo okreslenie zmiennosci fenotypowej i genetycznej populacji
psOw rasy polski spaniel mysliwski oraz identyfikacja nosicieli zmutowanych alleli

wybranych genéw.
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4. Zakres pracy

Ze wzgledu na przeprowadzenie badan w kilu ptaszczyznach, w manuskrypcie
pracy podzielono je na analizy zwigzane ze zmiennoscia fenotypows, ktéra dotyczyta
pomiardw zoometrycznych psow powyzej 1 roku zycia obu plci oraz analize
zmiennosci genetycznej. Analiza obejmujgca zmienno$¢ genetyczng dotyczyta: analizy
zapisow rodowodéw, a takze analiz molekularnych DNA (jadrowego i
mitochondrialnego) wyizolowanego z cebulek wtosa lub krwi obwodowej. Do analiz
molekularnych wykorzystano 22 sekwencje mikrosatelitarne zlokalizowane w
autosomach oraz trzy w chromosomie Y, a takze przeprowadzono analize¢ SNP w
obregbie sekwencji petli-D mtDNA. Ze wzgledu na fakt, iz u ras, ktore w XX/XXI
wwykorzystano w odtworzeniurasy polski spaniel mysliwski, stwierdzonom.in.
wystepowanie nastepujacych chorobgenetycznych: postgpujace zwyrodnienie czopkow
i precikow, dystrofie czopkowo-precikowa typu 1, dziedziczny niedobor
fofsofruktokinazy oraz krotkoogoniastosé, podjeto dokonanie analizmajgcych na celu
identyfikacj¢ nosicieli zmutowanych alleli warunkujacych je genow (PRCD, RPGRIP1,
PFKM, T-BOX).

Dotychczas jeszcze nie prowadzono zadnych badan, ktére obejmowatyby swoim
zakresem analiz¢ zmiennos$ci fenotypowej 1 genetycznejoraz diagnostyke chordb
genetycznych urasy polski spaniel mys$liwski.Wyniki niniejszych badan moga
przyczyni¢ si¢ do wpisania polskiego spaniela mysliwskiego do rejestru ras uznanych

przez FCI, jako szostej polskiej rasy psa domowego.
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5. Hipotezy badawcze

Na podstawie zgromadzonych informacji o rasie polski spaniel mysliwski
postawiono nastepujace hipotezy:

1. Zmiennos$¢ fenotypowa psow rasy polski spaniel mysliwski jest znaczna.

2. Zmienno$¢ genetyczna populacji tej rasy jest niewielka.

3. W trakcie tworzenia rasy osobniki pochodzace z ras zalozycielskich mogty

by¢ nosicielami zmutowanych alleli warunkujgcych choroby genetyczne.
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6. Material:
6.1. Analiza fenotypowa

Badaniom fenotypowym (pomiary zoometryczne) poddano 85 osobnikéw
(29 samcow 1 56 samic)psa domowego (Canis lupus familiaris) rasy polski spaniel
mysliwski. Jest to liczba mniejsza niz liczba osobnikéw, od ktorych pobrano materiat
biologiczny (wlosy) do badan laboratoryjnych. Réznica ta wynika przede wszystkim z
faktu, ze pomiary zoometryczne wykonywane byly podczas wystaw pséw rasowych, co
wigzalo si¢ z pewnymi ograniczonymi mozliwo$ciami organizacyjnymi.Cz¢§¢ wystaw
odbywata si¢ w szczeg6lnych warunkach sanitarnych, wynikajacych z ogloszonego
stanu epidemii Covid-19, co utrudniato przeprowadzenie bezposrednich pomiaréw. Ani
Autorka badan, ani wlasciciel’hodowca nie chcieli podejmowaczbyt bliskiego kontaktu,
ktéry byt niezbedny w czasie wykonywania pomiaréw. Dodatkowo, samo wykonanie
pomiar6w wymagato takze czasu, ktorego wilasciciele/hodowcy nie zawsze
chcieli/mogli poswigci¢ w czasie wystaw. W przeciwienstwie do tego, pobranie
materialu biologicznego (wlosow), byto czynnoscia trwajaca krétko.

Wszystkie analizowane osobniki byly, w wieku powyzej 12-tego miesigca zycia.
Dysponowano informacjg rodowodowa (rodowody zostaly wydane przez ZKwP) o
80 analizowanych osobnikach. Pie¢ osobnikow (3 psy i 2 suki) nie posiadato rodowodu,
ale zostaly dla nich wydane metryki ZKwP. Wszystkie pomiary zoometryczne psow
dokonano osobisScie podczas wystaw krajowych (Zamos$¢ 2019, Bydgoszcz 2020,
Gliwice 2022) i klubowych (I Kluba Wystawa PSM - Nadarzyn 2020, 1l Kluba
Wystawa PSM - Moszna koto Opola 2021, IV Kluba Wystawa PSM - £6dZ 2023) oraz
prob wechowych (Zamostki kolo Warszawy, 2019). Analiz¢ przeprowadzono
uwzgledniajaccatkowita liczbe analizowanych osobnikow z podzialem na ple¢, a
takzewprowadzajac podzial na kategorie wiekowe. Kryterium podziatu byt wiek danego
osobnika w momencie przeprowadzenia pomiaréw. Starano si¢ dobra¢ analizowane
osobniki w grupy o podobnej liczebnosci, ale ze wzgledu na charakter grupy badawczej
nie bylo to mozliwe. Ostatecznie wyodrebniono trzy grupy wiekowe (Tabela 3):

e grupa | —osobniki, ktérych dzieh wykonania pomiar6w przypadat na okres od

ukonczenia 1 roku zycia do dnia przed ukonczeniem 2. roku zycia,

e grupa Il — osobniki, dla ktérych dzien wykonania pomiaréw przypadat na okres

od ukonczenia 2 roku zycia do dnia przed ukonczeniem 3. roku zycia,

e grupa Il — wszystkie osobniki 3 letnie i starsze, dla ktorych w dniu wykonania

pomiarow przypadat dzien w okresie od ukonczenia 3 roku zycia.
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Najstarsze badane osobniki mialy w chwili dokonywania pomiaréow skonczony

siodmyrok zycia.

Tabela 3. Podziat na grupy wickowe badanej grupy psow rasy polski spaniel mys$liwski.

Wifgvia Zakres wieku Liczba psow  Liczba suk
I od 1 roku zycia (wlacznie) do 2 lat 16 20
T od 2 roku zycia (wlacznie) do 3 lat 9 13
i od 3 roku zycia (wacznie) i starsze 4 23
Lacznie 29 56

6.2. Analiza rodowodowa

Dzigki uprzejmosci ZKwP, hodowcow oraz informacji z Rodowodowej Bazy PSM —
dziatajacej kiedy$ pod adresem https://www.polskispaniel.info.pl/;, mozliwe byto
uzyskanie wgladu do rodowodow poszczegolnych osobnikow rasy polski spaniel
mysliwski, co pozwolito stworzy¢ swoista ,,mape kojarzen” si¢gajaca poczatkdw pracy
dr A. Krzywinskiego. Rodowodowa Baza PSM byla baza on-line i powstata z
inicjatywy kilku hodowcow PSM, ktora na biezaco uaktualniano. Zawierata informacje
o przodkach i1 potomkach kazdego wpisanego do niej osobnika. Niestety, strona
internetowa od przelomu roku 2023/2024 nie jest juz dostgpna, jednak hodowcy
podejmuja starania, by utworzy¢ nowa, podobng bazg.

Do analiz wykorzystano rodowody 548 osobnikéw (326 psoéw i 222 suk) rasy polski
spaniel mysliwski urodzonych w Polsce w latach 1996-2024. Rodowody pochodzity z
dwoch zrodet: ze Zwigzku Kynologicznego w Polsce (organizacji zrzeszonej w FCI —
Fédération  Cynologique  Internationale) oraz bezposrednio otrzymane 0d
hodowcow/wlascicieli pséw rasy PSM.Dostepne w rodowodach informacje niezbedne
do przeprowadzenia analiz rodowodowychzawieraty: identyfikator osobnika, date

urodzenia, imi¢ wraz przydomkiem oraz pte¢, a takzeidentyfikatory jego rodzicow.
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6.3. Analizy laboratoryjne

Badania molekularne przeprowadzono w Laboratorium Katedry Genetyki i Ochrony
Zwierzat, Instytutu Nauk o Zwierzgtach, Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie.

Materiatem biologicznym byly wlosy okrywoweoraz krew obwodowa zylna
pobrana przyzyciowo od badanych pséw rasy polski spaniel mysliwski (Tabela 5).
Proby wloséw byly pobierane od pséw osobiscie przez autorke niniejszej pracy
doktorskiej na wystawach w Zamosciu (2019), Bydgoszczy (2020), Nadarzynie (2020),
Mosznie koto Opola (2021), Gliwicach (2022), Lodzi (2023) oraz probie wechowej w
Zamostkach koto Warszawy (2019), a takze przysylaneprzez hodowcow/ wiascicieli
psow. Proby krwi pobierane byly przez lekarza weterynarii i zostaly dostarczone
osobiScie przez wiascicieli jako material, ktory pozostal po przeprowadzonych
badaniach weterynaryjnych. Material badawczy kolekcjonowany byt w okresie
pazdziernika 2019 r. doczerwca 2024 r.

Do badan zmienno$ci genetycznej i w kierunku nosicieli zmutowanych alleli
wybranych gendw: RPGRIP1, PFKM, T-BOX przebadano tacznie 216 osobnikow PSM
(Tabela 4). Do identyfikacji zmutowych alleli w genie PRCD 840sobniki PSM.

W badaniach zmienno$ci genetycznej populacji pséw rasy polski spaniel mysliwski
wykorzystano 22 sekwencje mikrosatelitarne, zlokalizowane w 21 réznych autosomach
(2 sekwencje mikrosatelitarne zlokalizowane byly w chromosomie 12) i 3
zlokalizowane w chromosomie Y (Tabela 6, 7 i 8).

W niniejszych badaniach poszukiwano nosicieli zmutowanych alleli 4 genow
(PRCD, RPGRIP1, PFKM, T-BOX) warunkujacych choroby genetyczne u ras psa
domowego, ktorych przedstawicieli wykorzystano prawdopodobnie w tworzeniu rasy
polski spaniel mysliwski (Tabela 2).

Analizy molekularne mitochondrialnego DNA — sekwencja pe¢tli D byty
przeprowadzone z wykorzystaniem materialu biologicznego pochodzacego od suk,
ktére miaty potomstwo (informacja z bazy rodowodowej), 1 od ktorego to potomstwa
takze byl pobrany materiat biologiczny. Jesli potomstwo plci zenskiej, miato
potomstwo, to analiz¢ przeprowadzano dalej, do czasu, az brakowato informacji o
kolejnym potomstwie.Do analiz wlgczono takze pojedyncze samce, ktore wedtug
rodowoddw zapoczatkowaty linie meskie, wylacznie dlatego, aby pozna¢ haplotyp ich
matek 1 mie¢ mozliwe najszerszy obraz zmienno$ci pod wzgledem sekwencji petli D w
populacji polskiego spaniela mysliwskiego.
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Tabela 4. Liczba prob materialu biologicznego pobranego od badanych psow rasy
polski spaniel mysliwski, wykorzystana w analizach molekularnych.

. Liczba samcow (szt.) Liczba samic (szt.)
Rodzaj genow/markerow L .
molekularnych Krew Krew acznie
Y Wiosy obwodowa Wiosy obwodowa
Sekwencje
mikrosatelitarne; geny: 74 6 129 7 216
RPGRIP1, PFKM, T-BOX
PRCD, 33 - 50 - 84
MtDNA — petla D 21 - 42 2 65

7. Metodyka badan
7.1. Analiza zmiennoSci fenotypowej
Na podstawie literatury naukowej (Sciesiniski, 2002; Janeczek i wsp., 2004;
Horoszewicz i wsp., 2015; Frackowiak i wsp., 2021) i konsultacji z przedstawicielami
Zarzadu Glownego ZKwP oraz Klubu — Komisji Polskiego Spaniela Mysliwskiego do
analizy fenotypowej wybrane zostaly odpowiednie pomiary zoometryczne, ktore
umozliwiaty jak najlepsze scharakteryzowanie przedstawicieli rasy, a w konsekwencji
badang populacj¢ polskiego spaniela mysliwskiego. Wybrane miary dotyczyly
niektorych elementow budowy ciata, tj. glowa, szyja, klatka piersiowa, tutow i
nadgarstek. Sg to parametry powszechnie uzywane zarowno W kynologii do opisu cech
fenotypowych psa domowego, jak i u zwierzat gospodarskich (Sciesinski, 2002;
Janeczek i wsp., 2004; Horoszewicz i wsp., 2015; Frackowiak i wsp., 2021).
Na Rycinie 2 i 3 przedstawiono i zwizualizowano miejsca pomiaru na ciele psa:
1. wysokos$¢ w kiebie —odlegtos¢ od podioza do najwyzszego punktu kiebu,
2. wysokos¢ mostka - odlegto$¢ od podtoza do mostka (do rekojes$ci mostka),
3. obwaod klatki piersiowej — za tylnymi krawedziami topatek,
4. glebokos¢ klatki piersiowej — od najwyzszego punktu kiebu do regkojesci mostka,
5. dhlugos¢ grzbietu - od linii faczacej tylne krawedzie topatek do linii taczacej guzy
biodrowe,
6. dlugos¢ skosna tutowia (zwana takze w niektorych publikacjach zwlaszcza w
jez. angielskim dlugoscia tutowia) - od guza ko$ci ramiennej do guza

kulszowego,
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7. dhugos¢ szyi - od guzowatos$ci kosci potylicznej do ostatniego kregu szyjnego,

8. obwodd nadgarstka -w najwezszym miejscu,

9. dhugos¢ mozgowioczaszki — od guzowatosci kosci potylicznej do stopu,

10. szeroko$¢ mozgowioczaszki - pomiedzy najbardziej wystajacymi punktami
kosci skroniowych,

11. obwdd glowy - w najszerszym punkcie,

12. dtugos¢ kufy - od stopu do czubka nosa,

13. szerokos¢ kufy - w najszerszym punkcie,

14. obwod kufy - w najszerszym punkcie.

Rycina 2. Wybrane pomiary zoometryczne wykonane u badanych pséw rasy polski
spaniel mysliwski (zdjecie wilasne, zmodyfikowane przez chat GPT, OpenAl, Universal
Primer).
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Rycina 3. Wybrane pomiary zoometryczne gtowy wykonane u badanych psow rasy
polski spaniel mysliwski(zdjecie wihasne, zmodyfikowane przez chat GPT, OpenAl,
Universal Primer).

Do zebrania pomiaréw wykorzystano: laske zoometryczng (pomiary 1 1 2),
tasme metrowa (pomiary: 3,5-9, 11,12, 14), cyrkiel zoometryczny (pomiary: 4, 10 i 13).
Wszystkie pomiary Autorka niniejszej pracy wykonywala osobiscie. Dotozono
wszelkich staran, aby pomiary byly doktadne i miarodajne. Do pomiaru wybierano
ptaskie podloze, psy przed pomiarem przyjmowaly prawidlowa postawe tj.:
wyprostowane koficzyny przednie, ustawione prostopadle do podtoza; tylne lekko do
tylu; gtowa skierowano prosto. Pomiary wykonano z doktadnoscig 0,5 cm dla laski
zoometrycznej i taSmy metrowej oraz 0,2 da cyrkla zoometrycznego.

W niektorych przypadkach nie bylo mozliwe zebranie kompletnych pomiarow
(Tabela 5). W duzej mierze wynikato to z warunkéow, w jakich pomiary byty
wykonywane. W czasie wystawy psow, zwierzeta byly narazone na wielka liczbe
bodzcow, co powodowalo, Ze psy nie byly wstanie utrzyma¢ postawy przez caly czas
badania i1 niekiedy z tego wiasnie powodu niemozliwe bylo dokonanie u danego
osobnika wszystkich pomiaréw. Niektore osobniki wykazywaly agresje, by¢ moze
spowodowang nadmiarem stresu. Zdarzato sig, ze cyrkiel i laska zoometryczne z racji
swoich rozmiarow, wygladu czy tez z jakiego materiatu zostaty wykonane (stal/metal)
wywotywaty u psow lek 1 by¢ moze nieprzyjemne uczucie zimna. Wtedy zwierzeta
reagowaly natychmiastowg zmiana pozycji, uniemozliwiajac odpowiednie wykonanie
wlasciwego pomiaru. Dodatkowo pomiary 2, 4 1 6 nie byly uwzglednione od poczatku
badan, a zostaty wiaczone w trakcie (od wystawy w Mosznie w 2021 r.), po dyskusji z
przedstawicielami Zarzadu Klubu PSM. U niektérych psow nie bylo mozliwosci

wykonania dodatkowych pomiaréw.
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Tabela 5. Liczba wykonanych pomiaréw zoometrycznych u badanych osobnikow rasy
polski spaniel mysliwski z podziatem na ptec.

Rodzaj pomiaru Psy (szt.) Suki (szt.)
wysokos$¢ w kiebie 28 52
wysokos$¢ mostka 18 22
obwad klatki piersiowej 30 55
glebokos$¢ klatki piersiowej 17 21
dhugos¢ grzbietu 27 56
dhugosc¢ skosna tutowia 9 9
dhugosc¢ szyi 28 56
obwod nadgarstka 29 56
dtugos$¢ moézgowioczaszki 28 53
szerokosé¢mozgowioczaszki 26 49
obwod glowy 27 50
dhugos¢ kufy 28 53
Szerokosckufy 28 53
obwod kufy 28 54

Liczba wszystkich przebadanych osobnikoéw 29 56

Liczba osobnikdw, dla ktorych uzyskano wszystkie pomiary 7 10

7.2. Analiza rodowodowa - tworzenie ,,mapy kojarzen”.

Informacja rodowodowa, ktora zostala przeanalizowana dzigki programowi
GenoPro 2020 wersja 3.1.0.1.(https://genopro.com/) umozliwita zwizualizowanie
kojarzen przeprowadzonych pomiedzy badanymi osobnikami polskiego spaniela
mysliwskiego (tzw. ,,mapa kojarzen”) oraz wyodrebnienie linii hodowlanych meskich 1
zenskich, rozumianych jako calkowite potomstwo po przodku (pies lub suka), dla
ktorego brak informacji o rodzicach (tzw. NN — rodzice nieznani). Program GenoPro
jest programem pozwalajacym tworzy¢ graficzne drzewa genealogiczne w postaci
genogramow. ,,Mapa kojarzen” to schemat, gdzie zostaly naniesione wszystkie
kojarzenia wraz z informacja ourodzonych szczenigtach od 1992r. do 2021r. PdZniejsze
mioty ,,wymuszaty” wprowadzanie tak wielu linii taczacych ich rodzicow, ze dla
zachowania czytelno$ci mapy podjeto decyzje, aby zakonczy¢ tworzenie schematu na
osobnikach urodzonych w 2021 r. Przyjeto, ze kazde kojarzenie reprezentowane jest
linig poziomg w innym kolorze, a potomstwo urodzone z danego kojarzenia potaczono z

linig kojarzenia linig pionowa w tym samym kolorze (Rycina 4), co miato utatwic
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zrozumienie/,,poruszanie si¢” po schemacie. Czarne pionowe linie wyprowadzone w dot
od danego osobnika, sg liniami pomocniczymi. Nad symbolem plci kazdego osobnika
(koto — samica, kwadrat - samiec) podany jest rok urodzenia. Nie bylo mozliwe
utozenie wszystkich osobnikéw urodzonych w danym roku, na tym samym poziomie,
ale zachowano regule, ze osobniki urodzone w pdzniejszych latach znajduja sie w
genogramie nizej. Z kolei kazda z wyodrgbnionych linii meskiej 1 zenskiej oznaczona
zostala wybranym kolorem, przy czym wybrany kolor dotyczyt wszystkich linii
laczacych osobniki spokrewnione umieszczone na genogramie.

Zgodnie z nomenklaturg kynologiczng w niniejszej dysertacji zastosowano
nastepujace okreslenia: ,linia me¢ska” — oznaczajaca osobniki meskie (potomkow
meskich) pochodzace po danym reproduktorze; ,,linia hodowlana Zenska” — potomkow

zenskich pochodzacych po danej suce.

2010

0]

2012 2012 2012

| Q 0 Q

Rycina 4. Fragment "mapy kojarzen" ukazujacy sposob zaprezentowania danych w
genogramie. Schamat powstat przy uzyciu programu GenoPro 2020.

7.3. Analizy molekularne

W celu zachowania anonimowosci wynikow analiz w analizach laboratoryjnych
kazdemu osobnikowi nadano numer. Przydzielony numer porzadkowy bylzupetnie

innym numerem niz ten wynikajacy z analizy rodowodowe;j.

7.3.1. lzolacja DNA
7.3.1.1. Protokol izolacji DNA z cebulek wlosow

DNA zostal wyizolowany z cebulek wtosow przy uzyciu kolumnowego zestawu
komercyjnego GeneMatrixTissue&Bacterial DNA Purification Kit (EURX). Aby
izolacja byla skuteczna od kazdego osobnika przygotowano minimum 10 wloséw
(Srednio 15 wlosow) 1 jatowym skalpelem odcieto od nich cebulki wtosa. Nastepnie
odcicte fragmenty wilosow o diugosci ok. 0,3-0,5 cm wraz z cebulkami wlosa

przeniesiono do 2 ml proboéwki typu Eppendorf. Kolejno dodawano do proéboéwki: 350
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pl buforu Lyse T, 20 pul 1M DTT oraz 20 pl proteinazy K. Nastepnie proby zostaly
wymieszane przez worteksowanie, po czym wstawione do inkubacji z wytrzasaniemz
predkoscig 800 rmp w temperaturze 56°C przez calg noc w termobloku z wytrzgsaniem
(Thermo-Shaker, Biosan). Wszystko wykonane zostalo z nalezytg starannoscia, aby
ograniczy¢ mozliwo$¢ kontaminacji obcym DNA.Nast¢gpnego dnia dokonano aktywacji
minikolumn wigzacych DNA, poprzez dodanie 40 pl buforu aktywujacego Buffer T na
membrang minikolumn, ktore pozostawiono w temperaturze pokojowej, az do czasu
naniesienia prob na membran¢g minikolumny.W miedzyczasie do proboéwek z
przygotowanym materiatem (po inkubacji) dodawano 350 ul buforu Sol T, doktadnie
mieszano i poddawano inkubacji przez 10 min. w 70°C. Nast¢pnie dodawano 350 pl
96 % etanolu, ponownie mieszano i wirowano w temperaturze pokojowej przez 1
minute z predkoscig 13500 rpm. Nastgpnie 600 pl mieszaniny nanoszono na srodek
membrany danej minikolumny umieszczonej w probowce odbierajacej i wirowano
przez 1 minutg z predkoscig 13500rpm. Nastepnie minikolumng wyjmowano, przesacz
wylewano i minikolumng umieszczono z powrotem w probowce odbierajacej, po czym
za pomocg pipety nanoszono na membran¢ minikolumny pozostatg cze$¢ suernatantu.
Powtarzano wirowanie (1 minuta z predkoscig 13500 rpm) i ponownie minikolumne
wyjmowano, przesacz wylewano, a minikolumne¢ umieszczano z powrotem w probowce
odbierajacej. Nastgpnie dodawano do niej 500 pl buforu pluczacego Wash TX1 i
wirowano przez 1 minute z predkoscig 13500rpm. Ponownie minikolumne wyjmowano,
przesacz wylewano, a minikolumng umieszczano z powrotem w probowce odbierajacej
I dodawano 500 pl buforu ptuczacego Wash TX2 i wirowano przez 2 min. z predkoscia
13500rpm. Nastgpnie minikolumne umieszczano w nowej proboéwce 1,5 ml typu
Eppendorf i przeprowadzono elucje DNA poprzez dodanie 50 pl buforu Elution
wczesniej podgrzanego do 80°C, odstawian0 probowki z minikolumnami na 2 min. w
temperaturze pokojowej i wirowano przez 1 min. z predkoscig 13500rpm. W celu
uzyskania jak najwigkszej ilosci DNA procedur¢ wyptukania DNA z membrany
powtarzano,dodajac t¢ samg objetos¢ buforu Elution, ale DNA byt wyptukiwany do
nowej probowki 1,5 ml typu Eppendorf. Minikolumne ostatecznie usuwano, a obie
probowki z otrzymanym izolatemzamykano i przechowywano do dalszych analiz w
lodowce, w temperaturze 4°C.

W sumie uzyskano 406 probek (2 proby na kazdego osobnika) z wyizolowanym

DNA.
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7.3.1.2. Protokol izolacji DNA z krwi obwodowej

DNA zostal wyizolowany z prob krwi obwodowej pobranych na EDTA-K; przy
uzyciu kolumnowego zestawu komercyjnego GeneMATRIXQuick Blood DNA
Purification Kit (EURX).

Izolacje DNA rozpoczeto od aktywacji minikolumn wigzacych DNA, poprzez
dodanie 30 pl buforu aktywujacego Buffer QB na membran¢ minikolumn, ktore
pozostawiono w temperaturze pokojowej, az do czasu naniesienia prob. W miedzy
czasic do nowej probowki 1,5 ml typu Eppendorf dodawano 200 ul krwi, 10ul
proteinazy K oraz 200ul buforu Sol QB, cato$¢ mieszano przez worteksowanie i
inkubowano przez 15 min. w 70°C. Nastepnie dodawano 200 pl 96% etanolu, ponownie
mieszano przez worteksowanie i wirowano przez 1 min. z predkoscig 13500rpm.
Kolejno cato$¢ mieszaninyprzenoszono do przygotowanej wczesniej minikolumny i
wirowano przez 2 min. z predkoscig 13500rpm. Minikolumne wyjmowano, przesacz
wylewano, a minikolumn¢ umieszczano z powrotem w probéwce odbierajacej, po czym
dodawano 500 pl buforu pluczacego Wash QBX1 i wirowano przez 1 min. z predkoscia
13500rmp. Kolejny raz minikolumne wyjmowano, przesacz wylewano, a minikolumne
umieszczano z powrotem w probowce odbierajacej, dodajac tym razem 500 pl buforu
ptuczacego Wash QBX2 i wirowano przez 2 min. z predkoscig 13500rmp. Nastepnie
minikolumneumieszczano w nowej probéwce 1,5ml typu Eppendorf i przeprowadzano
elucje DNA poprzez dodanie 100ul buforu Elution podgrzanego do 80°C, odstawiano
proboéwki na 2 min. w temperaturze pokojowej i wirowano przez 1 min. z predko$cia
13500rpm. Minikolumng¢ ostatecznie usuwano, a probowki z otrzymanym izolatek
zamykano i przechowywano do dalszych analiz w lodéwce, w temperaturze 4°C. W

sumie uzyskano 13 prob z wyizolowanym DNA.

7.3.2. Sprawdzenie czystosci i stezenia DNA za pomoca NanoDrop ND-
2000

Czystos¢ 1 stezenie DNA zostalo nastgpnie sprawdzone za pomoca
spektrofotometru NanoDrop ND-2000 (ThermoScientifiic).Do dalszej analizy zostaly
wybrane proby o mozliwie najlepszej czystosci: 1,5-1,8 OD dla izolatu z wloséw oraz
1,8-2,0 OD dla izolatow z krwiobwodowej oraz o odpowiednim stezeniu. Jesli
otrzymano proby, ktore nie spetnialy stawianych wyzej wymogow o stezeniu i czystosci

DNA to takie prob zostaly poddane ponownej izolacji.
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7.3.3. Rozdzial elektroforetyczny DNA w 1% Zzelu agarozowym

Ze wzgledu na niewielkg koncentracje DNA po izolacji z cebulek wtlosa,
rozdziatowi elektroforetycznemu w 1% zelu agarozowym poddano tylko proby DNA
wyizolowanego z krwi obwodowej. Jednoprocentowy zel agarozowy zostat
przygotowany poprzez zmieszanie 35ml buforu 1 x TBEoraz 0,350g agarozy do
rutynowych analiz (Sigma-Aldrich) ipodgrzanie otrzymanej mieszaniny w kuchence
mikrofalowej do czasu catkowitego rozpuszczenia agarozy. Kolbe z rozpuszczona
agarozg umieszczano na kolysce (Heidolph) w celu ostudzenia mieszaniny do
temperaturyok.50 °C,nastgpnie dodawano 5ul bromku etydyny (Sigma). Kolejno,
roztwor wylewano do przygotowanych wczesniej saneczek i odstawianona ok. 30 min.
do czasu zastygnigciazelu. Proby DNA przygotowywano do naniesienia do kieszonek
zelu poprzez zmieszanie 2 plbuforu obcigzajacego (biekit bromofenolowy 0,05%;
cyjanol ksylenu 0,05%; EDTA 0,5m, pH=8; formamid)_i 8 ul kazdego izolatu.Rozdziat
elektroforetyczny przeprowadzono przez 30 min. przy 55 V.

7.3.4. Warunki termiczne i komponenty lancuchowej reakcji
polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction — PCR)

7.3.4.1. PCR - sekwencje mikrosatelitarne

Lancuchowa reakcja polimerazy wybranych 25 sekwencji mikrosatelitarnych
zostata przeprowadzona w 3 multipleksach (panele:l, 2 i 3) z wykorzystaniem
odpowiednich par starterow dla kazdego z analizowanych markeré6w mikrosatelitarnych
(Tabela 6, 7 i 8). Amplifikacj¢ przeprowadzono w termocyklerze Trioblock Termocycler

(Biometra).
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Tabela 6. Informacje o sekwencjach mikrosatelitarnych wybranych do panelu 1 reakcji Multipleks - PCR (Canine ISAG STR Parentage Kit, 2014).

Symbol Numer Diugos¢é MOt,yW . Znakownanie Sekwencja starterow
locus chromosomu  sekwencji  powtorzen
F: 5'-TTAGCAGCCGAGAAATACGC-3’
AHTK211 26 79-101 di 6-FAM
R: 5'-ATTCGCCCGACTTTGGCA-3’
F: 5'-GCCTTATTCATTGCAGTTAGGG-3’
FH2054 12 135-179 tetra 6-FAM
R: 5'-ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC-3’
F: 5-AGTGGGTTTGCAAGTGGAAC-3’
REN169D01 14 199-221 di 6-FAM
R: 5-AATAGCACATCTTCCCCACG-3’
) F: 5'-GGAATCAAAAGCTGGCTCTCT-3’
REN105L03 11 279-353 di 6-FAM
R: 5'-GAGATTGCTGCCCTTTTTACC-3’
) F: 5'-ACATTTGTGGGCATTGGGGCTG-3'
AHTKk253 23 277-297 di 6-FAM
R: 5" -GTTTCTTTGCACATGGAGGACAAGCACGC-3’
) R: 5'-CCAGGCGTCCCTATCCATCT-3’
INUO055 10 190-216 di VIC
F5-GCACCACTTTGGGCTCCTTC-3’
) F: 5'-CGCTATACCCACACCAGGAC-3’
AHTh260 16 230-254 di VIC
R: 5-GTTTCTTCCACAGAGGAAGGGATGC-3’
F: 5'-GGGGGAATTAACAAAGCCTGAG-3’
REN54P11 18 222-244 di NED
R: 5-GTTTCTTTGCAAATTCTGAGCCCCACTG-3’
F: 5-CACCCAACCTGTCTGTTCCT-3’
EN169018 29 150-170 di PET

R: 5-ACTGTGTGAGCCAATCCCTT-3'

F- starterforward, R -starter revers



Tabela 7. Informacje o sekwencjach mikrosatelitarnych wybranych do panelu 2 reakcji Multipleks-PCR(Canine ISAG STR Parentage Kit, 2014).

Symbol Numer Dhugosé
locus  chromosomu sekwencji powtorzen

Motyw Znakownanie

Sekwencja starterow

AHTI121 13 68-118 di 6-FAM
FH2848 2 222-244 di 6-FAM
RENG4E19 34 130-150 di 6-FAM
INRA21 21 87-111 di VIC
REN]fZCO 7 192-212 di NED
CXX279 22 109-133 di PET
INUOO5 33 102-136 di NED
INUO30 12 139-157 di PET

F: 5-TATTGCGAATGTCACTGCTT-3'

R: 5'-ATAGATACACTCTCTCTCCG-3'

F: 5'-CAAAACCAACCCATTCACTC-3’

R: 5'-TCACAAGGACTTTTCTCCTG-3’

F: 5'-TGGAGAGATGATATCCAAAAGGA-3’
R: 5'-AGCCACACTGCTTGGTGAG-3’

F: 5-ATGTAGTTGAGATTTCTCCTACGG-3’
R: 5'-GTTTCTTTAATGGCTGATTTATTTGGTGG-3’
F: 5'-TTCCCTTTGCTTTAGTAGGTTTTG-3'
R: 5'-TGGCTGTATTCTTTGGCACA-3’

F: 5"-TGCTCAATGAAATAAGCCAGG-3'

R: 5'-GGCGACCTTCATTCTCTGAC-3'

F: 5'-CATGCTGGTTCTGTGTTAGGC-3’

R: 5'-AAATACAATCTTGCGTGTGTGC-3'
F: 5'-GGCTCCATGCTCAAGTCTGT-3’

R: 5-CATTGAAAGGGAATGCTGGT'-3’

F- starter forward, R -starter revers
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Tabela 8. Informacje o sekwencjach mikrosatelitarnych wybranych do panelu 3 reakcji Multipleks-PCR (Ostrander iwsp., 1993 ; Sundqvist i
wsp., 2001).

Symbol Rodzaj Dlugosc — MOWW 7o\ ownanie Sekwencja starterow
locus  chromosomu sekwencji powtorzen
F: 5-AACTTTAAGCCACACTTCTGCA-3'
C109 A 168-172 di TET
R: 5-ACTTGCCTCTGGCTTTTAAGC-3’
F: 5'-CCTGTCTCCTGTGGACCAAT-3'
C172 A 156-164 di TET
R: 5'-ACATGCAAAAGGACACATTACG-3’
) F: 5'-CGAGAGCAACATAGGCATGA-3’
C204 A 199-218 di HEX
R: 5-CAAAGTGCTGTGGCAGGTC-3'
F: 5'-AGCGACTATTATATGCCAGCG-3’
C225 A 161-167 di 6-FAM
R: 5-CTCATTGGTGTAAAGTGGCG-3’
F: 5-TTAGTTAACCCAGCTCCCCCA-3’
C250 A 172-178 di 6-FAM
R: 5-TCACCCTGTTAGCTGCTCAA-3’
) F: 5-AGCCATTCCTGGCCGAGTGG-3’
MS34A Y 174-182 di PET
R: 5-GGTCCCCTTTTGCCATAGTGT-3’
F: 5-AGCCATTCCTGGCCGAGTCC-3
MS34B Y 208-210 di 6-FAM
R: 5-GGTCCCCTTTTGCCATAGTGT-3’
) F:5-TCCTCTAATTTTCCCCTCTA-3'
MS41B Y 212-228 di TET
R: 5-CTGCTCGACCCTCTTCTCTG-3’

F- starter forward, R -starter revers, A — lokalizacja w autosomie, Y — lokalizacja w chromosomie pici Y
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Amplifikacja DNA odbyta si¢ w objetosci koncowej 10ul.Komponenty reakcji
PCRw zalezno$ci od panelubyty:

e Panel 1: 5ul KAPA2G Fast Multiplex Mix (Roche), 0,1 ul kazdego startera L,
0,1 pl kazdego startera R, 1,2 ul woda wolna od DNaz i RNaz, 2ul matrycowy
DNA.

e Panel 2: 5 nlKAPA2G Fast Multiplex Mix (Roche), 0,1 ul kazdego startera L,
0,1 pl kazdego startera R, 1,4 ul woda wolna od DNaz i RNaz, 2ul matrycowy
DNA.

e Panel 3: 5 WIKAPA2G Fast Multiplex Mix (Roche), 0,1 ul kazdego startera L (z
wyjatkiem : 0,15 pl dla C204; 0,2 pul dla MS34B i 0,25 ul dla MS41B) , 0,1 pul
kazdego startera R (z wyjatkiem : 0,15 pl dla C204; 0,2 pl dla MS34B i 0,25 pl
dla MS41B, 3,8ul matrycowy DNA).

Warunki termiczne tancuchowej reakcji polimerazy byly ustalone empirycznie w
termocyklerze gradientowym T-gradient Thermoblock (Biometra). Profil termiczny
poszczegolnych etapow PCR z wykorzystaniem sekwencji mikrosatelitarnych

zaprezentowano w Tabeli 9, 10 i 11):

Tabela 9. Profil termiczny reakcji PCR dla Panelu 1.

Etapy reakcji PCR Czas[s] Temperatura [°C]

Denaturacja wstgpna 570 95

Denaturacja wtasciwa 30 95 )
Hybrydyzacja starterow 45 63 r | x 14 cykli
Wydtuzanie 45 72 7

Denaturacja wlasciwa 30 95 )
Hybrydyzacja starterow 45 60 © | x 19 cykli
Wydtuzanie 45 72 7

Wydhizanie koncowe 30 60
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Tabela 10. Profil termiczny reakcji PCR dla Panelu 2.

Etapy reakcji PCR Czas[s] Temperatura [°C]

Denaturacja wstepna 570 95

Denaturacja wtasciwa 30 95 )
Hybrydyzacja starterow 45 55 ~ | x 14 cykli
Wydhizanie 45 72 7

Denaturacja wtasciwa 30 95 )
Hybrydyzacja starterow 45 52 r | x 19 cykli
Wydhizanie 45 72 7

Wydhuzanie koncowe 30 60

Tabela 11. Profil termiczny reakcji PCR dla Panelu 3.

Etapy reakcji PCR Czas[s] Temperatura [°C]
Denaturacja wstepna 300 95
Denaturacja whasciwa 30 95
Hybrydyzacja starterow 30 62 x 29 cykli
Wydluzanie 45 72
Wydhizanie koncowe 30 6-
7.342. PCR - badania zmiennoSci regionu Kkontrolnego

mitochondrialnego DNA oraz nosicieli wybranych 5 mutacji w
4 badanych genach (PRCD, RPGRIP1, PFKM, T-BOX).

Lancuchowa reakcja polimerazy zostala przeprowadzona z wykorzystaniem
odpowiedniej pary starterow do amplifikacji fragmentéw kazdego z analizowanych
genoéw (Tabela 12). Amplifikacj¢ przeprowadzono w termocyklerze Trioblock
Termocycler (Biometra).
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Tabela 12. Charakterystyka badanych genow starterow wykorzystanych do ich amplifikacji w PCR w badaniach zmiennosci genetycznej
polskiego spaniela mysliwskiego.

Nazwa genu amplla‘lilli%(\;\f:nego Lokalizacja genu Nazwa starteru Sekwencje starteroéw Zrédto
fragmentu (pz)

PRCD 512 Chromosom 9 Egggg ggg%;igg%g;%;ﬁ;gg%t@ Zangerl i wsp., 2006
RPGRIP1 207 Chromosom 15 Eﬁgs:gi:g gfgggg;%%cgt:;ggtg;%tgggaag Mellersh i wsp., 2006
PFKCI;Q%'SSO 314 Chromosom 27 EEEM:; g:gfgg;ggg(tzgggz%?gcgcitctggS‘ Inal Gultekin i wsp., 2012
cozmeny Chromosom 27 PPKEMILR S gsagaocicagiabossas Smith i wsp., 1996

T-BOX 702 Chromosom 1 E::g‘g: ; E gg:gg?;%g?{fgfgggﬁi%gca°3 Indrebo i wsp., 2008
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Amplifikacja DNA odbyta si¢ w objetosci koncowej 43ul (izolat DNA z wlosa) w
analizach petli-D regionu kontrolnego mtDNA; 30,6l (izolat DNA z wtlosa) lub 29,6 ul
(izolat DNA z krwi obwodowej) w analizach fragmentow wybranych genow.
Komponentami reakcji byty:

e dla fragmentu mtDNA: 25ulColorTag PCR Master MIX (Tag DNA polimeraza
lu, FastGene® TaqBuffer 1X dNTPs 0,2 mM, MgCl, 1,5 mM oraz
stabilizatory) (EURXx),0,5 pul starter L, 0,5ul starter H,7pl matrycowy DNA, 10ul
woda wolna od DNaz i RNaz.

¢ Dla fragmentéw wybranych gené6w:PRCD, RPGRIP1, PFKM, T-BOX:

o 20ul ColorTag PCR Master MIX (Taq DNA polimeraza 1u, FastGene®
TaqBuffer 1X, dNTPs 0,2 mM, MgCl, 1,5mM oraz stabilizatory)
(EURX), 0,3 ul starter Forward, 0,3 ul starter Rewers i 10 ul matrycowy
DNA wyizolowany z cebulki wlosa,

o 20ulColorTag PCR Master MIX (Taq DNA polimeraza 1 u, FastGene®
TaqBuffer 1X, dNTPs 0,2 mM, MgCl, 1,5 mM oraz stabilizatory)
(EURX), 0,3 ul starter Forward, 0,3 pl starter Rewers, 7 pl H,O i 2 pl
matrycowy DNA wyizolowany z krwi obwodowe;j.

Warunki termiczne tancuchowej reakcji polimerazy byly ustalone empirycznie w

termocyklerze gradientowym T-gradient Thermoblock(Biometra). Profil termiczny

poszczegolnych etapoéw PCR zaprezentowanow Tabeli 13 i 14..

Tabela 13. Profil termiczny reakcji PCR dla fragmentu regionu
kontrolnego petla D mtDNA.

Etapy reakcji PCR Czas[s] Temperatura [°C]
Region kontrolny mtDNA
Denaturacja wstgpna 180 95
Denaturacja wlasciwa 30 94
Hybrydyzacja starterow 60 51 x 46 cykli
Wydhuzanie 60 72
Wydtuzanie koncowe 10 72
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Tabela 14. Profil termiczny reakcji PCR dla fragmentu wybranych 4 genow.

x 35 cykli

x 35 cykli

x 35 cykli

x35 cykli

Etapy reakcji PCR Czas[s] Temperatura [°C]
PRCD
Denaturacja wstepna 180 95
Denaturacja wtasciwa 30 95
Hybrydyzacja starterow 45 62
Wydhizanie 45 72
Wydluzanie koncowe 45 72
RPGRIP1
Denaturacja wstepna 180 95
Denaturacja whasciwa 30 95
Hybrydyzacja starterow 45 59
Wydhizanie 60 72
Wydhizanie koncowe 10 72
PFKM(c.550 C>T)
Denaturacja wstgpna 180 95
Denaturacja wlasciwa 30 95
Hybrydyzacja starterow 45 62
Wydtuzanie 45 72
Wydtuzanie koncowe 10 72
PFKM(c.2228 G>A)
Denaturacja wstepna 180 95
Denaturacja whasciwa 30 95
Hybrydyzacja startera 45 66
Wydluzanie 45 72
Wydluzanie koncowe 10 72
T-BOX
Denaturacja wstgpna 180 95
Denaturacja whasciwa 30 95
Hybrydyzacja startera 30 61
Wydluzanie 45 72
Wydtuzanie koncowe 10 72

x 35 cykli
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W  zaleznosci od tego, jaki produkt PCR analizowano,poddawano go
odpowiednim dalszym analizom: sekwencjonowaniu (region kontrolny mtDNA i
fragment sekwencji genu PRCD) lub trawieniu za pomoca enzymu restrykcyjnego

(fragment genu: RPGRIP1, PFKM dla obu mutacji oraz T-BOX).

7.3.5. Rozdzial elektroforetyczny DNA w 1,5% zelu agarozowym

W celu oceny skuteczno$ci reakcji, produkt PCR zostat poddany elektroforezie
w 1,5% zelu agarozowym. Zel zostal przygotowany poprzez zmieszanie 35 ml buforu
1 x TBE, 0,2625 g agarozyrutynowych analiz (Sigma Aldrich)i 0,2625g agarozy o
wysokiej rozdzielczosci (Sigma Aldrich) oraz podgrzanie otrzymanej mieszaniny do
czasu calkowitego rozpuszczenia agarozy. Dalsze czynnosci wykonywano w takiej
kolejnosci jak opisano w podrozdziale 8.3.3 Nastepnie przygotowywano mieszaning 2
ul buforu obcigzajacego (blekit bromofenolowy 0,05%; cyjanol ksylenu 0,05%; EDTA
0,5 Mm, pH=8; formamid) i 8 pul produktu PCR, po czym nanoszono j3 do kieszonek
zelu. Elektroforeze przeprowadzono przez 30 min. i pod natezeniem 55V.

Do identyfikacji mutacji w genie RPGRIP1 wystarczylo przeprowadzenie
rozdzialu elektroforetycznego w 1,5 % zelu agarozowym. Produkt PCR badanego
fragmentu bez mutacji byt dtugosci 207pz, natomiast w przypadku wystapienia mutacji

(insercji 44pz) produkt PCR miatby wielkos¢ 251 pz.

7.3.6.  Oczyszczanie produktow PCR

Sekwencjonowaniu poddawano proby, ktore sluzyly analizom zmiennosci
regionu kontrolnego mtDNA oraz identyfikacji mutacji w genie PRCD. Jednak, aby
byto to mozliwe proby poddawano oczyszczeniu.

Oczyszczanie mialo na celu usunigcie migdzy Innymi niewykorzystanych
starterow w reakcji PCR oraz niewielkich(ponizej 20 pz) fragmentéw dwuniciowego
DNA. Do tego etapu analiz wykorzystano komercyjny zestawGeneMATRIX PCR /
DNA Clean-UpPurification Kit (EURx). Na poczatkuaktywowano minikolumne,
poprzez dodanie na $rodek membrany 40 pl buforu aktywujacego Buffer DX i
pozostawiano jag w temperaturze pokojowej. W miedzyczasie, do produktu PCR
dodawano 70ulbuforu Orange DX, a nast¢pnie proby mieszano. Tak uzyskang
mieszaning nanoszono na membran¢ minikolumny i wirowano przez 1 min.z predkoscia

13500rpm. Nastgpnie wyjmowano minikolumne, wylewano przesacz i umieszczano
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minikolumne z powrotem w probowce odbierajacej. Kolejng czynnoscig bylo dodanie
500ul buforu ptuczacego Wash DX1 na membrang minikolumny, wirowanie przez 1
min. z pre¢dkoscig 13500rpm. Ponownie wyjmowano minikolumne, wylewano przesgcz
1 umieszczono minikolumne z powrotem w probowce odbierajgcej. Nastgpnie
dodawano 650ul buforu Wash DX2 i wirowano przez 1 min. z pr¢dkosciag 13500rpm. Po
raz trzeci wyjmowano minikolumne, wylewano przesacz i umieszczano minikolumng z
powrotem w probdéwce odbierajacej. Wirowano przez 2 min. z predkoscig 13500rpm w
celu usunigcia resztek buforu phluczgcego. Minikolumne umieszczano W NOWej
probowce 2 ml typu Eppendorf, do ktérej dodawano 50-100ul buforu Elution w
zaleznos$ci od ilosci otrzymanego produkt PCR (intensywnos$ci §wiecenia prazkow po
rozdziale elektoforetycznym; odczyt st¢zenia DNA w spektorfotometrze Nanodropp
2000), pozostawiono na 2 minuty w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano
przez 1 min. z predkoscia 13500rpm. Minikolumny ostatecznie usuwano, a probowki
zamykano. Mozliwe byto ich przechowywano do czasu dalszych analiz w lodowce w

temperaturze 4°C.

7.3.7. Sekwencjonowanie metoda Sangera

Sekwencjonowaniu metoda Sangera poddano oczyszczone produkty PCR regionu
kontrolnego mtDNA oraz badanego fragmentu genu PRCD. Sekwencjonowanie zlecono
firmie zewnetrznej - Pracowni Sekwencjonowania w Instytucie Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie (IBB). Zgodnie z instrukcja dostarczania prob do Pracowni
Sekwencjonowania, przygotowywano 30ul kazdej oczyszczonej proby oraz po 10ul
kazdego ze starterow (st¢zenie 5 pmoli/ul -5uM). Proby do sekwencjonowania
dostarczano osobiscie, zapewniajac odpowiednie warunki termiczne podczas
transportu.Sekwencjonowanie wykonano bezposrednia metoda Sangera uzywajac
zestawu BigDye Terminator v 3.1 CycleSequencing Kit (Thermo Fisher Scientific)
zgodnie z zaleceniami producenta. Rozdzial i1 odczyt otrzymanych sekwencji
przeprowadzono na aparacie ABI3730xlI (ThermoScientific Fisher) w Instytucie
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie w Pracowni Sekwencjonowania. Dla
uzyskanego produktu PCR przeprowadzono sekwencjonowanie w obu kierunkach.Po
otrzymaniu sekwencji sprawdzano ich odczyt i jako§¢ za pomoca programow: BioEdit
7.26 (Hall, 1999) i Chromas 2.6.6 (Technelysium, 2018). Tylko sekwencje z

chormatogramow dobrej jakosci odczytu byty poddane analizom w programie MEGA.
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7.3.8. Trawienie produktéw PCR wybranymi enzymami restrykcyjnymi

Po uzyskaniu produktu PCR, do identyfikacji mutacji w genach: PFKM i T-BOX
zastosowano trawienie za pomocg odpowiednich enzymow restrykcyjnych. Reakcje
przeprowadzono zgodnie z procedurami rekomendowanymi przez producenta (Tabela
15).

Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunkow termicznych reakcji trawienia
wybranych sekwencji badanych genéw przez odpowiednie enzymy restrykcyjne.

PFKM PFKM
Nazwa genu (c.550 C>T) (c.2228 G>A) T-BOX
Wielko$¢ produktu PCR 314 396 702
(P2)
Enzym restrykcyjny Mspl Ban BstEII
(Thermo Scientific) FastDigest FastDigest
Substraty mieszaniny reakcyjnej (ul):
1. produkt PCR 10 10 10
2. H,0, wolna od nukleaz 15 18 20
3a. bufor 10xFastDigest 5 - 5
3b. bufor zero 10x - 2 -
4. enzym restrykcyjny 1 1 1
Warunki termiczne reakcji
Inkubacja 37°C/15 min. 37°C/60 min. 37°C/15 min.
Inaktywacja brak 65°C/20 min. brak

Produkty trawienia poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu w 2% zelu
agarozowym (0,700 g NuSieve agaroza (Lonza) rozpuszczone w 35ml 1 x TBE) w
przypadkuobu mutacji  w genie PFKM lub w natywnyml10% zZelu

poliakryloamidowym,barwionymazotanem srebra w przypadku analizygenu T-box.

7.3.9. Testy genetyczne identyfikujace mutacje w genach PFKM i T-BOX.

Wybdér mutacji, fragmentu genu do amplifikacji, starterow, enzyméw
restrykcyjnych oraz dobranie odpowiednich warunkéw termicznych PCR, umozliwito
zaprojektowanie testu genetycznego, ktory identyfikowat obecno$ci mutacji w
wybranych genach w populacji polskiego spaniela mysliwskiego. Mozliwy do

zaobserwowania wynik testu zaprezentowano w Tabeli 16.
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Tabela 16. Przewidywany wynik trawienia produktu PCR wybranym enzymem restrykcyjnym w genach PFKM i T-BOX.

Gen i identyfikowana Produkt PCR Enzym Dhugos¢ fragmentow Homozygota Heterozvaota Homozygota
mutacja (p2) restrykcyjny  restrykcyjnych (pz) recesywna Y dominujgca
263
147 _
PFKM (c.550 C>T) 314 Mspl
116 _ S
51 _ - -
326 _
PFKM (c.2228 G>A) 326 Banl 310
25
. chory nosiciel zdrowy
Wynik testut allele z mutacja) (1 allel z mutacja) (2 allele dzikie)
511 - - -
191
T-BOX(c.189C>G) 702 BStEll — —
160
31
. zdrowy nosiciel chory
Wynik testu? (2 allele dzikie) (1 allel z mutacjg) (1 allele z mutacja)
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7.3.10. Rozdzial elektroforetyczny produktu PCR (fragment genu T-BOX)

trawionego enzymem restrykcyjnym w 10% zel poliakryloamidowy.

Dziesiecio procentwy zel poliakryloamidowy przygotowano poprzez
zmieszaniew zlewce: 4 ml poliakryloamidu (29 akrylamid : 1 bisakrylamid), 6ml 1 x
buforu TBE i 10ul TEMED. Cato$¢ mieszaniny nabrano do strzykawki i przefiltrowano
przez filtr membranowy. Nastepnie mieszaning przesgczono do nowej zlewki, dodano
100 pl 10% APS i cato$¢ wymieszono delikatnym ruchem okr¢znym (ok. 3 min).
Kolejno, zel wylewano pomigdzy przygotowane wczesniej szyby, wktadano grzebien i
odstawiono w pozycji ukosnej na czas polimeryzacji, ok. 20 min. Po tym czasie,
wyciggano grzebien, usuwano silikonowe uszczelki i ustawiono szyby w aparacie do
elektroforezy. Proby do elektroforezy przygotowano do naniesienia do kieszonek zelu
poprzez zmieszanie 2 pl buforu obcigzajacego (bigkit bromofenolowy 0,05%; cyjanol
ksylenu 0,05%; EDTA 0,5m, pH=8; formamid) i 10 ul produktu PCR trawionego
enzymem restrykcyjnym. Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono przez 20 min.
przy 300 V.

7.3.11. Barwienie srebrem fragmentow DNA w zelu poliakrylamidowym

Po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym szklane szybki wyjmowano z
aparatu do elektroforezy pionowej (Biometra) i delikatnie rozdzielono szyby. Najpierw
do naczynia, w ktorym przeprowadzano barwienie, dodawano 300 ml 10% silnie
schtodzonego etanolu. Nastepnie delikatnie, by nie uszkodzi¢ zelu, zanurzono zel w
10% etanolu i mieszano przez 15 min. na kotysce. Alkohol wylewano, a zel
przeptukiwano woda MilliQ. Dodawano 300 ml 1% kwasu azotowego i ponownie
mieszano przez 10 min. na kotysce. Kwas azotowy wylewano, a zel ponownie
przeptukiwano woda MilliQ. Nastgpnie dodawano 300 ml 0,2% roztworu azotanu
srebra z dodatkiem 300 ul formaldehydui ponownie mieszano na kotysceprzez 20 min.
Roztwér azotanu srebra wylewano, a zel ponownie,dwukrotnie przeptukano woda
MilliQ. Przedostatnim krokiem bylo dodanie 1000 ml 3% weglanu sodu z dodatkiem
500 plformaldehydu. Roztwor ten dodawano matymi porcjami, a gdy zaczynat
przybiera¢ ciemny odcien, natychmiast go wylewano. Etap ten trwat do czasu, az
uzyskano prazki DNA o odpowiedniej intensywno$ci. Ostatnig porcjeweglanu
sodowego takze wylewano. Na koniec, utrwalano zel, mieszajac go przez 15 min. w
300ml 10% kwasu octowego, po czym kwas wylewano 1 po raz ostatni plukano zel w

wodzie destylowanej. Wykonano dokumentacj¢ fotograficzng wyniku barwienia.
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7.4.  Analizy statystyczne i bioinformatyczne
7.4.1. Analizy statystyczne wykorzystane w badaniach zmiennoSci

fenotypowej

Wyniki otrzymane dla zmienno$ci fenotypowej poddano analizie przy uzyciu
programu Excel 2007 (cz¢$¢ pakietu Microsoft Office 2007) i Statistica v.13 (StatSofft,
2013). Dla kazdego pomiaru obliczono podstawowe statystyki opisowe ($rednig
arytmetyczng, odchylenie standardowe, mediane¢, kwartyle, minimum i maksimum) i
przedstawiono graficznie w formie wykresu pudetkowego, czesto$¢ wystepowania
danego pomiaru (histogram) wraz z krzywa Gaussa obrazujaca rozktad normalny w
populacji w podziale na ple¢, oraz w podziele na grupy wiekowe..

Do pordownania cech fenotypowych pomiedzy samcami i1 samicami oOraz
pomiedzy grupami wiekowymi zastosowano test Shapiro—Wilka w celu oceny
normalnosci rozktadu zmiennych.

Dla pomiaréw, dla ktérych u obu plci spetnione zostato zatozenie o rozkladzie
normalnym i jednorodnych wariancjach (test Levene’a, p>0,05) uzyto testu t-Studenta,
natomiast przy nierownych wariancjach (test Levene’a, p<0,05) — testu t z niezalezng
estymacja wariancji (test Welcha).

Dla pomiarow, dla ktérych we wszystkich trzech grupach wiekowych spetnione
zostalo zatozenie o rozktadzie normalnym ijednorodnych wariancjach (test Levene’a,
p>0,05) uzyto testu jednoczynnikowej ANOVA. Kolejno, jesli wystepowaly istotne
réznice migdzy grupami (test ANOVA p<0,05) to wykonywanoy test NIR. Natomiast
jesli zalozenie o rozktadzie normalnym nie bylo spetnione to wykonywano test

Kruskala-WallisaZa istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05.

7.4.2. Analizy statystyczne wykorzystane w badaniach zmiennoS$ci

genetycznej na podstawie informacji rodowodowej

Analize¢ rodowodowa przeprowadzono z  wykorzystaniem programu
ENDOG 4.8 (Gutiérrez i Goyache, 2005) stuzacego do oszacowania spokrewnienia,
inbredu, oceny kompletnosci rodowodéw 1 analizy dystansu genetycznego w obrgbie
populacji. W tym celu przygotowano odpowiednio sformatowang bazg danych, w
programie Excel 2007 (cz¢$¢ pakietu Microsoft Office 2007), oparta wylacznie na
informacjach rodowodowych (Tabela 17). Dane niezb¢dne do analizy, obejmujace
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informacje o rodzicach kazdego osobnika oraz dat¢ jego urodzenia, zostaty
uporzadkowane chronologicznie (wedlug daty urodzenia) 1 oznaczone numerycznie. W
przypadkach, gdy brakowato danych o rodzicach, fakt ten zostal odpowiednio
odnotowany poprzez przypisanie wartosci ID = 0. Jezeli rodowod nie zawierat
doktadnej daty wurodzenia, zgodnie z wymaganiami programu ENDOG 4.8
wprowadzono najbardziej prawdopodobng warto$¢ (dotyczyto to 13 osobnikow). Na
podstawie danych dotyczacych najstarszych zwierzat przyjeto sredni wiek uzyskania
potomstwa na poziomie 3 lat, zarowno dla samcow, jak i samic. Zgodnie z instrukcjado
programu ENDOG_4.8 kazdy osobnik mogl wystapi¢ w kolumnie ,,ID osobnik”
wylacznie jeden raz. W celu uniknigcia pomytek zwigzanych z powtarzajacymi si¢ lub
podobnymi imionami, wszystkie psy przed zakodowaniem numerycznym
identyfikowano na podstawie pelnego imienia oraz przydomka hodowlanego.
Dodatkowo zakodowano pte¢: warto§¢ 1 oznaczata samca, natomiast warto§¢ 2 —

samice.

Tabela 17. Fragment bazy danych rodowodowych badanej populacji polskiego spaniela
mysliwskiego przygotowane do analiz programem ENDOG 4.8.

ID_osobnik ID Ojciec ID Matka Data ur ID_plec

1 0 0 1.01.1996 2
2 0 0 1.01.1997 1
3 0 0 1.01.2000 1
4 0 0 1.01.2005 2
5 0 0 1.01.2005 1
6 2 1 1.01.1999 2
7 2 1 1.01.2002 2
8 3 7 2.04.2004 2
9 5 4 2.04.2008 1
10 0 0 14.05.2008 1
11 2 8 1.01.2009 2
12 0 0 1.01.2010 1
13 10 7 15.04.2011 2
14 10 7 15.04.2011 2
15 2 11 1.01.2012 1
16 12 6 7.06.2012 2
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Na podstawie przygotowanej bazy rodowodowej w programie ENDOG_4.8 wyliczono
nastgpujace parametry:

1. Wspotczynnik inbredu (F) - miara homozygotycznosci, wynikajgca
bezposrednio z kojarzen spokrewnionych osobnikow (Wright, 1931).

2. Wspotczynnik s$redniego spokrewnienia - miara $redniego udzialu genow
danego osobnika w catej populacji (Goyache i wsp., 2003; Gutiérrez i wsp.,
2003).

3. Efektywna wielkos¢ populacji - liczba osobnikow aktywnie przekazujacych
geny w populacji, obliczona na podstawie regresji liniowej wspolczynnika
inbredu wzgledem daty urodzenia zgodnie z metoda Gutiérrez i wsp. (2003).

4. Liczba zatozycieli (f) — osobniki, dla ktérych brak jest informacji o przodkach
(Lacy, 1989).

5. Efektywna liczba zatozycieli (fe) — liczba zatozycieli, przy zatozeniu, ze kazdy z
nich wniést rowny wktad genetyczny w badang populacje (Lacy, 1989).

6. Efektywna liczba przodkéw (fa) — minimalna liczba przodkow, ktorzy maja
istotny wplyw na roznorodno$¢ genetyczng badanejpopulacji (Boicharda i1
wsp.,1997).

7. Kompletno$¢ rodowodu — odsetek znanych przodkow w pokoleniu; ocena trzech
wskaznikow wedlug metodyGutiérrez 1 Goyache(2005) oraz wskaznika

kompletnosci (MacCluera i wsp., 1983).

7.4.3. Analiza statystyczna zmiennoS$ci genetycznej z wykorzystaniem

sekwencji mikorsatelitarnych

W celu dokonanie oceny zmiennosci genetycznej w badanej populacji polskiego
spaniela mysliwskiegooszacowan0 za pomocg programu Cervus 3.0.3. (Marshall, 1998-
2007; Kalinowski i wsp., 2007): liczbg alleli czyli catkowita liczbe réznych alleli
wystepujgca w danym locus w badanej populacji; srednig liczbe alleli w locuswyrazong
jako iloraz $redniej liczby alleli w danym locus i alleli we wszystkich loci, frekwencje
alleli (procentowy udzial) wystepujacych w calej badanej populacji PSM;
wspotczynnikheterozygotycznosci obserwowanej (ang. observed heterozygosity, Ho) i

heterozygotycznosci oczekiwanej (ang. expected heterozygosity, He) (Ott, 1992), gdzie:
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H. :ﬁ(l—lz pr

i=1

n — liczba alleli w probie

pij — frekwencja i — tego allelu (dlai=1, 2, ...l)

| —liczba alleli

a takze wskaznik polimorfizmu (ang. Polymorphic Information Content — PIC)
(Botstein i wsp., 1980):gdzie:

| i=l

PIC =1—izl_1: P! _zzz(piz plz)

pii pj - frekwencja i - tego ilj ?ttjaglo allelu w populacji;
| - liczba r6znych alleli
oraz oceniano zgodnosci rozktadu genotypdw w populacji z oczekiwang na podstawie
prawa Hardy'ego-Weinberg przy zastosowano test nieparametryczny Chi? (Cervus
3.0.3.) (Marshall, 1998-2007; Kalinowski i wsp., 2007).

Wykorzystujac program ALFREQ (Tereba i Tereba, 2005) obliczono takze
frekwencje genotypow wystepujacych w badanej populacji PSM z podziatem na plec.

Do przedstawienia wizualizacji roéznic mig¢dzy plciami badanej populacji
polskiego spaniela mysliwskiego, wykorzystujac frekwencje alleli badanych sekwencji,
wykorzystano program GENETIX 4.05 (Belkhir i wsp., 1996-2004). Przy pomocy tego
programu na podstawie analizy FactorialCorrrespondence Analysis (CA; Benzécri,
1973) wykonano wykresy, ktore przedstawiaja zwigzki miedzy genotypami multilocus
poszczegblnych osobnikow.

Stosujgc program STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard 1 wsp. 2000; Falush 1 wsp.
2003) przeprowadzono analiz¢ struktury populacji. Zastosowano model dla
skorelowanych frekwencji alleli, wykonano 10000burn-in steps i 100000 powtdrzen
Marcov-chain Monte Carlo (MCMC) dla réznej liczby klastréw (K=2-5). Analize
wykonano w 10 iteracjach dla kazdej z wartosci K. W celu okreslenia najbardziej
prawdopodobnej liczby klastrow w populacji zastosowano metode AK (Evanno i wsp.
2005). Wyniki zaimportowano do programu StructureSelector (Li i Liu, 2018), program
ten, oprocz metody Evano, pozwala réwniez wykona¢ analize laczong z wizualizacja
danych w CLUMPAK (Kopelman i wsp., 2015). Programy te automatyzujg

przetwarzanie wynikéw analizy struktury genetycznej. Na podstawie niezaleznych
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iteracji dla poszczegdlnych wartosci K program generuje zestawy danych przy uzyciu
algorytmu klastrowania Markowa, opartego na macierzy podobienstwa migdzy tymi
iteracjami. Program Clumpak nastepnie identyfikuje optymalne dopasowanie klastrow
dla r6znych wartosci K.

Ze wzgledu na rozng liczbg zwierzat przeanalizowanych z wykorzystaniem
paneli mikrosatelitarnych, zdecydowano wykona¢ rozdzielne analizy dla panelu 1 (P1) i
panelu 2 (P2) oraz taczong analize P1 1 P2 dla osobnikow posiadajacych genotypy w
obu tych panelach, z tej analizy usuni¢to osobniki u ktorych wystepowaty braki w

wiecej niz 5 markerach (ok 30% brakujacych genotypow).

7.4.4. Analizy bioinformatyczne otrzymanych sekwencji po

sekwencjonowaniu metoda Sangera

Otrzymane po sekwencjonowaniu sekwencje badanego fragmentu regionu
kontrolnego mtDNApsoéw rasy polski spaniel mysliwski, a takze sekwencje fragmentu
genu PRCDanalizowanoza pomoca czterech programow: BioEdit Sequence Aligment
Editor 7.26 (Hall, 1999), Chromas 2.6.6 (Technelysium; 2018), Basic Locl Alignment
Search Tool(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) oraz Molecular Evolutionary
Geneticd Analysis MEGA 11.0.10 (Tamura i wsp., 2021). Dwa pierwsze stuzg ocenie
otrzymanych chromatograméw (pliki w rozszerzeniu ,.abl”) 1 sprawdzeniu
ewentualnych watpliwosci przy odczycie kolejnosci nukleotydéw, a takze do
skorygowania btedow dostarczonych zapisow sekwencji w plikach z rozszerzenie
»-5€q".

Pragram BLAST umozliwil poréwnanie otrzymanych sekwencji do sekwencji
referencyjnej (NC_002008.4). Z kolei program MEGA 11.0.10, umozliwit poréwnanie
badanych sekwencji miedzy sobaprzy uzyciu algorytmu ClustalW (Thompson i wsp.,
1994). Metoda ta umozliwia automatyczne dopasowanie homologicznych pozycji
nukleotydow pomigdzy analizowanymi sekwencjami, co stanowi podstawe do dalszej
analizy filogenetycznej.Program MEGA 11.0.10 pozwala takze naskonstruowanie
drzewa filogenetycznego metoda neighbor-joining dla wyodrgbnionych w czasie analiz
linii mtDNA. Metoda neighbor-joining (Saitou i Nei; 1987) to uproszczona metoda
minimalnej ewolucji, oparta na odleglosciach miedzy sekwencjami i nie wymagajaca
zalozenia statego tempa ewolucji, co sprawia, ze jest szczegdlnie przydatna w analizie

linii mMtDNA. Wiarygodnos¢ uzyskanego drzewa filogenetycznego oceniono za pomoca
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analizy bootstrapowej z wykorzystaniem 1000 replikacji, co pozwala na oszacowanie
stabilnosci poszczegodlnych weztow drzewa filogenetycznego (Felsenstein, 1985).

W wyniku przeprowadzonego sekwencjonowania uzyskano 65 sekwencji regionu
petli D mtDNA. Do dalszej analizy wybrano tylko sekwencje, ktorych odczyt byt dobrej
jakosci. Nastepnie przy pomocy programu MEGA 11.0.10 kazda sekwencje
odpowiednio wyréwnano (skrécono), aby analizowane fragmenty miaty t¢ sama

dtugos¢, ktoérg ustalono na 165 pz.
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8  Omowienie i dyskusja wynikow

8.1 Analiza zmiennoSci fenotypowej

Graficznie przedstawione wynikéw pomiaréw w badanej populacji polskiego spaniela

mysliwskiego w podziale na pte¢ (Rycina 5 i 6 — samce, Rycina 7 i 8 - samice).
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Rycina 5. Histogramy i wykresy pudetkowe pomiaréw (a-f) zebranych u samcow
badanej populacji PSM (program Statistica v. 13).
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Rycina 6. Histogramy i wykresy pudetkowe pomiarow (g-m) zebranych u samcow
badanej populacji PSM (program Statistica v. 13).
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populacji PSM (program Statistica v. 13).
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Rycina 8. Histogramy i wykresy pudetkowe pomiaréw (j-m) zebranych u samic badanej
populacji PSM (program Statistica v. 13).

Rozktad wigkszosci cech/pomiarow u samcoéw byt zgodny z rozktadem
normalnym (p > 0,05), natomiast u samic wigkszo$¢ parametrow (tj. wysokos¢ w
kiebie, dtugos$¢ szyi, obwod nadgarstka, dlugos$¢ i szeroko§¢ mozgowioczaszki oraz
dhugo$¢, szerokos¢ 1 obwdd kuty) odbiegata od rozktadu normalnego.

Analizowane pomiary poréwnano pomigdzy plciami. Uzyskane wyniki

zestawiono w Tabel 18 i 19.
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Tabela 18. Wynik pomiarow zoometrycznych nr 1-7- $rednie i odchylenia standardowe (X = SD), mediana z odchyleniem ¢wiartkowym (Me +
Q) oraz wartosci p testow statystycznych u polskiego spaniela mysliwskiego z podziatem na ptec.

Psy Suki
Rozktad Jednorodnos¢ Test
Mierzony parameter X +SD X +SD (test Shapiro— wariancji at (tES Istotnos¢
(cm) (Me + Q) (cm) (cm) (Me =Q) (cm) Wilka) (test Levene’a) statystyezny
U Manna-
Wysokos¢ w klebie  45,2+3,16 45,5+1,25 42,75+2,25 43,0+£2 NN - ) 0,001 wx
Whitneya
Wysokos¢ mostka ~ 22,08+2,28 22+2,25 21,65+1,72 21,5+0,75 N 0,539 t-Studenta 0,494 ns
Obwodklatki g9 59,3 19 61138  58,88+374 58,753 N 0,298 t-Studenta 0,005  **
piersiowej
Glebokosé klatki 55 5g.9 61 22405 21574209  21,5:0.5 N 0,689 t-Studenta 0,489  ns
piersiowej
Dhugo$¢ grzbietu 48,60+3,94 47,75+3,5 46,34+3,5 45+3.5 N 0,082 t-Studenta 0,069 ns
Dhugos¢ skosna
‘ 51,63+3,85 53+3 50,25+4,26 49,2543 N 0,856 t-Studenta 0,489 ns
tutowia
) U Manna-
Dlugosé szyi 17,0842,72  175+1,75 15834239 16,0 £1,45 nN - _ 0,043  *
Whitneya

N-rozktad normalny, nN — brak rozkladu normalnego, ns — rdéznice nieistotne, *p<0.05 — rdznice istotne, **p<0.01 — rdznice wysoce istotne
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Tabela 19. Wynik pomiaréw zoometrycznych nr 8-14 - srednie i odchylenia standardowe (X = SD), mediana z odstepem ¢wiartkowym (Me + Q)
(cm) oraz wartosci p testow statystycznych u polskiego spaniela mysliwskiego z podziatem na plec.

_ Psy Suki Rozklad  Jednorodno$¢ Test
Mierzony parameter - - (test Shapiro—  wariancji Statystyczny p Istotnos¢
X+ X+ Wilka) (test Levene’a)
o MexQem TSP (Me£Q)(em)
Obwod nadgarstka 11 830,65 12,040,5 10,77+0,77 114038 N - b’vm?:e'ﬁ 0000  **
Dhugo$é )
| e . 11,5+0,91 11,5:0.5 11,16+0,92 110,75 nN - UManna-—  ha) g
moézgowioczaszki Whitneya
Szerokosé )
DFEIOROSC ) 901147 1004075 8114112 8,040, N ; UManna- 557 s
mozgowioczaszki Whitneya
t z niezalezng
Obwod glowy 38,60+2,48 39+15 35,24+1.70 8,5+1,5 N 0,038 waersiaynmqﬁcg{zst 0,000  **
Welsha)
Dhugos¢ kufy 9,08+0,74 9,040 8,74+0,69 8,5:0.5 N - W?ﬁe@ 0025  *
Szerokos¢ kufy 4,17+0,69 4.0+0,5 3,53+0,44 3,5+0,5 N ; Wfﬁé}aa 0000  **
Obwod kufy 22 42+1,84 23,041 21,65+1,72 20,501 N ; Wfﬁé}aa 0000  **

N-rozktad normalny, nN — brak rozkladu normalnego, ns — r6éznice nieistotne, *p<0.05 — rdznice istotne, **p<0.01 — rdznice wysoce istotne
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Wyniki analizy wskazuja, ze warto§¢ (Srednia lub mediana, w zalezno$ci czy
dana miara miata cechy rozktadu normalnego czy nie) dla kazdego badanego pomiaru
byla wyzsza u samcow niz u samic. Istotne roéznice pomigdzy samcami i samicami
wykazano w zakresie:dtugosci szyi (p = 0,043) — u samcow szyja dtuzsza o ok. 1,5 cm:
wysokosci w kigbie (p = 0,001) — samce byly $rednio wyzsze ok 2,5 cm; obwodu klatki
piersiowej (p = 0,005) — samce mialy bardziej rozbudowang klatke piersiowa, ok. 2,5
cm wigkszy obwdd niz samice;obwodu nadgarstka (p < 0,001) — u samcow konczyna w
nadgarstku byta grubsza o ok. 1cm. Istotne roznice dotyczyly takze pomiarow na glowie
to jest: szeroko$ci mézgowioczaszki (p = 0,002), szerokosci kufy (p < 0,001), obwodu
kufy (p <0,001) oraz obwodu glowy (p < 0,001), co moze wskazywaé na wyraznie
masywniejszg budowe czaszki u samcoéw. Natomiast roznice w diugosci grzbietu
(p =0,069), dhugosci kufy (p = 0,052), dlugosci moédzgowioczaszki (p = 0,121),
wysokosci od podtoza do mostka (p = 0,49), glebokosci Klatki piersiowej (p = 0,095)
oraz dhugosci skosnej tutowia (p = 0,489) nie byly istotne statystycznie. Powyzsze
wyniki wskazujagce na wystgpowanie rdéznic w wartosciach pomiardw cech
fenotypowych wskazuja na wystgpowanie w rasie polski spaniel mysliwski dymorfizmu
plciowego.

Analiza zmiennosci fenotypowej obejmowala takze wyniki pomiarow z
podzialem na ple¢ i grupy wiekowe. W Tabeli 20 i 21 przedstawiono wyniki pomiarow
zoometrycznych, oraz odpowiednio dobranych testow statystycznych z podziatem ptec i

odpowiednie grupy wiekowe.
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Tabela 20. Wartosci p testow statystycznych pomiaréw zoometrycznych nr 1-7 u polskiego spanicla mysliwskiego z podzialem na grupy

wiekowe i plec.

Rozktad Jednorodnosé Test
Mierzony parametr Pte¢ (test Shapiro— wariancji Test statystyczny P Istotnos¢ ost hoc uwagi
Wilka) (test Levene’a) P
Py N 0,517 ANOVA 0,042 * NIR  grupawickowa 3 roznisig
Wysokos¢ w kiebie od1li2
Suki nN - Kruskal-Wallis 0,086 ns - -
S . Psy nN - Kruskal-Wallis 0,259 ns - -
YROROSEMOSEA Suki N 0,184 ANOVA 0,062 ns - i
. Psy N 0,796 ANOVA 0,003 o NIR  grupa wickowa 3 rozni sig
Obwad kl. piersiowe;j odli2
Suki 0,983 ANOVA 0,0501 ns - -
Gtlebokos¢ kl. Psy nN 0,024 Kruskal-Wallis 0,362 ns - -
PIEISIOWE] Suki nN - Kruskal-Wallis 0,57 ns - -
Psy N 0,086 ANOVA 0,0499 * NIR  &rupawickowa 3 r6zni sig
. . od1li?2
Dhugos¢ grzbietu
Suki N 0,460 ANOVA 0,0501 ns - -
Dhugoéé skosna Psy nN -- Kruskal-Wallis 0,101 ns - -
tutowia Suki nN - Kruskal-Wallis 0,348 ns - -
Psy N 0,656 ANOVA 0,027 * NIR  réznicapomiedzy grupg
o wiekowa 113
Dlugos¢ szyi rupa wiekowa 3 rdzni si
Suki nN - Kruskal-Wallis 0,008 ok NIR &P ¢

odl1li?2

N-rozktad normalny, nN — brak rozkladu normalnego, ns — r6znice nieistotne, *p<0.05 — rdznice istotne, **p<0.01 — rdznice wysoce istotne
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Tabela 21. Wartosci p testow statystycznych pomiaréw zoometrycznych nr 8-14 u polskiego spaniela mysliwskiego w podziale na grupy

wiekowe 1 pte¢

Rozktad Jednorodnos¢ Test nost
Mierzony parametr  Plec¢ (test Shapiro— wariancji Test statystyczny p Istotno$¢ horc): uwagi
Wilka) (test Levene’a)
Obwod nadgarstka Psy nN - Kruskal-Wallis 0,592 ns - -
Suki nN - Kruskal-Wallis 0,531 ns - --
Dhugos¢ Psy N 0,000 Kruskal-Wallis 0,465 ns - -
mozgowioczaszki  Suki nN - Kruskal-Wallis 0,958 ns - -
Szerokos¢ Psy nN - Kruskal-Wallis 0,823 ns - -
mozgowioczaszki  Suyki N 0,781 ANOVA 0,316 ns - -
Obwod glowy Psy N 0,443 ANOVA 0,166 ns - -
Suki N 0,776 ANOVA 0,463 ns - -
Dhusodé kuf Psy N 0,219 ANOVA 0,698 ns - -
ugosc kuty fe .
Suki nN - Kruskal-Wallis  0,0264 * NIR réznica pomigdzy
grupg wiekowa 113
Psy nN - Kruskal-Wallis 0,465 ns - -
Szerokos¢ kufy Suki nN - Kruskal-Wallis 0,687 ns - -
Psy N 0,088 ANOVA 0,004 ok NIR grupa wiekowa 3
Obwod kufy rozni sie od 112
Suki N 0,552 ANOVA 0,142 ns - -

N - rozktad normalny, nN — brak rozktadu normalnego, ns — rdznice nieistotne, *p<0.05 — roznice istotne, **p<0.01 — réznice wysoce istotne
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Analiza wariancji wykazala u samcéw istotne rdznice miedzy grupami
wiekowymi dla kilku parametrow zoometrycznych: wysokosci w kigbie (p = 0,042),
obwodu klatki piersiowej (p = 0,003), dtugosci grzbietu (p = 0,0499), dtugosci szyi (p =
0,027) oraz obwodu kufy (p = 0,004).Oznacza to prawdopodobnie, ze wraz z wickiem
nastgpowatl wzrost wymiardéw ciata samcow, obejmujacy zarowno cechy tutowia, jak i
czesci kufy. Pozostate analizowane parametry, takie jak wysoko$¢ mostka, glebokosc
klatki piersiowej, dlugos¢ skosna tutowia czy cechy budowy czaszki i1 kufy (dtugos¢,
szerokos$¢ iobwdd — z wyjatkiem obwodu kufy,), nie wykazaly istotnych réznic miedzy
grupami wiekowymi (p > 0,05). W grupie samic istotne zréznicowanie pomig¢dzy
grupami wiekowymi dotyczylo dwoch parametréw.Test Kruskala—Wallisa wykazat
istotne réznice w zakresie dlugosci szyi (p = 0,008) oraz dhugosci kufy (p =
0,0264).Testypost hoc NIR wskazywaty, ze w przypadku dtugosci szyi grupa wiekowa
IIT wykazywata istotnie nizszg median¢ niz w grupie I i II (podobnie jak $rednie grupy
wickowe dla samcow). Moze to wynika¢ ze zmian postawy u starszych zwierzat,
spowodowanych m.in. poglebiajacymi si¢ zmianami w obrgbie polaczen kregdéw
szyjnych lub niestabilno$cig struktur stawowych, co moglo wptynaé¢ na dokladnosé¢
uzyskanych pomiarow. Z drugiej strony warto zauwazy¢, ze w grupie III suki w wieku
powyzej 6. roku zycia stanowily jedynie 26%, co sugeruje, iz obserwowane roznice
moglty mie¢ charakter losowy. Drugi parametr, dla ktérego stwierdzono istotng
roéznicg(dlugos¢ kufy), wykazywat wyzsza mediang w najstarszej grupie wiekowej (I1I)
w poréwnaniu z grupg najmtodsza (I), co moze wskazywac¢ na dalszy, cho¢ niewielki
rozwo0] czesci tej czesci twarzoczaszki wraz z wiekiem. Pozostate cechy, takie jak
wysoko$¢ w kiebie, obwod klatki piersiowej, dtugos$¢ grzbietu czy parametry glowy, nie
wykazaly istotnych réznic (p > 0,05).

W Tabeli 22 i 23 zaprezentowano wyniki charakteryzujace zebrane pomiary w
podziale na grupy wiekowe w obrebie plci. Przy ocenie pomiardw w poszczegdlnych
grupach wiekowych, nalezy zaznaczy¢, ze zaden z analizowanych osobnikow nie miat
wykonanych pomiaréw powtornie, dlatego uzyskane dane majg charakter jednorazowy i
nie odzwierciedlajg zmian cech w czasie. Porownujac wyniki uzyskane dla samcow i
samic, mozna zauwazy¢, ze badanej populacji polskiego spaniela mysliwskiego roznice
miedzy kategoriami wiekowymi u samcoOw byly bardziej wyrazne i1 dotyczyty wigkszej
liczby cech. Starsze samce mialy wyzsze wartosci dla kilku parametréw tutowia i
glowy, co moze by¢ zwigzane z wpltywem czynnikow hormonalnych (gtownie

testosteronu) oraz dtuzszym okresem wzrostu kos¢ca 1 umigsnienia. U samic natomiast

81



réznice ograniczaly si¢ glownie do dlugosci szyi i kufy, co moze wskazywa¢ na
mniejszg zmienno$¢ wymiaréw ciata w zaleznosci od wieku lub wcze$niejsze

osiggniecie dojrzatej budowy ciata.
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Tabela 22. Wynik pomiaréw zoometrycznych nr 1-7 - §rednie i odchylenia standardowe (X + SD) oraz mediana z odchyleniem kwartylowym
(Me + Q) (cm) w podziale na pte¢ i grupy wiekowe.

Mierzony parametr

Psy - grupa wiekowa

Suki - grupa wiekowa

wysokos¢ w kiebie

x £+ SD(cm) 44,2 + 2,68 44,69 + 3,27 48,5 + 2,65 41,84 + 3,89 42,21+ 2,26 441 +2,70
Me £ Q (cm) 445+ 2 455+ 3,6 49+2 42+6 42,75 +1,25 44 +1,38
dlugos¢ grzbietu

X £+ SD(cm) 47,43+ 4,26 48,75+ 2,48 53+ 3,89 44,45+ 5,22 46,46 + 6,70 47,83 +4,88

Me £ Q (cm) 46 + 3,76 481 54,25 £2,75 445+ 3,88 45+ 4,25 48 £3,5

dtugos¢ szyi

x £+ SD(cm) 16,7+ 2,33 19,19 + 2,56 14,13 £ 2,17 16,45+ 2,19 16,89 £ 2,21 14,60 + 2,27

Me + Q (cm) 16 £2,25 18+15 14,25+ 1,88 16,5+ 1,38 17+15 145+1
obwod nadgarstka

x £+ SD(cm) 11,75+ 0,71 12,13+ 0,64 12,63 + 0,75 10,75+ 0,77 10,5+ 0,87 10,86 + 0,65

Me = Q (cm) 12+0,5 12+0,25 12,5+ 0,63 11+0,38 10,5 £0,5 11+0,25

obwod klatki piersiowej
X £+ SD(cm) 59,68 + 2,67 61,69 + 3,03 65,25 + 1,89 57,60 + 3,88 58,37 + 3,44 60,27 + 3,17
Me + Q (cm) 60+ 1 61,5+1,25 64,5+ 1,25 575+1,5 59+ 2,75 60,5+ 2,5
dtugos$¢ mozgowioczaszki
X + SD(cm) 11,3+ 1,60 11,81+ 1,56 16,88 + 6,06 11,16 + 1,20 11,07+ 1,05 12,12 + 3,39
Me + Q (cm) 115+1,25 11,25+ 0,63 17+ 10,25 11+0,75 11+0,5 11+1
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Tabela 23. Wynik pomiaréw zoometrycznych nr 1-7 - Srednie i odchylenia standardowe (X = SD) oraz mediana z odstepem kwartylowym (Me +
Q) (cm) w podziale na pte¢ i grupy wiekowe.

Mierzony parametr

Psy - grupa wiekowa
I

Suki - grupa wiekowa
I

Szer.

m;igggl(‘;fnz)a“k‘ 9,03+ 1,68 913+ 1,62 975+ 1,77 7.82+1,15 836 + 1,03 830+1.21
Me + Q (cm) 10 £ 1,5 10 +£1,13 9,75 £1,25 8 £0,75 8 £ 0,5 8 + 0,75
obwod glowy
% + SD(cm) 37,88+ 2,01 39,63 + 2,86 40 +2.12 34,88+ 1,80 35,43+ 2,11 35,50 + 1,58
Me + Q (cm) 38+ 1,25 39,5+ 2,25 40+ 15 34,75+ 1,25 355+ 1,25 36+ 2
dlugosc¢ kufy
x + SD(cm) 85+ 163 8,56 + 0,68 9,13+ 0,63 74+166 761+124 8,5+ 1,06
Me + Q (cm) 8,5+ 1,25 8,75+0,5 9+0,38 7+0,75 8+0,5 8+0,5
szeroko$¢ kufy
X% + SD(cm) 4,03+0,93 413+058 6,62 + 2,56 35+ 047 357+ 0,68 3,60 + 0,44
Me + Q (cm) 4+1 4+025 6,5+2,13 3,5+0.2,5 3,5+0,5 3,5+ 0,25
obwod kufy
X + SD(cm) 21,71+ 1,85 22,88 + 0,92 2513+ 1,65 20,23+ 1,29 20,07 +1,31 20,90 + 1,42
Me + Q (cm) 21,75+ 1,5 23,25+ 0,75 25,25+ 1,13 20+ 113 20+075 21+1
wysokos$¢ mostka
X + SD(cm) 22,35+ 2,80 21,92 +1,53 21,92 + 1,53 21,95+ 1,96 21,29+ 1,70 21,13+ 0,63
Me = Q (cm) 215+25 22,25+ 0,75 1940 2225+15 215+15 21+ 038
gl klatki piersiowej
X + SD(cm) 22.28+1,35 20,67 + 4,18 24+ 0 20,64 + 2,96 2213+ 243 22,38+1,80
Me + Q (cm) 22405 215+35 24+ 0 21,5+1 21,25+ 2 21,75+1,13
di. skosna tutowia 48,6 + 3,36 53,67+ 1,15 56 + 0 433+ 11,57 40,5+ 12,29 52+ 0
x = SD(cm)
Me + Q (cm) 48 +2 53+ 1 56 + 0 47 £125 445+85 5240
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Analizowane wyniki mozna uzna¢ za badania wstgpne nad zmiennoscig
fenotypowa polskiego spaniela mys$liwskiego. Zakres badan nalezy rozszerzy¢,
przeprowadzajac podobne pomiary na przyktad w szesciu grupach wiekowych —w 6.,
12., 18. 1 24. 30. i 36 miesigcu zycia. Umozliwitoby to przesledzenie dynamiki rozwoju
somatycznego psOw rasy polski spaniel mysliwski.

Sutter i wsp. (2008) w swoich obszernych badaniach przeanalizowali 1155 pséw
z 53 ras, dokonujac 27 pomiarow. Zaktadali, ze wszystkie miary zebrane od minimum 3
samcoOw 1 3 samic z danej rasy sa wystarczajace, aby uzna¢ je za wiarygodny wynik dla
rasy. W niniejszej dysertacji liczba osobnikow, dla ktorych zebrano wszystkie pomiary
to odpowiednio: 7 samcow i 10 samic. W badaniach Suttera i wsp. (2008) wykazano
ponadto, ze S$rednia wielko$¢ samcow u pséw domowych stanowi okoto 109%
wielko$ci samic, co potwierdza wystepowanie dymorfizmu plciowego w obrgbie
gatunku. Dla polskiego spaniela mysliwskiego warto§¢ ta wynosita okoto 105%, co
wskazuje na umiarkowany poziom dymorfizmu. Oznacza to, ze samce tej rasy sa
przecigtnie o okoto 5% wigksze od suk. Takie wyniki sugeruja, iz dymorfizm plciowy w
tej rasie jest wyrazny, ale mniej zaznaczony niz $rednio obserwowano u psa domowego,
co moze by¢ wynikiem pracy hodowlanej - selekcji ukierunkowanej na cechy
uzytkowe, a nie na rozmiar ciala. W literaturze naukowej nie znaleziono informacji
dotyczacej pomiaréw zoometrycznych polskiego spaniela mysliwskiego. Prezentowane
w niniejszej dysertacji wyniki sa pod tym katem unikatowe. Ponadto, nie udato si¢
znalez¢ artykutow mowigcych o pomiarach zoometrycznych u innych ras spanieli
takich jak: angielski spring spaniel, angielski cocker spaniel, spaniel bretonski czy
ptochacz niemiecki, ktore prawdopodobnie zostaly wykorzystane w powstaniu rasy
polski spaniel mys$liwski. Wyniki poréwnano wigc z informacjami znajdujacymi si¢ w
standardzie (wzorcu) wymienionych wyzej ras psa domowego
(https://www.zkwp.pl/wzorce/5.pdf; https://www.zkwp.pl/wzorce/125.pdf;
https://www.zkwp.pl/wzorce/95.pdf, https://www.zkwp.pl/wzorce/104.pdf) (Tabela 24).
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Tabela 24. Porownanie wysokosci w kiebie wedlug standardu rasy polskiego spaniela
mysliwskiego i standardu innych ras spanieli wykorzystanych prawdopodobnie w

powstaniu rasy PSM (https://www.zkwp.pl/wzorce/5.pdf;
https://www.zkwp.pl/wzorce/125.pdf; https://www.zkwp.pl/wzorce/95.pdf,
https://www.zkwp.pl/wzorce/104.pdf, https://www.zkwp.pl/wzorce/1002_PL.pdf)
Wysoko$¢ w kigbie (cm)
Rasa psa domowego i
samce samice
polski spaniel mysliwski 43-48 + 2 42-44 + 2
angielski cocker spaniel 39-41 38-39
angielski springer spaniel 51 51
spaniel bretonski 47-52 46-51
ptochacz niemiecki 48-54 46-52

Poréwnanie wynikow pomiaréw zoometrycznych z warto§ciami zaczerpnig¢tymi
ze wzorcOw innych ras spanieli (Tabela 24) wskazuje, ze polski spaniel mysliwski pod
wzgledem wysokosci w kiebie zajmuje pozycje posrednig pomiedzy wartos$cig pomiaru
rasy angielski cocker spaniel a pozostalymi rasami spanieli. Warto podkresli¢, ze
standard rasy polskiego spaniela mysliwskiego ma charakter wstepny, dlatego podane
warto$ci moga ulec modyfikacji w trakcie procedur zwigzanych z ostatecznym
uznaniem rasy przez FCI. Obecnie wysokos¢ w kigbie (43 - 48 £2 cm u samcow i 42 -
44 +2 cm u samic) jest zblizona do dolnych granic przedziatu typowego dla spaniela
bretonskiego 1 ptochacza niemieckiego (https://www.zkwp.pl/wzorce/95.pdf
https://www.zkwp.pl/wzorce/104.pdf). Dla angielskiego springer spaniela wysokos¢ w
kigbie  okreslono na  stalym  poziomie = 51 cm dla obu plci
(https://www.zkwp.pl/wzorce/125.pdf), co stanowi warto$¢ zblizona do warto$ci pséw
rasy PSM, natomiast w przypadku suk jest to okoto 6 cm roznicy.

Poréwnujac oszacowane wartosci uzyskane w analizie zmienno$ci fenotypowe;j
z warto$ciami okre§lonymi w standardzie rasy polskiego spaniela mysliwskiego,
stwierdzono, ze badana populacja spetnia zalozenia wzorca. Srednia wysoko$¢ w kigbie
u samcow wyniosta 45,2 + 3,16 cm, natomiast u samic mediana 43,0 cm przy rozstepie
kwartylowym 41,5-45,0 cm, co jest zgodne z warto$ciami przewidzianymi we WzOrcu
rasy (4348 +2 com u samcéw oraz 4244 +2 cm u  samic)

(https://www.zkwp.pl/wzorce/1002_PL.pdf).
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8.2 Analiza rodowodowa

8.2.1 ,Mapa kojarzen” — przedstawienie schematu kojarzen oraz linii

meskich i zenskich u polskiego spaniela mysliwskiego

Na podstawie przedstawionego schematu (Rycina 9) i informacji rodowodowej

wyodrebniono linie zenskie i meskie. Linii mgskich bylo osiem i oznaczono je literami

alfabetu od ,,A” do ,,G” i ,,I” (Rycina 10). Najbardziej rozbudowane byty linie ,,A” i

»B”, ktore w niektérych odnogach obejmuja nawet pig¢ pokolen. Linii zenskich

wyodrebniono takze jest osiem, ktorym przyporzadkowano litery od ,,M” do ,,U”

(Rycina 11). Najwigksza pod wzglgdem liczebnos$ci potomkow byta linia ,,M”.

poszczegoblne linie, oznaczano tym samym kolorem kazdego kolejnego potomka.

Objasnienie do schematu linni zenskich (Rycina 11):

Linie faczace kojarzone pary pozostawiono w tym samym kolorze. Prezntujac

Objasnienie do schematu linni meskich (Rycina 10):

Linia A — kolor zielony

Linia B — kolor r6zowy

Linia C — kolor pomaranczowy
Linia D—kolor jasny niebieski
Linia E — kolor szary

Linia F — kolor czarny

Linia G — kolor czerwony

Linia | — kolor niebieski

Linia M — kolor czerwony
Linia N — kolor rozowy

Linia O — kolor jasny zielony
Linia P— Kkolor jasny ztoty
Linia R — kolor z6tty

Linia S — kolor fioletowy
Linia T — kolor jasny niebieski

Linia U — kolor niebieski
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Rycina 9. Mapa kojarzen w populacji polskiego spaniela mysliwskiego w latach 1993 — 2021 przygotowana za pomocg programuGenPro3.1.0.1
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Rycina 10. Linie meskie w populacji polskiego spaniela mysliwskiego przygotowane na podstawie informacji rodowodowej, przedstawione za

pomocg programu GenPro3.1.0.1.
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Rycina 11. Linie zenskie w populacji polskiego spaniela mysliwskiego przygotowane na podstawie informacji rodowodowej, przedstawione za

pomocg programu GenPro3.1.0.1.
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8.2.2 Zmienno$¢ genetyczna populacji polskiego spaniela mysliwskiego na

podstawie analizy rodowodowej

Na podstawie rodowodow polskiego spanicla mysliwskiego oszacowano sredni
poziom spokrewnienia (AR) dla analizowanej populacji, ktorywyniost21,65%,
natomiast $rednia warto$¢ wspotczynnika inbredu (F) wyniosta 7,38%. Sposrod 548
analizowanych rodowodow badanych osobnikow, 306 (55,8%) bylo zinbredowanych
(F>0). Wartosci F dla poszczegdlnych osobnikow w populacji wahata si¢ od 0 % do
31,25 %, co wskazuje na prowadzenie przez hodowcow/wlascicieli psow kojarzen
sobnikow  spokrewnionych.  Wsréd — zidentyfikowanych — przypadkéw  mozna
wyszczegllnic:

e 4 pary kojarzen pomigdzy pelnym rodzenstwem (0,73 %),

e 47 par kojarzen pomigdzy potrodzenstwem(8,58 %),

e 16 par kojarzen pomigdzy rodzicem a jego potomkiem (2,92 %).
Lacznie sposréd wymienionych wyzej kojarzonych par, 67 par (12,23 %) dotyczyto
osobnikow spokrewnionych w pierwszym lub drugim stopniu. Tego rodzaju dobér par
do kojarzen prowadzi do wzrostu inbredu i zmniejszenia zmienno$ci genetycznej w
populacji. Nie jest to zalecany program prowadzenia pracy hodowlanej, nie mnigj
stosowany przez hodowcow. Tym bardziej, ze wielu badaczy m.in. takze Bannasch i
wsp. (2021) w swoich badaniach wskazuja, ze osobniki pochodzace z ras/populacji o
wysokim poziomie inbredu (F>12,5%) i bardzo wysokim (F>25%) czgsciej byly
poddawane opiece weterynaryjnej,co potwierdza to, ze wysoki poziom inbredu moze
prowadzi¢ do problemoéw zdrowotnych osobnikéw zinbredowanych. Zmniejszenie
liczebno$ci miotu, Czy tez mniejsza przezywalnosci szczenigt jako nastgpstwo
wystapienia depresji inbredowej u pséw roéznych ras opisujg takze Gresky i wsp. (2005)
oraz Leroy i wsp. (2015). Ponadto, w badaniach Wellmann i Pfeiffer (2009) wykazano
wystepowanie dodatniej korelacji pomiedzy wzrostem inbredu a wzrostem szansy na
ujawnienie si¢ chorob autosomalnych recesywnych. W bazie OMIA (ang. Online
Mendelian Inheritance in Animals), umieszczono do tej pory 515 chordb genetycznych
wystepujacych u psa domowego, w tym 227uwarunkowanychallelami recesywnymi
(Nicholas i Tammen, 2025).

Jednak z drugiej strony, przy interpretacji otrzymanych wynikow nalezy
uwzgledni¢ histori¢ tworzenia rasy 1 wynikajaca z tego probe odtworzenia populacji

polskiego spaniela mysliwskiego. Poczatkowe prace dr A. Krzywinskiego opieraty si¢
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na ograniczonej liczbie osobnikoéw 1 niewielkich mozliwosciach doboru par
hodowlanych, co doprowadzito dokojarzen w pokrewienstwie w nowopowstajacej
populacji polskiego spaniela mysliwskiego (Lakomik-Kaszuba, 2016, 2022).

Roéwnie wysoki poziom inbredu w populacji ogara polskiego zaobserwowata w
swoich badaniach Glazewska (2008). W badanej populacji na przestrzeni lat 1960-2004
inbred wzrost u tej rasy z 7% do 37%. Réwnie wysoki §redni wspotczynnik inbredu
zanotowali Letko i wsp. (2020) w pracach nad rasg leonberger. Badania prowadzone
byly na rodowodach pséw urodzonych w latach 1880-2016 1 wspotczynnik inbredu w
2016 r. wynidst 29%, a $rednie spokrewnienie 31 %. Wysokie $rednie spokrewnienie
25,3 % 1 15,5 %, jak i wspotezynnik inbredu na poziomie 26,2 % i 22,0 % obserwowali
Cole i wsp. (2004). Badali oni rasy, ktore cieszg si¢ duzg popularnoscia wsrod
wiascicieli psow i ktorych jednocze$nie liczebnos¢ osobnikow w rasie jest wysoka,
czyli u ras owczarek niemiecki i labrador retriver, odpowiednio. Z kolei Bannash i wsp.
(2021) prowadzacy badania dotyczace spokrewnienia i inbredu u réznych ras psa
domowego, w tym mi¢dzy innymi u ras z grupy spanieli, podaja warto$¢ wspdtczynnika
F dla cocker spaniela angielskiego na poziomie 39,0 %, a dla springer spaniela
angielskiego 31,2 %. Na tle powyzszych danych, wspotczynnik inbredu 0szacowany w
analizowanej populacji polskiego spaniela mysliwskiego moze wydawac si¢ dos¢ niski,
nie mniej jednak, jego wysoka warto$¢ jest niepokojaca, gdyz jest to, patrzac na rys
historyczny rasy, stosunkowo mtoda rasa psa domowego. Jednak jak podkresla: Leroy
(2011), Lewis i wsp. (2015) oraz Bannasch(2021) w celu zachowania genetycznego
»potencjatu” rasy istnieje koniecznos¢ kontrolowania poziomu inbredu i kluczowe jest
dokonywanie wiasciwego doboru zwierzat do kojarzen.

Efektywna wielkos¢ populacji (Ne), oszacowana metoda regresji liniowej
inbredu wzgledem daty urodzenia w badanej populacji polskiego spaniela mysliwskiego
wyniosta 296,87. W badaniach dotyczacych genetyki populacji zaktada si¢, ze Ne
powinna wynosi¢ minimum 50, a wskazane jest aby wynosita powyzej 100 (Frankham i
wsp., 2002). Gdy efektywna wielko§¢ populacji spada ponizej 100 utrata
heterozygotycznosci w kolejnych pokoleniach przyspiesza, a przy warto$¢ ponizej 50
0znacza juz jej utrate o 1% na pokolenie (Maijala, 1990). Tym samym wzrasta ryzyko
wystgpienia w danej populacji niepozadanych skutkéw inbredu. Henson (1990)
udowodnit, ze utrata roznorodnosci genetycznej w ciggu 10 pokolen wyniosta dla Ne
réwnego: 25, 50, 125, 250 i 500, co stanowito odpowiednio 18%,10%,4%, 1,6% i 0,8%.

Przy warto$ci 50 i mniejszej jest to juz znaczna utrata roznorodno$ci genetycznej.
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Do$¢ wysoka warto§¢ Ne w analizowanej populacji polskiego spaniela
mysliwskiego 0szacowana na podstawie informacji rodowodowej S$wiadczy o
umiarkowanym tempie utraty roznorodnosci genetycznej. Na tej podstawie mozna
wnioskowac, ze populacja PSM moze by¢ uwazana za stabilng i ze nie jest zagrozona
gwaltownym wzrostem inbredu.

Dodatkowo wykonano symulacj¢ Ne, zgodnie z wymaganiami postawionymi
przez FCI zawartymi w dokumentach, dotyczgcymi miedzynarodowego, tymczasowego
uznania nowej rasy psa domowego (regulamin wewnetrzny FCI, zalaczniki nr 5).
Wytyczne FCl wskazuja, ze w przypadku braku mozliwo$ci wyodrebnienia 8 grup
rodzinnych, alternatywa moze by¢ oszacowanie efektywnej wielkosci populacii
(Frankham i wsp., 2002). Ne powinna by¢ wyliczona dla populacji referencyjnej,
definiowanej jako wszystkie osobniki urodzone w ciggu ostatnich pigciu lat orazjej
przodkow z co najmniej trzech pokolen wstecz (regulamin wewngtrzny FCI, zataczniki
nr 5).(W niniejszym rozdziale, nazwa ,,populacja referencyjna” uzyta zostata jeszcze raz
na kolejnej stronie, ale dotyczyta innej grupy zwierzat, zgodnie z opisem zastosowanym
przez Gutiérrez i Goyache (2005). Na potrzeby niniejszej analizy, okres pigcioletni
ustalono wedlug daty urodzenia najmlodszego osobnika, dla ktorego rodowdd
otrzymano tj. 17.06.2024r. W okresie od 17.06.2019 r. do 17.06.2024 r. urodzito si¢ 389
psow rasy polski spaniel mysliwski, a liczba ich przodkow do trzeciego pokolenia
wstecz liczyta 93 osobniki. Efektywna wielko$¢ populacji Ne obliczono ta samg metoda
jak dla catej analizowanej populacji. Jej wartos¢ wyniosta 115,6 1 byta zgodna z
procedurami FCI. Na dzien przeprowadzonej analizy (15.07.2025r.) rasa polski spaniel
mysliwski spetnia, przynajmniej w omawianym zakresie, kryterium potrzebne do
tymczasowego uznania rasy przez FCI.

Analiza struktury rodowodowej badanej populacji wykazata, ze zostala ona
zatozona przez niewielka liczbe osobnikow. Liczba zatozycieli wynosita 26, natomiast
ich efektywna liczba byta znacznie nizsza i wyniosta 6,23. Oznacza to, ze udziat
poszczegbdlnych zatozycieli byt wysoce nierownomierny. Rzeczywisty wktad
genetyczny do populacji byt silnie skoncentrowany wokoét kilku osobnikow (6,23), a
pozostali zatozyciele wniesli niewielki wktad lub na przestrzeni latich linie wygasty.
Dodatkowo, tylko dwoch przodkow odpowiadato za 50% zmiennosci genetycznej.
Populacja zostata, wigc utworzona w oparciu 0 niezwykle malg liczbe osobnikow
(6,23). Pomimo tego, $redni wspotczynnik inbredu (F) w populacji wynidst 7,38% i byt

nizszy od wartosci oczekiwanej (8,02%) oszacowanej na podstawie udzialu zatozycieli.
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Nieodlagcznym elementem analizy struktury populacji jest tez liczba
przodkow.Wanalizie struktury przodkow programem ENDOG 4.8 wykorzystuje si¢
informacje o populacji referencyjnej (nie myli¢ z ,,populacje referencyjng” wedtug FCI,
zostalo to wytlumaczone na poprzedniej stornie) rozumianej jako liczba osobnikéw, dla
ktorych kazdy z rodzicow jest znany (Gutiérrez i Goyache, 2005). Wynik analizy
wskazywal na 522 osobnikow populacji referencyjnej PSM, a liczba jej zatozycieli na
22, natomiast ich efektywna liczba oszacowana zostata na 6 osobnikéw. Efektywna
liczba zatozycieli byta taka sama jak efektywna liczba przodkow (fe=fa=6), co
wskazuje, ze ograniczenie roznorodnosci genetycznej populacji wynikalo gléwnie z
etapu zatozycielskiego, bez wyraznych oznak dominacji pojedynczych reproduktorow
w kolejnych pokoleniach. Plan hodowlany byl prowadzony w sposdb dos¢
zrbwnowazony, bez istotnego zwigkszenia udzialu genetycznego pojedynczych
osobnikéw w kolejnych pokoleniach.

Analiza kompletnosci rodowodow przeprowadzona programem
ENDOG_4.8.wykazata, ze dane o rodzicach (pierwsze pokolenie wstecz) 548
osobnikéw byty dostgpne w 95,26 % przypadkow. Informacje o dziadkach (drugie
pokolenie wstecz) byly znane s$rednio w 79,65 % przypadkéw, natomiast dane
dotyczace pradziadkéw (trzecie pokolenie wstecz) byly dostepne jedynie w 54,84 %
(Tabela 25.). W kolejnych pokoleniach wstecz (czwartym i pigtym) zaobserwowano

wyrazny spadek kompletno$ci informacji rodowodowe;.

Tabela 25. Kompletno$¢ rodowodéw w badanej populacji polskiego spaniela

mysliwskiego.
Pokolenie Kompletno$é¢informacji
wstecz 0 przodkach [%]

1 95,26

2 72,63 - 86,68
3 34,67 - 79,56
4 9,67 - 40,15
5 0,55 - 16,24

W celu doktadniejszej oceny zmiennosci genetycznej populacji, przeanalizowano
ponownie podstawowe parametry zmiennosci genetycznej, przy czym analizg
przeprowadzono:

e W rozbiciu na kolejne pokolenia (Rycina 12) Pokolenie | — liczba osobnikoéw z

kompletnym rodowodem do pierwszego pokolenia wstecz (rodzicow); pokolenie
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Il — liczba osobnikéw z kompletnym rodowodem do drugiego pokolenia wstecz
(dziadkow); pokolenie IIT — liczba osobnikéw z kompletnym rodowodem do
trzeciego pokolenia wstecz (pradziadkow),

e w zaleznosci od przyjetej liczby pokolen (Rycina 13)

" 100 ® 30
E ~
° 5
T2 80 B g
S 2 z
<3 =
—_ O . """" ™ 20 U
2 9 60 || <
5 2 g
TN | 15 8
(% 2 0
58S 40 — 2
sz - 10 %
% E
a3 20 ©
U~ 5 c
- Py
v un a4
538 0 A—L 0o
| (n=166) Il (n=284) Il (n=72) u
m Sredni inbred (%) 2,52 9,78 11,79
m Srednie spokrewnienie (%) 18,76 23,96 25,64
Osobniki zinbredowane (%) 10,24 76,41 100
® Efektywna wielkos¢ populacji
y Ne) popuiad 19,8 6,7 29,3

Rycina 12. Wybrane parametry analizy rodowodowej w populacji polskiego spaniela
mysliwskiego w podziale na kolejne pokolenia.

Analiza danych wykazata, ze ,,gl¢bokos¢” dostepnego rodowodu wptywa na
warto$¢ podstawowych parametrow zmiennosci genetycznej populacji. Stwierdzono
wzrost: wspolczynnika inbredu, $redniego spokrewnienia oraz udzialu osobnikow
zinbredowanych wraz ze wzrostem liczby znanych pokolen. Podobne wyniki badan
zaprezentowane zostaly przez innych autorow, szczegdlnie w odniesieniu do kilku
pierwszych grup pokoleniowych (Calboli i wsp., 2008). W analizowanej populacji
polskiego spaniela mysliwskiego obnizeniu ulega jedynie efektywna wielko$¢ populacji
w Il pokoleniu (Ne=6,7), mimo, ze to wlasnie ta grupa byla najliczniejszej
reprezentowana (284 osobniki). Taki wynik moze §wiadczy¢ o ograniczonej liczbie
osobnikow aktywnie uczestniczacych w rozrodzie w tym okresie, na przyktad na skutek
intensywnego wykorzystania wybranych reproduktorow. Zjawisko to jest dobrze

udokumentowane w hodowli psow rasowych, gdzie ograniczona pula zatozycielska
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oraz czgste wykorzystywanie niewielkiej liczby dominujacych (w rozumieniu czgsto
wykorzystywanych) reproduktorow prowadzi do szybkiego wzrostu spokrewnienia i
inbredu wewnatrz populacji (Leroy, 2011; Lewis i wsp., 2015, Bannasch i wsp., 2021).
W pokoleniu 11 zaobserwowano ponowny wzrost Ne, co wskazywatoby na przejsciowy
efekt ,,popularnego” reproduktora, ktory byt ograniczony jedynie do II pokolenia, bez
trwalego wptywu na zmienno$¢ genetyczng populacji. W pokoleniu 111 zaobserwowano
takze najwyzszy poziom inbredu oraz bardzo wysoki udziat osobnikoéw zinbredowanych
(100%). Wyniki sugeruja, ze w pokoleniu III wzrastal udzial kojarzen krewniaczych.
Nalezy mie¢ na uwadze tez to, ze zaobserwowany wzrost inbredu pomigdzy
pokoleniami I -1II mozna tez wytlumaczy¢ dysponowaniem bardziej kompletng
informacja rodowodowa o przodkach. Im wiecej danych bylo dostepnych, tym

doktadniejsza analiza mogta zosta¢ przeprowadzona.
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Rycina 13. Wybrane parametry analizy rodowodowej w populacji polskiego spaniela
mysliwskiego w zaleznosci od przyjetej liczby pokolen.

Wartos¢ efektywnej wielkosci populacji (Ne) i przyrostu inbredu (F) roéznity si¢
w zaleznosci od liczby pokolen uwzglgdnianej w analizie (Rycina 13). Przy
maksymalnej liczbie pokolen ($rednio 5,28, maks. 9 pokolen) wzrost inbredu wyniost
0,82 %, a efektywna wielkos¢ populacji (Ne) wynosita 61,29. Z kolei przy sredniej
liczbie kompletnych pokolen (1,73), czyli liczbie pokolen, dla ktérych znana byta petna
informacja o przodkach, wzrost inbredu byt wyzszy i wynosit 4,98 %, przy do$c¢ niskie;j

efektywnej wielko$¢ populacji (Ne = 10,05). Natomiast przy $redniej liczbie pokolen
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(2,80), oszacowany wzrost inbredu wynosit 3,21 %, a efektywna wielko$¢ populacji
15,56. Wyniki te wskazuja na znaczace zréznicowanie parametrow w zaleznosci od
przyjetej metodyki oceny glebokosci rodowodu. Osobniki z bardzo ,,ptytkim”
rodowodem (np. informacja tylko o rodzicach) majg czesto zanizony F, gdyz nie mozna
zweryfikowac pokrewienstwa, nie majgc takich danych. Jak stusznie zauwaza Calboli i
wsp. (2008) brak petnych danych rodowodowych utrudnia rzeczywista oceng poziomu
inbredu. Dodatkowo, Leroy (2011) wskazuje, ze analizy oparte na danych
rodowodowych maja trzy istotne ograniczenia. Po pierwsze, nie wszystkie osobniki w
populacji sa rejestrowane. Dotyczy to psow rasowych, ktore mimo posiadania metryki
urodzenia nie zawsze sg zgtaszane do odpowiednich organow kynologicznych (np.: FCI
— w Polsce ZKwP, The Kennel Club czy American Kennel Club), a tym samym nie
otrzymuja rodowodu. Po drugie, nawet jesli dany osobnik ma rodowod, to w przypadku
braku pelnych danych o jego rodzicach, czy dalszych przodkach, nie mozna wykluczy¢
potencjalnego pokrewienstwa z innymi osobnikami w analizowanej populacji. Osobnik
moze by¢ blisko spokrewniony z innym, np. poprzez wspdlnego ojca (pétrodzenstwo),
ale z powodu braku takiej informacji analiza nie uwzgledni takiego powigzania. Po
trzecie, drobne bledy pisarskie mogg wprowadzaé btgdng nazwe osobnika lub jego
przodkow, co takze ma wplyw na obliczane parametry/wskazniki. Z tego tez wzgledu,
aby uzyska¢ pelniejszy obraz zmiennosci genetycznej populacji polskiego spaniela
mysliwskiego, postuzono si¢ w dalszych analizach wynikami analiz molekularnych z
wykorzystaniem markeréw genetycznych — sekwencji mikrosatelitarnych.

W celu oceny dynamiki reprodukcyjnej w analizowanej populacji polskiego
spaniela mys$liwskiego oszacowano odstep miedzypokoleniowy, definiowany jako
sredni wiek rodzicow w chwili narodzin potomstwa przeznaczonego do reprodukcji
(James, 1977). Dodatkowo wyliczono rowniez $redni wiek rodzicow w chwili narodzin
potomstwa niezaleznic od jego pézniejszego wykorzystania W hodowli.Analize
przeprowadzono osobno dla czterech podstawowych $ciezek genealogicznych: ojciec—
syn, ojciec—corka, matka—syn oraz matka—corka. Wyniki uzyskane dla badanej populacji

PSM przedstawiono w Tabeli 26.
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Tabela 26. Odstep mi¢dzypokoleniowy oraz $redni wiek rodzicow przy urodzeniu
potomstwa (w latach) w badanej populacji polskiego spaniela mysliwskiego.

Sciezka genealogiczna Odstep miedzypokoleniowy Sredni wiek rodzica

(lata) (lata)

Ojciec —syn 3,78 3,80
Ojciec — corka 3,68 3,78
Matka — syn 3,46 3,84
Matka — corka 4,25 3,75
Srednia 3,79 3,79

Oszacowane  wartosci  byly  zblizone, a $redni wynik  odstgpu
mi¢dzypokoleniowego i wieku rodzica identyczne - 3,79 lat. Wskazuje to na wzglednie
stabilny system reprodukcyjny w populacji, bez wyraznego opoOznienia W
przystepowaniu danych osobnikdéw do rozrodu.

Dzigki analizom w programie ENDOG 4.8 mozliwe bylo ustalenie w badanej
populacji polskiego spaniela mysliwskiego osobnikdw z najwigksza liczba potomstwa
w przypadku kazdej z ptci. Wybrano po 10 psoéw i 10 suk, a dane przedstawiono w
Tabeli 27. Lista wszystkich samcoéw i samic majacych potomstwo wraz z ich liczbg

zaprezentowano w zalaczniku IV i V (aneks).

Tabela 27. Osobniki rasy polski spaniel mysliwski z podziatem pod wzgledem pic i z
najwigkszg liczba potomstwa.

Lp. Nr samca z najwigksza Liczba Lp. Nr gamicy z najwigksza Liczba
liczba potomstwa potomstwa liczba potomstwa potomstwa
1 31 63 1 25 23
2 107 46 2 116 17
3 12 37 3 14 17
4 67 36 4 109 16
5 76 32 5 61 14
6 79 28 6 28 14
7 54 25 7 36 13
8 98 22 8 13 13
9 46 20 9 104 12
10 185 15 10 57 11
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Na podstawie tabeli 27 oraz analizy danych rodowodowych mozna stwierdzic,
ze najczesciej wykorzystywanym w rozrodzie samcem byl samiec nr 31, ktéry byt
kojarzony z czterema samicami — dane z Tabeli 27: nr 25 (4 mioty - 18 szczeniat), nr
116 (2 mioty- 14 szczeniat), nr 61 (1 miot- 3 szczenieta), nr 28 (1 miot- 7 szczenigt)oraz
z szescioma sukami spoza osobnikow przedstawionych w Tabeli 27. Drugim samcem o
wysokiej liczbie potomstwa byt samiec nr 107. Kojarzony byt on z dziesigcioma
sukami, w tym =z czterema nalezagcymi do pierwszej dziesigtki najczesciej
wykorzystywanych suk (Tabel 27): samica nr 25 (1 miot i 5 szczeniat);nr 61 (1 miot- 4
szczenigta),nr 36 (2 mioty- 5 szczeniat), nr 104 (2 mioty- 12 szczeniat). Kolejny samiec
—nr 12 — kojarzony byt zaréwno z samicg nr 13, jak i 14 po trzy razy, dajac tacznie po 9
szczenigt od kazdej suki. Natomiast w przypadku suki o najwickszej liczbie potomstwa
nr 25 (Tabela 27) cate potomstwo pochodzito wylacznie z kojarzenh z dwoma
reproduktorami nr 31 (4 mioty -18 szczeniat) oraz z samcem nr 107 (1 miot - 5
szczenigt). Samica nr 116 kojarzona byla z samcem nr 31 (2 mioty - 14 szczeniat) i
samcem nr 98 (1 miot -3 szczenigta). Trzecia z najczesciej wykorzystywanych suk
(nr 14) takze kojarzona byla wylacznie z wyzej wymienionymi najczesciej
wykorzystywanymi samcami, odpowiednio z samcem nr 12 (3 mioty - 9 szczeniat) i
samcem nr 76 (2 mioty - 8 szczenigt). Dla pozostatych samcow i samic uwzglednionych
w Tabeli 27 odnotowano wytacznie jedno kojarzenie z osobnikiem przeciwnej pici
uwzglednionego takze w tabeli. Nalezy zaznaczyé, ze podana w Tabeli 27 liczba
szczenigt opiera si¢ wylacznie na danych rodowodowych 1 moze nie odzwierciedla¢
faktycznej liczby - nie dla kazdego szczenigcia czy dorostego psa jest wydawany
rodowdd, co =zostalo juz wspomniane wczesniej (Str. 97). Trzech najczesSciej
wykorzystywanych do kojarzen reproduktorow (samce nr: 31, 107 i 12) miato tacznie

146 sztuk potomstwa.

8.3 Analiza zmiennoSci genetycznej badanej populacji polskiego spaniela
mysliwskiego z wykorzystaniem markerow mikrosatelitarnych

8.3.1 Liczba i frekwencja alleli sekwencji mikrosatelitarnych

Przeprowadzenie analiz molekularnych z  wykorzystaniem  sekwencji
mikrosatelitarnych pozwolito na dokonanie oceny zmiennosci genetycznej w badanej
populacji polskiego spaniela mysliwskiego.

Do analizy wykorzystano 22 loci mikrosatelitarne zlokalizowane w autosomach,
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dla ktorych dtugosci alleli miescity si¢ w przedziale od 81 pz (AHTk211) do 250 pz
(AHTh260) (Tabela 28). Liczba alleli przypadajacych na pojedynczy locus w badanej
populacji wahata si¢ od dwoch (sekwencje wykorzystane tylko w analizie u samcow:
C109, C225) do jedenastu (FH2054, INU055, REN169D01). Srednia liczba alleli
wyniosta 7,18 + 2,54, przy czym u samic wykazano nieco wyzszy poziom
zroznicowania (7,59 + 1,54) niz u samcow (6,64 + 2,08) (Tabela 28). Frekwencja
poszczegolnych alleli loci mikrosatelitarnych zostata zaprezentowana na Rycinach 14 -
18. Wedlug Barkera (1994) w badaniach dystansu genetycznego, aby zredukowac
wielko$¢ btedu standardowego, Srednia liczba alleli w locus powinna wynosi¢ okoto 4.
Powyzsze wyniki wskazuja, ze wybrane sekwencje mikrosatelitarne sa odpowiednie do

analizy zmiennosci genetycznej PSM.
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Tabela 28. Zakres dlugosci sekwencji mikrosatelitarnych, liczba alleli i1 liczba
osobnikow przebadanych w kierunku pod wzglgdem 22 sekwencji mikrosatelitarnych w
badanej populacji polskiego spaniela mysliwskiego

Dlugosé Liczba alleli Liczba przebadanych osobnikow
Locus alleli
02) Samce Samice Populacja Samce  Samice Populacja

AHTk211 81-91 5 6 6 61 109 170
AHTh260 236-250 8 8 8 61 115 176
AHTK253 283-297 7 7 7 51 86 137
FH2054 141-173 9 10 11 63 119 182
INUO55 192-220 8 9 11 64 119 183
REN105L03 229-241 6 7 7 63 117 180
REN169D01 187-215 10 9 11 61 115 176
REN169018 158-168 4 4 4 63 120 183
REN54P11  220-238 8 10 10 60 118 178
ATH121 90-104 8 8 8 56 101 157
CXX279 117-129 7 7 7 57 115 172
FH2848 226-238 6 6 6 70 115 185
INRA21 83-99 8 9 9 69 118 187
INUOO5 104-128 8 7 8 68 119 187
INUO030 143-163 7 7 8 70 114 184
REN162C04 192-204 7 7 7 70 90 160
RENG4E19 134-148 8 8 8 69 118 187
C109 152-154 2 - 2 60 - 60
C172 138-154 5 - 5 61 - 61
C204 194-208 5 - 5 59 - 59
C225 163-171 2 - 2 62 - 62
C250 128-146 8 - 8 53 - 53
Srednia - 6,636 7,588 7,182 - - -

+SD - 2,083 1,543 2,538 - - -
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Rycina 14. Porownanie frekwencji alleli wybranych sekwencji mikrosatelitarnych w badanej populacji PSM.
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Rycina 15. Porownanie frekwencji alleli wybranych sekwencji mikrosatelitarnych w badanej populacji PSM.
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Rycina 16. Porownanie frekwencji alleli wybranych sekwencji mikrosatelitarnych w badanej populacji PSM.
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Rycina 17. Frekwe Poréwnanie frekwencji alleli wybranych sekwencji mikrosatelitarnych w badanej populacji PSM.
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Rycina 18. Porownanie frekwencji alleli wybranych sekwencji mikrosatelitarnych w badanej populacji PSM.
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9.3.3 Liczba i frekwencja genotypéw pod wzgledem sekwencji

mikrosatelitarnych

Oszacowano Wwspoétczynniki  heterozygotyczno$ci  obserwowanej (Hp) |
oczekiwanej (Hg), PIC oraz wyniki testu zgodno$¢ rozktadu genotypéw z oczekiwanym
w badanej populacji polskiego spaniela mysliwskiego (Tabela 29). Liczba
zidentyfikowanych genotypow w badanej populacji wahata si¢ od dwoch (C109 —
sekwencja mikrosatelitarna zastosowana w analizie tylko u samcow) do dwudziestu
siedmiu (REN64E19). Srednia liczba genotypow wyniosta 16,96 + 7,39 dla calej
populacji, przy czym u samic (17,12 + 3,86) odnotowano nieco wigksze zréznicowanie
niz u samcéw (13,36 + 5,24). Srednia warto$é heterozygotycznosci obserwowanej (Ho)
dla catej populacji wyniosta 0,646 + 0,186, natomiast heterozygotyczno$¢ oczekiwana
(He) osiagneta podobng warto$é tj. 0,641 + 0,167, co wskazuje na odpowiedni poziom
zmiennosci genetycznej badanje populacji. W przypadku 3 sekwencji (C109, C204,
C225 zastosowanych tylko u samcow) He osiggneta wartos¢ ponizej 0,6. Dlatego tez w
przysztosci nie rekomenduje si¢ ich do wykorzystania w badaniach zmiennosci
genetycznej populacji PSM. Natomiast pozostate sekwencje majgce warto§¢ Hg wigksza
od 0,6, beda mogty by¢ wykorzystywane w tego rodzaju analizach (Ott, 1992).

Zastosowane markery mikrosatelitarne wykazywaly wysokie warto$ci
wskaznikow PIC (PIC>0,5 dla wigkszosci loci), przy sredniej 0,598 + 0,166, co
sugeruje, ze wigkszo$¢ analizowanych loci mikrosatelitarnych bylo wystarczajaca
polimorficzna i moze by¢ z powodzeniem stosowana w badaniach zmiennosci
genetycznej (Ott, 1992).

Whyniki testu rownowagi Hardy’ego-Weinberga (HW) wskazuja, ze wigkszos¢
analizowanych loci pozostaje wsatnie réwnowagi genetycznej zarowno w grupie
samcow, jak i samic (p > 0,05). Istotne odchylenia od réwnowagi stwierdzono jedynie
dla trzech markerow: FH2848 (p < 0,001 u samic i w catej populacji), REN64E19 (p <
0,01 w catej populacji) oraz C172 (p < 0,001 u samcow).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze badana populacja posiada stabilng strukturg
genetyczng oraz ze zastosowany zestaw 19 z 22 markerow mikrosatelitarnych (z
wyjatkiem sekwencji: C109, C204, C225 pod wzgledem, ktorych Hg<0,6) jest

odpowiednia do analiz r6znorodnosci genetycznej i1 identyfikacji osobnikow.
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Tabela 29. Wspolczynnik heterozygotycznosci obserwowanej ioczekiwanej (HE), PIC oraz wynik testu zgodno$¢ rozktadu genotypow z oczekiwanym w badanej PSM.

Liczba genotypow H, He PIC HW?

Locus Samce | Samice | Populacja | Samce | Samice | Populacja | Samce | Samice | Populacja | Samce | Samice | Populacja | Samce | Samice | Populacja
AHTK211 11 12 12 0,557 | 0,560 | 0,559 | 0,597 | 0,602 | 0,600 | 0,549 | 0,550 | 0,552 NS NS NS
AHTh260 19 18 21 0,721 | 0,678 | 0,693 | 0,717 | 0,718 | 0,716 | 0,680 | 0,682 | 0,682 NS NS NS
AHTKk253 15 18 19 0,765 | 0,779 | 0,774 | 0,772 | 0,770 | 0,770 | 0,729 | 0,731 | 0,732 NS NS NS
FH2054 14 15 19 0,635 | 0,655 | 0,648 | 0,622 | 0,620 | 0,622 | 0,585 | 0,565 | 0,576 NS NS NS
INUO055 16 18 22 0,734 | 0,689 | 0,705 | 0,731 | 0,727 | 0,728 | 0,684 | 0,681 | 0,684 NS NS NS
REN105L03 | 13 14 16 0,762 | 0,744 | 0,750 | 0,727 | 0,715 | 0,719 | 0,675 | 0,670 | 0,673 NS NS NS
REN169D01| 18 19 24 0,672 | 0,687 | 0,682 | 0,690 | 0,665 | 0,673 | 0,656 | 0,629 | 0,640 NS NS NS
REN169018| 9 9 10 0,683 | 0,658 | 0,667 | 0,637 | 0,576 | 0,597 | 0,575 | 0,505 | 0,531 NS NS NS
REN54P11 14 20 22 0,633 | 0,703 | 0,680 | 0,649 | 0,669 | 0661 | 0,601 | 0,618 | 0,614 NS NS NS
ATH121 18 18 25 0,589 | 0,624 | 0,611 | 0,691 | 0,631 | 0,652 | 0,655 | 0,595 | 0,618 NS NS NS
CXX279 14 16 20 0,526 | 0,539 | 0,535 | 0,624 | 0,588 | 0,599 | 0,586 | 0,552 | 0,565 NS NS NS
FH2848 13 15 15 0,586 | 0,626 0,611 | 0,737 | 0,727 | 0,729 | 0,686 | 0,678 | 0,682 NS faleie faleie
INRA21 15 22 24 0,652 | 0,712 | 0,690 | 0,663 | 0,739 | 0,713 | 0,600 | 0,700 | 0,669 NS NS NS
INUO0O5 17 17 22 0,647 | 0,588 | 0,610 | 0,664 | 0,576 | 0,608 | 0,627 | 0,534 | 0,571 NS NS NS
INUO030 14 15 18 0,557 | 0,605 | 0,587 | 0,655 | 0,648 | 0,650 | 0,612 | 0,597 | 0,604 NS NS NS
REN162C04 | 19 19 22 0,743 | 0,756 | 0,750 | 0,811 | 0,746 | 0,780 | 0,780 | 0,715 | 0,751 NS NS NS
RENG64E19 20 26 27 0,667 | 0,780 | 0,738 | 0,815 | 0,836 | 0,828 | 0,784 | 0,812 | 0,804 NS NS **
C109 2 - 2 0,000 - 0,000 | 0,033 - 0,033 | 0,032 - 0,032 ND - ND
C172 4 - 4 1,000 - 1,000 | 0,657 - 0,657 | 0,599 - 0,599 Fkk - faleie
C204 8 - 8 0,525 - 0,525 | 0,550 - 0,550 | 0,477 - 0,477 NS - NS
C225 3 - 3 0,500 - 0,500 | 0,394 - 0,394 | 0,314 - 0,314 ND - ND
C250 18 - 18 0,906 - 0,906 | 0,820 - 0,820 | 0,787 - 0,787 ND - ND
Srednia 13,364 | 17,118 | 16,955 | 0,639 | 0,670 | 0,646 | 0,648 | 0,680 | 0,641 | 0,603 | 0,636 | 0,598 - - -
+SD 5,242 | 3,855 7,390 | 0,187 | 0,073 | 0,18 | 0,167 | 0,075 | 0,167 | 0,165 | 0,082 | 0,166 - - -

9 Poziom istotnosci braku rownowagi Hardy'ego-Weinberga: *** wysoko istotny (p<0,001), ** wysoko istotny (p<0,01), * istotny (p<0,05), NS - nie istotny, ND- testu nie
przeprowadzono ze wzgledu na zbyt mala liczbe grup
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Na podstawie frekwencji alleli pod wzgledem 22 sekwencji mikrosatelitarnych
oszacowano za pomocg programu Cervus 3.0.3 (Marshall, 1998-2007; Kalinowski i
wsp., 2007):

e CPnEl - kombinowane prawdopodobienstwo nie-wykluczenia dla jednego

kandydujacego rodzica - 0,00087949,

e CPnE2 - kombinowane prawdopodobienstwo nie-wykluczenia dla jednego
kandydujacego rodzica przy znanym genotypie rodzica plci przeciwnej
0,00000267

e CPnE3 - kombinowane prawdopodobienstwo nie-wykluczenia dla pary
kandydujacych rodzicow 0,0000000002896

e CPEnl - kombinowane prawdopodobiefistwo nie-wykluczenia tozsamos$ci
dwach niespokrewnionych osobnikow 0,00000000000000000204
e CPnESI - kombinowane prawdopodobienstwo nie-wykluczenia tozsamosci

dwojga rodzenstwa - 0,00000006.

Wartosci  parametréw kombinowanego prawdopodobienstwa nie-wykluczenia
ksztattuja si¢ na bardzo niskim poziomie, co $wiadczy o tym, iz wybrany panel 22
sekwencji mikrosatelitarnych mogt by¢ z powodzeniem wykorzystany do sprawdzenia
prawidlowos$ci pochodzenia danego osobnika po danej parze rodzicow.

Nastepnie porownano rozktad genotypow migdzy samcami i samicami na
podstawie 17 sekwencji mikrosatelitarnych (z paneli P1 i P2, ktore byly analizowane
dla obu plci) za pomocg programu Genetix4.05 (Belkhir i wsp., 1996-2004). Dzigki
przeprowadzonej analizie korespondencji FCA, ktora pozwala na odpowiednie
umiejscowienie na wykresie przestrzennym 3D osobnikow wzgledem siebie w
zalezno$ci od podobienstwa ich genotypow (Rycina 19). Widoczny na wykresie rozktad
punktow (kazdy punkt reprezentuje 1 osobnika) wskazuje na podobienstwo genetyczne
osobnikow obu ptci w badanej populacji. Pojedyncze 3 punkty (zaznaczone na wykresie
czerwonym kotem) oddalone od skupiska osobnikéw z populacji PSM, byly to 3 samce
onr:11; 84 i 88, ktore nie zostawily po sobie zadnego potomstwa. Ich profil genetyczny
rozni si¢ od profilu genetycznego pozostatych cztonkow populacji PSM, dlatego tez na
wykresie osobniki w matym stopniu podobne genetycznie s3 tak daleko oddalone od

pozostatych osobnikéw z badanej populacji PSM (Rycina 19).
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Rycina 19. Porownanie rozktadu genotypéw miedzy samcami i samicami badanej
populacji polskiego spaniela mysliwskiego na podstawie 17 sekwencji
mikrosatelitarnych

W badanej populacji u samcéwwyodrebniono4 haplotypy na podstawie 3
sekwencji  mikrosatelitarnych:  MS34A, MS34B, MS41Bzlokalizowanych —w
chromosomie Y i obliczono ich frekwencje¢ (Tabela 30) oraz poréownano rozktad
genotypow miedzy samcami w podziale na wyodrgbnione 4 haplotypy z
uwzglednieniem 22 sekwencji mikrosatelitarnych zlokalizowanych w autosomach

(Panel 1 i 2 oraz 5 sekwencji mikrosatelitarnych z Panelu 3) (Rycina 20).

Tabela 30. Frekwencja haplotypow u samcow w badanej populacji polski spaniel
mysliwski pod wzgledem 3 sekwencji mikrosatelitarnych zlokalizowanych w
chromosomie Y.

Haplotyp MS34A [pz] MS34B [pz] MS41B [pz] ha;l;lg:tzyt;)%w Frekwencja
H1Y 170 164 212 5 0,074
H2Y 170 172 212 2 0,029
H3Y 172 164 216 33 0,485
H4Y 172 172 216 28 0,412
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PSM_4_haplotypy.gtx

Rycina 20. Porownanie rozktadu genotypéw migdzy samcami badanej populacji polski
spaniel mysliwski w podziale na 4 haplotypy z uwzglednieniem 22 sekwencji
mikrosatelitarnych.

W Tabeli 30 zaprezentowano cztery haplotypy, roznigce si¢ dtugoscia alleli dla
poszczegdlnych markeréw. U prawie potowy badanych samcow PSM (48,5%)
stwierdzono haplotyp H3Y. Haplotyp H4Y wystepowal rowniez z duzg frekwencjg i
stwierdzono go u 41,2% osobnikow. Pozostate haplotypy (H1Y, H2Y,) miaty duzo
nizsza frekwencje, odpowiednio 7,4% 1 2,9%.

Zaprezentowany wykres przestrzenny (Rycina 20) pokazuje graficzne
rozmieszczenie osobnikow z podziatem na poszczegdlne haplotypy z uwzglednieniem
podobienstwa pod wzgledem 22 sekwencji mikrosatelitarnych. Uzyte na wykresie
kolory odpowiadaja odpowiednim rodzajom haplotypéw. Obserwowany rozklad
punktow sugeruje, ze osobniki o haplotypach H2Y i H4Y (kolor niebieski i szary) sa
skupione blisko siebie, co odzwierciedla ich genetyczne podobienstwo. Natomiast
osobniki o haplotypach H1Y i H3Y) sg bardziej rozproszone, co wskazuje na bardziej
odmienne profile genetyczne. Samce o nr: 30, 47, 82, 84, 122,150, 182 przedstawione
na Rycinie 20 jako skrajne, byly osobnikami, ktére mimo diugiego uzytkowania do
kojarzen, pozostawity po sobie niewielka liczbg potomstwa.

Analiza haplotypéwu samcow wskazuje na obecno$¢ dwoch dominujgcych
haplotypéw oraz dwoéch wariantdw, ktére wystepuja rzadziej. Osobniki niedawno
wprowadzone przez hodowcéw do kojarzen, w zamysle do tworzenia nowych linii
meskich, nie zostaly wyodrgbnione w analizie korespondencji FCA, jako te znaczaco

roznigce si¢ pod wzgledem 22 sekwencji mikrosatelitarnych.
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Wyniki analizy uzyskane za pomocg programu STRUCTURE dla panelu 1
(Rycia 21) obejmujacego 9 markerow, przy wartosci K = 3 ujawnita istnienie trzech
klastrow (oznaczonych kolorami: niebieskim, pomaranczowym 1 fioletowym).
Wigkszo$¢ osobnikow wykazywala mieszane proporcje tych komponentéw. Czgsé
osobnikow zostata przyporzadkowana do jednego klastra (kolor niebieski),
zaobserwowano podziat na odrgbne subpopulacje, cho¢ nie sg to catkowicie odrgbne
populacje. Zbadanie przyczyn zaistniatego zjawiska wymaga doktadniejszych analiz. W
przypadku panelu 2 (Rycia 22) obejmujacego inny zestaw 8 markerow, przy K = 4
odnotowano bardziej zréznicowany obraz struktury genetycznej badanej populacji
polskiego spaniela mysliwskiego. Kolory reprezentujace poszczegdlne klastry u
wiekszosci osobnikow wskazywaty na zwiekszenie procentowego udzialu kazdego z
klatrow w genotypie poszczegdlnych osobnikow. Potaczenie markeréw z obu paneli w
zestaw mieszany (P1+P2) (Rycia 23) dla najwyzszej wartosci przy AK, wskazujacej na
podziat na 4 klastry, pozwolito uzyska¢ bardziej czytelny obraz struktury populacji,

cho¢ ogodlny wzorzec przypominal ten uzyskany dla panelu 1.

~ v

Rycina 21. Zestawienie wykresow przedstawiajgcych szacowang  strukturg
genetyczngpopulacji PSMna podstawie 8 markeréw mikrosatelitarnychpanelu P1.
Wartos¢ K oznacza liczbe zaktadanych klastrow, ,,1” - samce, ,,2” samice. Zostata
zachowana taka sama kolejnos¢ osobnikow na kazdym wykresow (K=2-5).
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Rycina 22. Zestawienie wykresow przedstawiajacych szacowana strukture genetyczng
populacji PSM na podstawie 9 markerow mikrosatelitarnychpanelu P2. Warto§¢ K
oznacza liczb¢ zaktadanych klastrow, ,,1” - samce, ,,2” samice.Zostala zachowana taka
sama kolejnos$¢ osobnik

K=2

K=3

K=4

K=5

~ v

Rycina 23. Zestawienie wykresow przedstawiajgcych szacowang struktur¢ genetyczng
na podstawie 17 markeréw mikrosatelitarnych z obu paneli P1 i P2. Warto$¢ K oznacza
liczbe zaktadanych klastréw, ,,1” - samce, ,,2” samice.Zostata zachowana taka sama
kolejnos¢ osobniko

Markery mikrosatelitarne, nazywane rowniez STR (ang. Short Tandem Repeats),
to krotkie sekwencje DNA o dlugos$ci 2-6 par zasad, ktére powtarzajg si¢ tandemowo i
znajduja si¢ glownie w niekodujacych regionach genomu (Jarne i Lagoda 1996). Ze
wzgledu na dziedziczenie zgodne z prawami Mendla, kazdy osobnik posiada po jednym
allelu od kazdego z rodzicow. Charakteryzuja si¢ one duzg zmiennoscia, co oznacza, ze
w jednym locus moze wystepowaé wiele wariantow alleli, co z kolei zmniejsza

prawdopodobienstwo, ze dwa niespokrewnione osobniki beda mialy identyczne
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genotypy. Markery mikrosatelitarne sg szeroko stosowane w badaniach genetycznej
réznorodnosci populacji, w tym psow oraz do okres$lania pokrewienstwa migdzy
osobnikami. (Goldstein i wsp., 1999; Vladimir i wps., 2020; Radko i Podbielska, 2021)

Srednia liczba alleli przypadajaca w locus w badanej populacji polskiego
spanicla mys$liwskiego wyniosta 7,18 + 2,54 co jest wyzsze niz wartosci (5,5)
opisywane dla rodzimej rasy psa domowego - owczarka podhalanskiego (Radko,
2017r.) czy tez rasy kangal (6,9) (Vladimir i wsp., 2020). Zréznicowanie liczby alleli
mie¢dzy loci mikrosatelitarnymi (od 2 do 11) miesci si¢ w zakresie Stwierdzonym u
réznych ras psa domowego, ale mniejszym niz w populacjach dzikich psowatych, gdzie
liczba alleli czgsto przekracza 12 w locus (Jarausch i wsp., 2023). Wysoka zmiennos¢
stwierdzono dla 15 z 22 markeréw (=7 alleli), w tym dla loci: AHT121, AHT260,
FH2054, INU0O5 i INUO055, co pokrywa si¢ z wynikami badan Radko i wsp. (2017),
ktorzy w swoich badaniach wykorzystywali takze sekwencje mikrosatelitarne z panelu
Canine ISAG STR Parentage Kit, 2014.

Srednia warto$¢ heterozygotycznosci obserwowanej (Ho= 0,646) i oczekiwane;
(He=0,641) w populacji PSM jest poréwnywalna z wynikami dla rasy owczarek
podhalanski Ho= 0,63; (Radko i wsp., 2017), maltanczyk Ho = 0,685 Hg = 0,677,
Yorkshire terrier Ho = 0,662, Hg = 0,698 oraz biewer yorkshire terier Ho = 0,662 i Hg =
0,658 (Radko i Pobielska, 2021), bernenski pies pasterski Ho = 0,577, Hg = 0,581,
golden retriever Ho = 0,560, He = 0,584, chinski grzywaczHo = 0,585, He =0,614,
pudel Ho = 0,578, Hg = 0,580 ( Radko i wsp., 2025). W badaniach Radko i Pobielska
(2021) sposréd o$miu  badanych ras psa domowego najnizszg warto$¢
heterozygotyczno$ci odnotowano dla wilczarza irlandzkiego (Ho = 0,491, He = 0,474).
Dla poréwnania, w rasie psow do towarzystwa, np. terier tybetanski, stwierdzono
wyzszy poziom Hop i Hg, odpowiednio 0,769 i 0,748 (Perfilyeva i wsp., 2023).

Wysoka warto$§¢ wskaznika polimorfizmu (PIC = 0,598 + 0,166) potwierdza
wysoka przydatno$¢ markerow mikrosatelitarnych, co jest zgodne z obserwacjami
Botstein i in. (1980), ktorzy wskazali, iz markery o warto$ci PIC > 0,5 sg wysoko
informatywne i przydatne do analiz pokrewienstwa oraz identyfikacji osobnikow.
Goleman 1 wsp. (2019) uzyskali podobny wskaznik PIC (0,555) dla rasy gonczy polski.
Badania Vladimir 1 wsp. (2020) dla rasy kangal wykazaty zblizone lub wyzsze wartosci
PIC w poszczegolnych markerach mikrosatelitarnych (0,52-0,87), przy sredniej dla
wszystkich loci wynoszacej 0,717. Roéwnie wysokie wartosci PIC odnotowano w

badanej populacji teriera tybetanskiego, odpowiednio 0,543-0,865 (Perfilyeva i wsp.,
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2023), natomiast Radko i wsp. (2025) u 4 badanych ras (bernenski pies pasterski,
golden retriever, chinski grzywacz, pudel) wykazali wartosci PIC: 0,533; 0,539; 0,573;
0,533, odpowiednio.

W analizie haplotypowu samcow PSM stwierdzono wysoka frekwencje dwoch
haplotypow (H3Y 1 H4Y), ktéore tacznie stanowily ok. 90% wszystkich
zidentyfikowanych. Ograniczona liczba haplotypow Y (dwa) zostala rowniez
odnotowana w badaniach Smetanova 1 wsp (2015) dla wilczaka czechostowackiego.
Ro6znorodnos¢ haplotypow mtDNA i chromosomu Y byta rowniez porownywana wsrod
grup ras uznanych przez FCI (http://www.fci.be) (Sundgvist, 2008). Analiza ta
wykazata, ze grupy byly bardziej zréznicowane pod wzgledem czestosci haplotypow
chromosomu Y niz w odniesieniu do mtDNA. Mozna to wytlumaczy¢ strategiami
selekcji psa domowego opartymi na wyborze osobnikow jako zatozycieli rasy: samce
zatozyciele sg bardziej prawdopodobnie pochodzenia podobnej rasy niz samice

zatozyciele (Sundgvist, 2008).

9.4 Analiza zmiennosci sekwencji petli D-loop mitochondrialnego DNA

Wyniki analizy sekwencji petli D mtDNA o dlugosci 165 pzwskazuja na
wystepowanie podobienstwa genetycznego migdzy badanymi osobnikami, a istniejace
roznice umozliwity wyodrebnienie linii (haplotypow) mtDNA.

Na Rycinie 24 przedstawiono wyniki wyrownania sekwencji (ang. Multipleks
sequence alignment) analizowanego regionu petli D mitochondrialnego DNA u
badanych osobnikdéw rasy polski spaniel mysliwski. Symbol ,,*” u géry poréwnania
oraz kolorowe oznaczenia nukleotydow (A, T, G, C), ktore powtarzaja si¢ w kolejnych
rzedach wskazujg na stopien zgodnosci pomiedzy sekwencjami. Widoczna jest wysoka
zgodno$¢ analizowanego fragmentu — wigkszo$¢ pozycji nukleotydowych jest
identyczna we wszystkich probkach, co sugeruje niewielkie zroznicowanie genetyczne
w badanej populacji pod wzgledem badanej sekwencji mtDNA. Natomiast w miejscu
gdzie brakuje symbolu ,,*” i widoczna jest r6éznica w kolorach (nukleotydy T i A) -
wystepuje polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism
— SNP), stanowiacy podstawe do wyodrebnienia poszczegdlnych linii/haplotypow
mtDNA.

W celu wizualizacji wyodrebnionych haplotypéw mtDNA przeprowadzono analize

filogenetyczng w programie MEGA 11.0.10. metoda neighbor-joining.
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Na Rycinie 25 przedstawiono relacje ewolucyjne pomiedzy analizowanymi
sekwencjami mtDNA. Widoczny jest wyrazny podzial na dwie gtowne grupy (klady),
odpowiadajace odrebnym liniom (haplotypom) filogenetycznym. Pierwszy klad
(oznaczony zielonym znacznikiem) reprezentuje halotyp H2 i dotyczy 10 osobnikow, co
stanowi 15,38% przebadanych osobnikow pod wzgledem petli D mtDNA, natomiast
zdecydowana wigkszo$¢ sekwencji (55 osobnikoéw) tworzy drugi klad, reprezentujacy
halpotyp H1 (czerwony znacznik). Zgrupowanie sekwencji w obrebie poszczegolnych

kladow wskazuje na ich wysokie podobiefistwo genetyczne 1 wspdlne pochodzenie.

Species/Abbry || 2| 2| x| x| 2| x| x| 2| 2| 2] x| 22| 2] || 2] x| 2] 2] 22| 2| 2] 2| 2| 2] 2] 5| 2| 2|52

28. PSM2TF.ab1
30. PSM255F .ab1
31. PSM258F ab1
32. PSM255F .ab1
33. PSM244F ab1
34. PSM242F ab1
35. PSM240F ab1
36. PSM237F.ab1
37. PSM236F ab1
38. PSM233F .ab1
38. PSM227TF .ab1
40. PSM226F ab1
41. PSM214F ab1
42. PSM205F.ab1
43. PSM200F.ab1
44. PSM185F ab1
45. PSM17TF.ab1
46. PSM178F.ab1
47. PSM170F.ab1
48. PSM168F.ab1
45, PSM154F ab1
50. PSM150F.ab1
51. PSM146F ab1
52. PSM145-F ab1
53. PSM144F ab1
54, PSM141F.ab1
55. PSM139F.ab1
56. PSM137F.ab1
57. PSM131F.ab1
58. PSM130F.ab1

\_/
Rycina 24. Fragment porownania analizowanych sekwencji petli D mtDNA u badanych

osobnikdw rasy polski spanel mysliwski za pomoca programuMEGA11.0.10 przy
uzyciualgorytmuClustalW. Czarnym znacznikiem zaznaczono miejsce, w ktory
sekwencje si¢ r6znig.
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Rycina 25. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie fragmentu sekwencji
petli D mtDNA u polskiego spaniela mysliwskiego metoda neighbor-joining w
programie MEGA11.0.10.

Uzyskane wyniki wskazuja jednak jednoznacznie na wyodrebnienie jedynie dwoch
linii/haplotypéw H1 i H2 pod wzgledem petli D mtDNA (Rycina 25). Petla D (ang. D —
loop), regionu kontrolnego (ang. control region - CR) jest jedynym niekodujgcym
odcinkiem mtDNA, w ktorym liczba mutacji szacowana jest na ok 10% catkowitej
liczby mutacji mtDNA (Bruford i wsp., 2003). W niniejszych badaniach do analiz
zmiennosci genetycznej mtDNA wybrano petle DmtDNA, ktora z racji licznych mutacji
jest ta czgscig genomu mitochondrialnego, ktory najszybciej podlega zmianom
ewolucyjnym lub inaczej ujmujac, odcinek ten odznacza si¢ najwigkszym
polimorfizmem (Verscheure i wsp., 2013).

Otrzymany wynik zestawiono z informacj¢ rodowodowsg i przedstawiono
schematycznie w postaci wyodrebnionych linii na genogramie (Rycina 27 1 28). Na
Rycinie 27 zaprezentowano osiem odrgbnych linii mtDNA wyodrgbnionych na
podstawie informacji rodowodowych, natomiast na Rycinie 28 wyniki otrzymane na

podstawie poréwnania analizowanego fragmentu petli D mtDNA.
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Rycina 26. Schemat linii mtDNA wyodregbnionych na podstawie
rodowodowe] polskiego spaniela mysliwskiego(schemat powstat w
GenoPro).
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Rycina 27. Schemat linii mtDNA wyodrgbnionych na podstawie wynikoéwanalizy
zmienno$ci fragmentu sekwencji petliDmtDNA u polskiego spaniela mysliwskiego

(schemat powstat w programie GenoPro).
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Zauwazono pewne niezgodno$ci zapisow rodowodowych z wynikami badan
molekularnych. Rodzenstwo: osobniki nr 150 (samiec) i nr 170 (samica) (zastosowana
numeracja jest numeracjg zastosowang w badaniach molekularnych) mialy pod
wzgledem mtDNA haplotyp H1, mimo, ze po matce (osobnik nr 144) powinni
dziedziczy¢ haplotyp H2 (Rycina 27). Wystepuje, wiec niezgodno$¢ z oczekiwanym
dziedziczeniem w linii matczynej. Z jednej strony mogloby by¢ to wynikiem
spontanicznej mutacji, ale z racji pojawienia si¢ tego samego haplotypu u obojga
rodzenstwa, taka sytuacja byla jednak mato prawdopodobna. Co wigcej sprawdzajac
podobienstwo pod wzgledem 22 sekwencji mikrosatelitarnych stwierdzono niezgodnos¢
pod wzgledem trzech STR: ATH121, ATH260, FH2848, zard6wno z ojcem (osobnik nr
93) jak i matkg (nr 144). Sprawdzono takze dziedziczenie w linii ojcowskiej sekwencji
sprzgzonych z chromosomem Y i stwierdzono, ze ojciec osobnik 93 ma haplotyp H3Y a
jego potomek (osobnik nr150) haplotyp H1Y. Z powyzszych danych wynika, iz w
zapisach rodowodowych pséw rasy polski spaniel mysliwski moga by¢ btedy w zapisie
pochodzenia.

Dodatkowo poréwnano podobienistwo wybranego do analizy w niniejszych
badaniach fragment sekwencji petli D mtDNA do sekwencji petli D sekwencji
referencyjnej (Dogl0K_Boxer_Tasha - NC_002008.4) (Rycina 26).

) Score Expect Identities Gaps Strand

300 bits(162) Ze-85 164/165(59%) 0/165(0%) Plus/Plus

Query 134 ACTCAATCTCATAATTCACTGATCTTTCAACAGTAATCOAATGCATATCACTTAGTCCAA 193

CLLELEEELET T e E e e e et e e gy
Sbjct 1 ACTCAATCTCATAATTCACTGATCTTTCAACAGTAATCGAATGCATATCACTTAGTCCAA 60

Query 194 TAA lilillTTMTC.-'-'\CCAT’GCCTCGAGMACC.G\TCMCCCTTGCTCGTAATGTCCCTCTT 253

) COCELEERTETEEECEEEEE e eE e e e e e e everi
Sbjct 61  TAAGGGCTTAATCACCATGCCTCGAGAAACCATCAACCCTTGCTCGTAATGTCCCTCTTC 128

e T g =
Sbjct 121 TCGCTCCGGGCCCATACTAACGTGEGGGTTACTATCA TA 165

B) Score Expect Identities Gaps Strand
294 bits{159) Te-84 163/165(99%) 0/165(0%) Plus/Plus

Query 134 ACTCAATCTCATAATTCAC TCGAATGCATATCACTTAGTCCAA 193
] |I||II|II|II|IIIIIIIII |II|II|II|H|II|II|IIIIIIIIII|I

Sbict 1 ACTCAATCTCATAATTCACTGA CAGTAATCGAATGCATATCACTTAGTCCAA 60

Query 194 TAAGGGCTTAATCACCATGCCTCGAGAAACCATCAACCCTTGCTCGTAATGTCCCTCTTC 253

] CLLELUELEET LR L E e Ee e e e e e e e e ey
Sbict 61  TAAGGGCTTAATCACCATGCCTCGAGAAACCATCAACCCTTGCTCGTAATGTCCCTCTTC 128

e TT‘?TTTT‘TTTTTTTWTT’?TTTTTT‘TTWTHTTTT’T -~

Sbjct 121 TCGCTCCGGGCCCATACTAACGTGGGEATTACTATCAN ZTA 165
Rycina 28. Poréwnanie sekwencji freagmentu petli D mtDNA reprezentujacej haplotyp
»HI” (A) 1 ,,H2” (B) do sekwencji petli D sekwencji referencyjnej psa domowego
(NC _002008.4) programem BLAST. Czerwonym znacznikiem zaznaczono rdznice w
sekwencjach.
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Przeprowadzona analiza czynnikowa korespondencji FCA  umozliwita
zwizualizowanie roznicrozkladu genotypdéw miedzy badanymi osobnikami w populacji
polskiego spaniela mysliwskiego pod wzgledem 2 haplotypowmtDNA z
uwzglednieniem 17 sekwencji mikrosatelitarnych (P1 1 P2). Osobniki réznigce si¢
znaczaco pod wzgledem genotypow 0 haplotypie H1 od pozostatych osobnikéw z
populacjisamceo numerach: 47 i 150 (oba miaty haplotyp H1Y) i samice: 46, 52
pozostawily po sobie mata liczbe szczeniat (2-3) z wyjatkiem osobnika 150, ktory nie

pozostawit zadnego potomka.

mtDNA_2_haplotypy.gtx

Axe 2 (0,00 %)

Axa 1 (100 )
Axe 1 (100,00 % 5000

Rycina 29. Porownanie rozktadu genotypéw miedzy badanymi osobnikami (n=65) pod
wzgledem 2 haplotypéwmtDNA badanej populacji polskiego spaniela mysliwskiego
pod wzgledem 17 sekwencji mikrosatelitarnych. (H - haplotyp pod wzgledem sekwencji
mtDNA).

Na podstawie powyzszego poréwnania zaobserwowano niewielkie roznice
pomigdzy analizowanymi sekwencjami (oznaczonych na rycinie jako ,,Sbjct”) a
sekwencja referencyjna (oznaczonej na rycinie jako ,,Query”): odpowiednio 1 rdznica
dla sekwencji haplotypu H1 i dwie roznice dla sekwencji haplotypu H2. Dla obu
analizowanych sekwencji oszczacowano podobienstwo z sekwencja referencyjng na
poziomie 99%. Réznica pomigdzy 26 nukleotydem sekwencji z haplotypu H2, a 160
nukleotydem sekwencji petli D sekwencji referencyjn dotyczyta miejsca polimorfizmu

pojedynczego nukleotydu (SNP) (transwersja - A zamiast T), dzigki ktéoremu
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wyodrebniono 2 linie/haplotypymtDNA w populacji polskiego spaniela mysliwskiego.
Natomiast réznica w miejscu 160 nukleotydu sekwencji z haplotypu H1 i H2 w
stosunku do pozycji 193 nukelotydu z sekwnecji petli D sekwencji referenycjny;j
(NC_002008.4) jest identyczna (tranzycja - G zamiast A). Sposrod przebadanych 65
osobnikéw 55 z nich (84,62%) mialo sekwencj¢ charakterystyczng dla haplotypu 1
(H1), a 10 osobnikow (15,38%) H2.

Z uwagi jednak na dosy¢ krotki fragment petli D (po ujednoliceniu dtugosci
badanych sekwencji byta to dlugos¢ 165 pz), ktoéry wykorzystano w niniejszych
badaniach wskazane by bylo, aby w p6zniejszych badaniach wykorzysta¢ dluzszy badz
inny fragment regionu petli D. Takie podejscie mogloby dostarczy¢ szerszych
informacji o zréznicowaniu mtDNA oraz by¢ moze umozliwi¢ wyodrgbnienie wigkszej
liczby linii/haplotypéwmtDNAW obrebie badanej populacji polskiego spaniela
mysliwskiego.

Zidentyfikowanie mniejszej liczby haplotypow w badanej populacji, niz
wynikatoby to z analizy rodowodowej, jest zjawiskiem obserwowanym roéwniez w
innych badaniach dotyczacych zmiennoéci mitochondrialnego DNA (mtDNA) u
réznych ras psa domowego. W pracy Tkaczyk i wsp. (2020), obejmujacej analize nowo
importowanych do Polski osobnikoéw rasy hovawart, wyodrebniono takze jedynie dwa
rozne haplotypy sposroéd dwunastu teoretycznych linii hodowlanych, co jest wynikiem
zbieznym z uzyskanym w niniejszej dysertacji. Badania te opieraly si¢ na probach o
znanym pochodzeniu (gtownie z Czech 1 Stowacji, pojedyncze osobniki z Rumunii,
Niemiec, Wegier 1 Norwegii), a liczebno$¢ suk hodowlanych, reproduktoréow i ich
potomstwa byla dobrze udokumentowana. Do oceny zmienno$ci genetycznej
wykorzystano fragment o dtugosci okoto 600 pz regionu kontrolnego (petli D) mtDNA.

Istnienie zaledwie dwodch haplotypéw w obrebie o$miu rodowodowo
zdefiniowanych linii (jak w badaniach wlasnych) moze wynika¢ z kilku czynnikow. Po
pierwsze, cze$¢ linii moglta mie¢ wspolne pochodzenie matczyne, co prowadzi do
pozornego zwigkszenia liczby linii genealogicznych przy braku rzeczywistego
zrdznicowania mitochondrialnego DNA. Po drugie, utrata czesci linii matczynych moze
by¢ konsekwencjg zjawiska waskiego gardla (ang. bottleneck), zwigzanego np. z
okresami spadku liczebnosci populacji, ograniczonym wykorzystaniem niektorych suk
w hodowli lub preferowaniem wybranych linii w programach hodowlanych. Efekt
,»waskiego gardla” mial oczywiscie miejsce, w rasie PSM np. w czasie II Wojny

Swiatowej, ale od czasu rozpoczecia odnawiania rasy przez dr Krzywisnkiego takie
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sytuacje nie wydazyty sie. Stad wniosek, ze w analizowanej obecnie populacji PSM,
takie zjawisko mozemy wykluczy¢. Dodatkowo wszystkie wyodrebnione na podstawie
rodowodéw linie zenskie pozostajg aktywne w rozrodzie — majg potomstwo (Rycina
11). Nie obsewruje si¢ czestszego wykorzystywania ktorejsS z suk. Rasa PSM jest na
etapie, do ktorego w ostatnich kilku latach zostaly wprowadzone nowe suki, a
potomstwo uzyskane z kojarzen z tymi sukami, dopiero wchodzi w okres rozrodczy
(oczacowany $redni wiek pojawienie si¢ potomstwa w rasie PSM to 3,79 lat), dlatego
tez zdecydowana wigkszo$¢ osobnikéw pochodzi od 1 suki.

W pracy Angleby i Savolainen (2005) analizowano fragment petli D o dtugosci
573 pz u 763 pséw. W wyniku analizy zidentyfikowano 122 haplotypymtDNA, z czego
8byto nowych. Autorzy stwierdzili dodatkowo, ze ten sam haplotyp moze wystepowaé
u réznych ras, czgsto niezaleznie od ich pochodzenia geograficznego. Wigkszos¢ psow
nalezata do niewielkiej liczby dominujacych haplotypow.

Podobne obserwacje uzyskali Takahashi i wsp. (2002), ktérzy analizowali fragment
o dlugosci okoto 600 pz regionu petli D mtDNA u 365 pséw nalezacych do dziewieciu
ras. W badaniu tym wyodrebniono 64 haplotypy, przy czym w obrebie kazdej rasy
wystepowat jeden lub kilka dominujacych typow. Przyktadowo, u psow ras shih-tzu i
goldenretriever stwierdzono ten sam dominujacy haplotyp, obecny odpowiednio u 85 %
i 74 % osobnikéw danej rasy. Wyniki badan ww autoré6w potwierdzaja, ze pomimo
duzego zréznicowania fenotypowego, wiele ras psa domowego charakteryzuje si¢
ograniczong zmienno$cig w zakresie mtDNA.

Z kolei w badaniach Vila 1 wsp. (1997), obejmujacych 140 prob od 67 ras psa
domowego 1 analizujacych krétszy fragment petli D (ok. 261 pz), zidentyfikowano 26
haplotypow, z ktoérych niektore byly wspdlne dla réznych ras, m.in. haplotyp D3
wystepowat zardwno U rasy springer spaniel, borderterrier, whippet, szpica japonski i
chow-chow. Wyniki te, podobnie jak dane uzyskane w niniejszej dysertacji, wskazuja,
7e rzeczywiste zroznicowanie mitochondrialnego DNA w populacjach psa domowego

moze by¢ znacznie mniejsze, niz wynikatoby to z analizy rodowodowe;j.
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10 Identyfikacja mutacji
10.1 Mutacja c.5G>Aw genie PRCD

Analizie mutacji ¢.5G>A w genie PRCD poddano 84 osobnikéw rasy polski
spaniel mysliwski. Poczatkowo przeanalizowano mozliwiewszystkienajstarszeosobniki,
ktore braty udziat w rozrodzie 1 ktore tworzyly obecng populacja polskiego spaniela
mysliwskiego oraz te osobniki, ktore zostaly wtaczone jako ,,nowe” (czyli osobniki, dla
ktérych rodzice nie byli znani). W przypadkach, gdy mutacja zostata zidentyfikowana
badano takze potomstwo danego osobnika, ale tylko takie ktore rowniez brato aktywny
udzial w rozrodzie oraz te ktore na podstawie informacji od wtasciciela miato zostaé
przeznaczone do rozrodu w przysztosci.

W pierwszej kolejnosci dokonano amplifikacji badanej sekwencji genu PRCD za
pomocg tancuchowej reakcji polimerazy. Na rycinie 30 przedstawiono przyktadowe

zdjecie zelu po przeprowadzonym rozdziale elektroforetycznym produktéw PCR.

Rycina 30. Rozdziat elektroforetyczny produktu PCR genu PRCD w 1,5% zelu
agarozowym. SM-standard masy SmartLader SF EuroGenetic; probyl-8 — produkt
PCR.

Nastepnie proby oczyszczono zgodnie z procedurg opisang na stronie 61-62 i
przekazano do pracowni sekwencjonowania IBB. Sekwencjonowanie przeprowadzono
metoda Sangera.Po otrzymaniu sekwencji sprawdzano ich jako$¢ oraz obecno$¢
szukanej mutacj (c.5G>A) za pomocg programéw: BioEdit7.26 i Chromas 2.6.6.
Sekewencje poréwnano takze w programie MEGA 11.0.10..

Sposrod 84 sekwencji zidentyfikowano wytacznie jedng sekwencje z

mutacjac.5G>A w spodziewanym miejscu (Rycina 31).
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Species/Abbry ol w| x| x| x| 2] 2| 2| x| x| 2|2 2| x| |x|2]2|2|x|x]2]|x]x| x| x| x]2]x|2|x|2]
3. PRCD-PSM-107F .ab1

4. PRCD-PSM-108F ab
£. PRCD-PSM-111F.ab1
6. PRCD-PSM-112F ab1
7. PRCD-PSM-115F .ab1
&. PRCD-PSM-131-F.ab1
9. PRCD-PSM-137F.ab1
10. PRCD-PSM-138F ab
11. PRCD-PSM-143F.ab
12. PRCD-PSM-144-F ab
13. PRCD-PSM-17&F ab
14. PRCD-PSM-17F .ab1
15. PRCO-PSM-183F ab
18. PRCD-PSM-23F ab1
17. PRCD-PSM-30F .ab1
18. PRCD-PSM-31F.ab1
18. PRCD-PSM-43F .ab1
20. PRCD-PSM-4F ab1
21. PRCD-PSM-51F .ab

Rycina 31. Fragment poréwnania sekwencji fragmentu genu PRCDu badanych psow

rasy polski spaniel mysliwski programem MEGA11.0.10. Czarnym znacznikiem

zaznaczono miejsce mutacjic.5G>A.

Sekwencje, dla ktorej zidentyfikowano mutacje sprawdzono ponownie programem

Chromas 2.6.6, co potwierdzito wystgpienie mutacji (Rycina 32). Pozostale sekwencje

takze sprawdzono programiem Chromas 2.6.6, w celu identyfikacji nosicieli mutacji.

Nosicielstwo mutacji potwierdzono u 22 osobnikéw (Rycina 33) natomiast u 61

osobnikéw stwierdzono brak wystepowania mutacji (Rycina 34)

=
o "

] [ ] ] [ ] ]
T S C S c

=l

- [ ] [ ]
G c c

[ ]
c

n
S

o

(=N |

Rycina 32. Fragment chromatogramu sekwencji genu PRCD z mutacjg ¢.5G>A w obu
allelach (program Chromas 2.6.6). Czarnym znacznikiem zaznaczono miejsce mutacji —

widoczny (pik) odczyt dla nukleotydu A.
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Rycina 33. Fragment chromatogramu sekwencji z mutacjg ¢.5G>Az jednym allelu —
nosiciel mutacji (program Chromas 2.6.6). Czarnym znacznikiem zaznaczono miejsce
mutacji — widoczny odczyt (pik) zarowno dla nukleotydu G (prawidtowy) jak i A.

Rycina 34. Fragment chromatogramu sekwencji bez mutacji c.5G>A (program Chromas
2.6.6). Czarnym znacznikiem zaznaczono miejsce spodziewanej mutacji — widoczny
odczyt (pik) dla nukleotydu G (prawidlowy).

Na podstawie powyzszych wynikoéw stwierdzono, ze mutacja C.5G>A w genie
PRCD zostata wprowadzona do rasy polskie spaniel mysliwski poprzez wprowadzenie
osobnikdw nr 74 (pies), 100 (suka) 1 243 (pies). W populacji PSM osobniki
heterozygotyczne (nosiciele mutacji), sa aktywni w rozrodzie, co moze oznaczaé
prawodpodobienstwo potomstwa, ktore odziedziczyto po rodzicach po jednej kopii
allelu z mutacjag ¢.5G>A, a wigc beda to osobniki homozygotyczne recesywne —
potencjalnie moze si¢ u nich rozwina¢ postgpujace zwyrodnienie czopkéw i precikow
(ang. progressive rod-conedegeneration - prcd). Osobnik heterozygotyczny wedtug
wiedzy (rozdzial w spisie piSmiennictwa o mutacji ¢.5G>A w genie PRCD, (Zangerl i
wsp., 2006) nie powinni mie¢ zadnych objawow choroby. Obecnie stwierdzono w
badanej populacji: jednego osobnika homozygote recesywna i 22 o0sobnikow
heterozygotycznych (nosicieli zmutowanego allelu). Dla osobnika homozygotycznego
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recesywnego nie bylo mozliwe sprawdzenie czy mutacja ¢.5G>A wystepuje u rodzicow,
ze wzgledu na brak od nich materialu biologicznego.W ramach opisanych badan nie
byly prowadzone badania okulistyczne, nie jest mozliwe stwierdzenie, czy u osobnika
homozygotycznego recesywnie rozwingty si¢ objawy choroby pred.

Oszacowana czgsto$¢ allelu z mutacja ¢.5G>A w genie PRCD w badanej
populacji polskiego spaniela mysliwskiego ksztattowala si¢ na poziomie 0,169. Badania
zaprezentowane w niniejszej dysertacji byly ukierunkowane na identyfikacje nosicieli.
Jesli rodzice danego osobnika byli osobnikami bez mutacji to ich potomstwa nie
analizowano. Nie mniej niepokojacy jest fakt, ze nosiciela zmutowanego alleluc.5G>A
w genie PRCD hodowcy wprowadzili do rasy stosunkowo niedawno i potomstwo
odziedziczyto po nim zmutowany allel.

Oszacowana czgstos¢ wystepowania badanej mutacji w rasie polski spaniel
mysliwski nie odbiegala znaczaco od wynikow badan innych autorow (Tabela 31).
Takanosu (2017) analizowal czesto$¢ wystepowania mutacji ¢.5G>A w genie PRCD w
dwoch populacjach psoéw rasy labrador retriever w Japonii: psow domowych i psow
przewodnikéw, uzyskujac wartosci 0,114 i 0,026,0odpowiednio. Zauwazalnie nizszy
wynik w drugiej grupie mogt wynika¢ z kontroli krycia 1 dopuszczania do rozrodu
wylgcznie psow przebadanych pod katem wystepowania tej mutacji. Natomiast wyniki
badan Dostal i wsp. (2011) wykazaty, ze czestos¢ wystgpowania wwmutacji u 17 ras
psow wynosita od 0 (brak mutacji ¢.5G>A w genie PRCD) do 0,45 (Tabela 31). Wyniki
badan Andrade i wsp. (2019) wskazujg na wystepowanie allelu z mutacjg u rasy cocker
spaniel angielski z podobng czestoscig (Tabela 31). Co wazne, badania Lewis i Mellersh
(2019) wskazuja, ze w ciggu 8-10 lat po publikacji mutacji przyczynowej prcd-PRA, a
wigc od czasu kiedy testy genetyczne dla tej jednostki chorobowej byly dostepne,
nastgpit spadek czestosci wystepowania wariantuallelu z mutacja, odpowiednio o 96,5%
dla rasy labrador retriever(z 0,078 do 0,003 oraz o 95,1% dla rasy cocker spaniel
angielski (z 0,126 do 0,006). Wyniki te sugeruja, ze hodowcy znajac wyniki testow
genetycznych swiadomie podejmuja decyzje o tym, by osobniki heterozygotyczne i/lub

homozygotyczne recesywnie wykluczy¢ z rozrodu
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Tabela 31. Czg¢sto$¢ wystepowania mutacji ¢.5G>A w genie PRCD u r6znych ras psa
domowego.

Frekwencja Kraj ,
Rasa . przeporowadzonych Zrodto
allelu z mutacja ]
badan
polski spaniel mysliwski 0,169 Polska badaniawlasne
labrador retriver
- populacja pséw 0,114
domowych Japonia Takanosu, 2017
labrador retriver
- populacja pséw 0,026
przewodnikow
amerykar'lslfi cocker 0,090
spaniel
angielski cocker spaniel 0,34
angielski springer spaniel 0,00
walijski springer spaniel 0,00
flat coated retriever 0,00
golden retriever 0,00
chesapeake bay retriever 0,14 Czechy Dostal iwsp., 2011
retriewer z NowejSzkocji 0,44
labrador retriever 0,07
pudel toy 0,45
pudelminiaturowy
pudeléredni 0,05
pudelstandardowy 0,00
portugalski pies dowodny 0,33
chinskigrzywacz 0,02
shipperke 0,06
australijski pies pasterski 0,00
angielski cocker spaniel 0,255 Brazylia Andrade iwsp., 2019

10.2. Mutacja insercji 44pz w genie RPGRIP1

Analizie w Kkierunku poszukiwania nosicieli mutacjiinsercji 44pz w genie
RPGRIP1poddano216 osobnikow rasy polski spaniel mysliwski, ktora polegata przede
wszystkim na przeprowadzeniu amplifikacji badanej sekwencji genu za pomoca reakcji
PCR (Rycina 35). Uzyskany produktu PCR, we wszystkich przypadkach zawsze
osiggal wielko$¢ na poziomie prazka o dtugosci 200 pz, wiec bez zadnych watpliwosci

przyjeto, ze wszystkie przebadan eosobniki sg homozygotami dominujagcymi pod
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wzgledem badanej sekwencji (dwa alleleo dtugosci 207 pz) genu RPGRIP1. Polozenie
prazka $wiadczacego o wielkosci produkt PCR pomigdzy prazkiem SM (standardu
masy) o dtugosci 200 pz a 300pzmogloby wskazywaé na wystgpienie mutacji - insercji
44 pz w genie RPGRIP1 - taki produkt PCR osiggnatby wtedy wielko$¢ 251 pz i
zostalby zsekwecjonowany w celu uzyska¢ pewno$¢ co do Kkolejnosci zapisu
nukleotydow w badanym fragmencie genu RPGRIP1. W przypadku wystapienie
mutacji sekwencja dzika od tej z mutacjg roznitaby sie¢ fragmentem
A xGGAAGCAACAGGATG (44pz) (Mellersh i wsp., 2006). Takiej sytuacji jednak nie
byto, wigc w niniejszych badaniach u przebadanych osobnikéw PSM nie stwierdzono

obecno$ci mutacji insercji 44pz w genie RPGRIP1.

Rycina 35. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym produktu PCR
fragmentu genu RPGRIP1. SM-standard masy SmartLader SF EuroGenetic, proba 1 —
brak produktu PCR, proby 2-9 — produkt PCR o dtugosci 207 pz.

Choroby oczu, szczegodlnie te z grupy postepujacych zwyrodnien siatkéwki (ang.
progressive retinalatrophy, PRA), sa przedmiotem licznych badan. Podobnie jak to ma
miejsce w przypadku mutacji ins44 w genie RPGRIP1- mutacji odpowiadajacej za
wystepowanie choroby cord1l-PRA. W badaniach Miyadera i wsp.(2009) czestosc¢
wystepowania alleluz mutacja zostatla oszacowana na nast¢pujacym poziomie: u rasy
angielski springer spaniel - 0,38; u beagle- 0,28; u buldog francuski - 0,13 oraz u rasy
labrador retriever 0,03. Podobne wyniki, ale obejmujace wigksza liczbe ras uzyskali
Donner i Mellersh (2024). Autorzy przeprowadzili szeroko zakrojonebadania
przesiewowe w poszukiwaniu m.in. mutacji ins44 w genie RPGRIP1sposrod 242665
psoOw reprezentujacych 226 ras psa domowego, ktore poddane byly wezesniej badaniom
komercyjnym testem genetycznymWisdom Panel. W badaniach uwzgledniono réwniez

préby od dingo 1 wilka szarego. Sposrod ras, u ktorych zidentyfikowano allele z mutacjg
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znalazly si¢ nastgpujace rasy (w nawiasach podana frekwencja allelu z mutacja): jamnik
miniaturowy dtugowtosy (0,35), angielski springer spaniel (0,30), bloodhound (0,22),
american staffordshire terier (0,18), jamnik miniaturowy krotkowtosy (0,18), sznaucer
(0,13), field spaniel (0,12), buldog francuski (0,08), logattoromagnolo(0,08), rottweiler
(0,07), wyzet  weimarski krotkowtosy (0,07),beagle (0,11),chihuahua
(0,04),amerykanski pies eskimoski (0,03), angielski cocker spaniel (0,02), cocker
spaniel (0,01) oraz pudel miniaturowy (0,01). U dingo i wilka szarego nie stwierdzono
obecnosci mutacji ins44 w genie RPGRIP1 (Donner i Mellersh, 2024).

Nalezy podkresli¢, ze w przypadku cordl, obecnos¢ dwoch alleli z mutacja nie
jest rownowazna z rozwojem choroby, tak jak wskazujgMiyadera i wsp.(2009) u
jamnika miniaturowego dtugowlosego w wieku powyzej 4 lat, okoto 17% klinicznie
zdrowych pséw bylo homozygotycznych pod wzgledem mutacji ins44pz w genie
RPGRIP1. Podobnie jak w przypadku mutacji w genie PRCD, dostgpnos$¢ testow
genetycznych dla konkretnej rasy umozliwia hodowcom $wiadomy wybor par do
kojarzen. Wedlug Miyadera i wsp.(2009), ktérzy powotuja si¢ na badania Animal
Health Trust odsetek pséw homozygot recesywnych w populacji rasy jamnik

miniaturowy dtugowlosy spadt w ciggu czterech lat z 18% do 5%.

10.3. Mutacja ¢.550 C>T w genie PFKM
Analizie mutacjic.550 C>Tw genie PFKMpoddano 216 osobnikow rasy polski

spaniel mysliwski.Najpierw dokonano amplifikacji badanego genu za pomoca PCR
(Rycina 36), a nastepnie produkt PCR poddano trawieniu enzymem restrykcyjnym Mspl
(Rycina 37).
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Rycina 36. Rozdzial elektroforetyczny w 1,5% zZelu agarozowym produktu
PCRfragmentu genu PFKM. SM-standard masy SmartLader SF EuroGenetic, proby 1-9
— produkt PCR o dtugosci 314 pz.
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Rycina 37. Rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym produktu PCR(fragment
genu PFKM) trawionego enzymem restrykcyjnym Mspl. SM-standard masy
SmartLader SF EuroGenetic, proba 1 — produkt PCR o dtugosci 314 pz nietrawiony
restryktazaMspl, proby 2-5 — fragmen

Dla wszystkich analizowanych osobnikow otrzymano wynik jak na Rycinie 37
Kazdy produkt PCR zostal strawiony enzymem restrykcyjnym Mspl i uzyskano
fragmenty restrykcyjne o wielko$ci 147pz i 116pz oraz 51 pz (fragmentu restrykcyjnego
o wielko$ci 51pz ze wzgledu na jego niewielki rozmiar w wigkszosci przypadkow po
elektroforezie nie bylo wida¢ w zelu agarozowym). Zgodnie z informacjami otrzymania
mozliwego wyniku powyzszego testu genetycznego (Tabela 16) uznano, ze wszystkie
analizowane osobniki to osobniki homozygotyczne dominujace, a wigc u badanych
osobnikow pochodzacych z populacji polskiego spaniela mysliwskiego nie stwierdzono
wystgpowania mutacji ¢.550 C>Tw genie PFKM.

Jedynym doniesieniem na temat mutacji ¢.550 C>T w genie PFKM u psa
domowego jest praca Inal Gultekin i wsp. (2012) dotyczaca plochacza niemieckiego.
Natomiast jedna z wiodacych firm, ktéra wprowadzita na S$wiatowy rynek testy
komercyjne dla psow ,,Embark Test” (https://embarkvet.com), w swoich panelach
genetycznych umozliwia diagnostyke danego osobnika pod katem mutacji 550 C>T w
genie PFKM. Wyniki testow dostepne sg wylgcznie dla wlasciciela, nie sg publikowane

w formie zbiorczych analiz.

10.4. Mutacja ¢.2228 G>Aw genie PFKM

W genie PFKM zidentyfikowano inng mutacje ¢.2228G>A, ktéra wystepuje u
nastepujacych ras psa domowego: amerykanskiego cocker spaniela, angielskiego

springer spaniela i whippeta(Smith i wsp., 1996).
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Analizie w kierunku nosicielstwa mutacjic.2228 G>A w genie
PFKMpoddano216 osobnikow rasy polski spaniel mysliwski. Dokonano amplifikacji
badanej sekwencji genu PFKMza pomoca reakcji PCR (Rycina 38) nast¢pnie produkty
PCR poddawane byty trawieniu za pomocg enzymu restrykcyjnego Banl (Rycina 39).

Rycina 38. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym produktu PCR
fragmentu genu PFKM. SM-standard masy SmartLader SF EuroGenetic, proba 1 — brak
produktu PCR, proby 2-9 — produkt PCR o dlugos$ci 326 pz.

Rycina 39. Rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym produktu PCR
fragmentu genu PFKMtrawionego enzymem restrykcyjnym Banl. SM-standard masy
SmartLader SF EuroGenetic, préba 1 — produkt PCR nietrawiony enzymem Banl,proby
2-9 — fragmenty restrykcyjne powstat

U wszystkich analizowanych osobnikéw otrzymano wynik jak przedstawiono na

Rycinie 39. To znaczy kazda proba z produktem PCR zostata strawiona restryktaza Banl
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I uzyskano fragmenty restrykcyjne o dtugosci 310 pz i 25 pz (fragment restrykcyjny o
25pz nie byl widoczny w zelu agarozowym po elektroforezie ze wzgledu na jego
niewielki rozmiar). Na podstawie informacjio mozliwym wyniku powyzszego testu
genetycznego (Tabela 16) przyjeto, ze wszystkie analizowane osobniki to homozygoty
dominujace, a wigc w badanej populacji polskiego spaniela mysliwskiego nie
stwierdzono mutacji ¢.2228 G>Aw genie PFKM.

Zierath i wsp. (2017) w swojej pracy przedstawili badania dotyczace proby
zidentyfikowania allelu z mutacjg €.2228G>A w genie PFKMw populacji psow
mieszancOw rasowych (préba badana to 34 112 osobnikdéw). Znana byta rasa kazdego
psa z o$miu pradziadkéw i informacja ta podana byla w badaniach. Zidentyfikowano
jedynie 19 osobnikéw heterozygotycznych pod wzgledem tej mutacji. Czgstos$¢ allelu z
mutacjag wyniosta 0,000278 w badanej grupie psow. Sposrdd 19 osobnikow
heterozygotycznych, tylko dla jednego psa zostat zidentyfikowany przodek — angielski
springer spaniel - jako pradziadek. W przypadku pozostatych 18 osobnikow
heterozygotycznych nie wykryto zadnych rasowych przodkéw, u ktorych wczesniej
odnotowano te konkretng mutacj¢ (€.2228G>A). Wyniki te podkre$laja znaczenie
prowadzenia badan przesiewowych pod katem r6znych mutacji genetycznych takze w
populacjach, ktore nie sg klasycznie kojarzone z wystepowaniem okreslonych chorob
dziedzicznych. Wiedza o rzeczywistym zasiggu wystgpowania takich mutacji jest

kluczowa zarowno dla zdrowia psow, jak i dla odpowiedzialnego hodowcy.

10.5. Mutacja ¢.189C>G w genieT-BOX

Analizie mutacji 189C>G w genie T-BOX poddano216 osobnikéw. Po przeprowadzeniu
fancuchowej reakcji  polimerazy, produkt PCR poddawano rozdziatowi
elektroforetycznemu w 1,5% zelu agarozowym (Rycina 40). Nastgpnie produkt PCR
trawiono restryktaza BstEIl i poddawano rozdziatlowi elektroforetycznemu w 10% zelu

poliakryloamidowym, a nast¢pnie zel barwiono srebrem (Rycina 41).
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Rycina 40. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym produktu PCR
fragmentu genu T-box. SM-standard masy SmartLader SF EuroGenetic, proby 1-3 —
produkt PCR o dtugosci 702 pz.

U wszystkich analizowanych 216 osobnikow PSM uzyskano fragmenty
restrykcyjne o wielko$ci 511pz i 119pz (fragment restrykcyjny o wielkosci 31pz nie byt

widoczny ze wzgledu na jego niewielki rozmiar) (Rycina 41).
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Rycina 41. Rozdziat elektroforetyczny w 10% zelu poliakryloamidowymproduktu PCR
trawionego enzymem restrykcyjnym BstEIl. SM-standard masy SmartLader SF
EuroGenetic, proby1-10 — fragmenty restrykcyjne powstate po trawieniu produktu PCR

enzymem BstEII.
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Otrzymany wynik jest zgodny z informacjami o mozliwym wyniku powyzszego
testu genetycznego (Tabela 16). Wszystkie analizowane osobniki to osobniki
homozygotyczne recesywnie, a wi¢c w badanej populacji polskiego spaniela
mysliwskiego nie stwierdzono mutacji ¢.189C>G w genie T-Box. Wszystkie osobniki
maja dtugi ogon zodny ze wzorcem rasyhttps://www.zkwp.pl/wzorce/1002_PL.pdf)..).

W pracy Hytonen i wsp. (2008) przedstawione zostaly badania
0 rozpowszechnieniu mutacji ¢.189C>G w genie T-Box w populacjach roznych ras psa
domowego. Autorzy wskazuja, ze 17 ras, u ktérych stwierdzili obecno$¢ mutacji mozna
zaliczy¢ do dwoch grup: psow pasterskich 1 mysliwskich. U ras takich jak: spaniel
bretonskich i szwedzki vallhund czgstos¢ allelu z mutacja ¢.189C>G wynosita 0,4, u
teriera brazylijskiego, polskiego owczarek nizinnego i schipperkebyta niewiele mniejsza
bo na poziomie 0,3, u owczarkéw australijskich i bourbonnais pointer 0,2 oraz u
owczarka pirenejskiego 0,05. Z kolei w badaniach Gruszczynskiej i wsp.(2013)
frekwencja allelu z mutacja oszacowana zostala na poziomie 0,35 dla polskiego

owczarka nizinnego, a wigc podobnie do badan Hytonen i wsp.( 2008).
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11. Whnioski

1. Whyniki analizy badanych cech fenotypowych wykazaly duza ich zmienno$¢ w
rasie polski spaniel mysliwski, jednakze wartosci te byly zgodne z warto$ciami
opisanymi w standardzie rasy. Dalsza praca hodowlana w rasie PSM powinna skupiaé
si¢ na wyrownaniu cech fenotypowych i utrzymaniu ich na odpowiednim poziomie.

2. Whyniki analizy rodowodowej badanej populacji PSM wskazuja na to, ze
populacja ta =zostala utworzona przez niewielka liczb¢ osobnikéw, udziat
poszczegolnych zatozycieli byl wysoce nierdwnomierny, ponad potowa analizowanych
osobnikow (55,8%) byla zinbredowana, co wskazuje na stosowanie kojarzen migdzy
spokrewnionymi osobnikami.

3. Dwoch przodkow odpowiadalo za 50% zmienno$ci genetycznej, pozostali
zatozyciele wniesli niewielki wktad lub na przestrzeni lat ich linie wygasty. Pomimo
tego, s$rednie spokrewnienie ksztaltowato si¢ na poziomie 21,65%, a $redni
wspotczynnik inbredu (F) w populacji wynosit 7,38% 1 byl nizszy od wartosci
oczekiwanej (8,02%) oszacowanej na podstawie udzialu zatozycieli.

4. Wartos¢ efektywnej wielkosci populacji  ksztattowata si¢ na poziomie
Ne =296,87, a symulacja wykonana zgodnie z wytycznymi FCI dla populacji
referencyjnej (osobniki urodzone w latach 2019-2024) wykazata efektywna wielko$¢
siggajacag Ne = 115,6, co 0znacza, ze w tym zakresie rasa PSM spetnia kryteria FCI do
wstepnego uznania rasy.

5. W wyniku analizy mitochondrialnego DNA w badanej populacji PSM
wyodrebniono dwa haplotypy, natomiast w przypadku sekwencji mikrosatelitarnych
zlokalizowanych w chromosomie Y zidentyfikowano cztery haplotypy, co jest znacznie
mniejsza liczbg linii niz wynikato to z przesledzenia rodowodoéw. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w niniejszych badaniach analizowany byt dosy¢ krotki fragment petli D
mtDNA (ok. 165 pz), dlatego w poOzniejszych badaniach wskazane byloby,
wykorzystanie dluzszego fragmentu regionu kontrolnego petli D, co byé moze
pozwolitoby na wyodrebnienie wigkszej liczby haplotypow mtDNAw badanej
populacji.

6. Na podstawie wynikow analizy sekwencji mikrosatelitarnych wykazano wysoki
poziom zmiennosci genetycznej badanej populacji PSM.

7. Zastosowanie wybranych markeréw genetycznych umozliwito wykrycie

pewnych bledow w zapisach rodowodowych.
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8. W populacji PSM nie stwierdzono obecnosci zmutowanych alleli w badanych
sekwencjach genéw:RPGRIP1, PFKMi T-box. Jedynie w przypadku analizowanego
fragmentu genu PRCD, odpowiedzialnego za postepujacy zanik czopkowo-precikowy
(pred), zidentyfikowano w populacji polskiego spaniela mysliwskiego heterozygoty
(nosicieli) 1 jedng homozygote recesywna. Powyzszy wynik jest wskazaniem
konieczno$ci monitorowania rasy PSM w kierunku nosicielstwa zmutowanych alleli
genu PRCD, aby zapobiec utrwaleniu si¢ tego allelu w populacji.

9. Poziom zmienno$ci genetycznej populacji polskiego spaniela mysliwskiego
wskazuje na mozliwos$¢ starania si¢ przez ZKwP o status ,,wstgpnego uznania rasy”

przez FCI.
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13. Aneks

Zatacznik 1.
Kwestionariusz zdrowia. Druk FCI - Regulamin Wewnetrzny FCI zatacznik 5a

HEALTH ISSUES
for the provisional and definitive international recognition by the FCI of a new breed

(Breed name in the country of origin)

This questionnaire must be filled in as one of the pre-requisites for the provisional and definitive international
recognition of a new breed by the FCI.

The following questions aim at describing prevalence of diseases and causes of death in a populationof dogs
considered for provisional and final international recognition as a breed.

Are there any published reports on health and diseases in the population?

|—No

B Yes (please ATTACHreport)

Are there any population-based data available on morbidity and or mortality?

|—NO

-

Yes (please ATTACHdata from health surveys or insurance claims)

Are there any results available on programmes for the detection and/or control of hereditary, congenital and
acquired diseases based on phenotype and on the recording of such results?

. . B No
Hip Dysplasia
B Yes (please ATTACH any reports/data available)
=
Elbow Dysplasia No
I Yes (please ATTACH any reports/data available)
. B No
Hereditary eye defects
I Yes (please ATTACH any reports/data available)
=
Patellar Luxation No
B Yes (please ATTACH any reports/data available)
. . [ No
Cardiovascular diseases
I Yes (please ATTACH any reports / dataavailable)
. . . I No
Brachycephalic Obstructive Airway
Syndrome (BOAS) T Yes (please ATTACH available data, and the report adding the
classification/schemewith which said evaluation was performed)
Any other Orthopaedic diseases B No
(e.g. Osteochondritis dissecans, transitional |— . )
lumbosacral vertebrae, and spondylosis) _Yes (please ATTACH available data, and the report adding the
classification/scheme with which said evaluation was performed)
I No
Any other inherited diseases
I Yes (please describe and ATTACH any reports /data available)
Are there any data available on molecular genetic testing (and their results) concerning hereditary
malformations?
=
Inherited diseases No
I Yes (please ATTACHany reports/dataavailable)

Are there any other information about diseases affecting individuals in the population?

|—NO

B Yes (please ATTACH)
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Zatacznik I1.
Kwestionariusz oceny zachowania i charakteru. Druk FCI Regulamin Wewngtrzny
FCI - zalacznik 5b

Evaluation on BEHAVIOUR /TEMPERAMENT and UTILIZATION
for the international provisional and definitive recognition of a new breed by FCI

(Breed name in the country of origin)

This questionnaire must be filled in as one of the pre-requisites for the provisional and definitive
international recognition of a new breed by the FCI.

The following questions aim at describing the expected behaviour/temperament, working skills, etc., in a
population of dogs considered for provisional and definitive international recognition as a breed.

Give a verbal description of the expected BEHAVIOUR/TEMPERAMENTandUTILIZATIONof
the breed:

BEHAVIOUR/TEMPERAMENT:

(Text must not state aggressiveness / acute wariness of people or severe aloofness as a breed feature.
Breeds must behave calmly and not present any threat to the judge or to any person or dog in public
areas.)

UTILIZATION:

(What the breed is - or has been - used for. Should be a short presentation, only on utilization.
Behaviour/Temperament should be described separately under the appropriate heading)

What is the expected use of the breed?

Family dog 3 Hunting dog
; Sledge dog a Guarding dog
; Sheepdog a Cattle dog
; Working dog a Water dog
; Sighthound
=

Other (please describe)

Are there any published reports on behaviour
/temperament in the population?

I_NO

Yes (please report)

Are there any results available about
behaviour/temperament tests in the population?

'_No

Yes (please report)

Are there any results available about working tests in the

population?
= No
=

Yes (please report)
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Zatacznik I11.

Wzorzec rasy polski spaniel mysliwski (https://www.zkwp.pl/wzorce/1002_PL.pdf).
Zachowano oryginalny uktad wzorcu rasy (z wyjatkiem kilku ryciny, ktore zmniejszono
1 utozono obok siebie), oraz pogrubiong czcionkeg, ktora ma wskazywa¢ na zmiany
zatwierdzone uchwatg Zarzadu GlownegoZKwP z dn. 2 lipca 2024r.

,Nazwa rasy: POLSKI SPANIEL MYSLIWSKI

(PolishHunting Spaniel, EpagneulduChassePolonais, PolnischeJagd Spaniel, Spaniel de

CazaPolaco)

[lustracji nie nalezy uznawac za przedstawienie idealnego egzemplarza rasy
Kraj pochodzenia: Polska.
Data publikacji obowigzujacego standardu: 01.12. 2016.
Data publikacji pierwszej aktualizacji standardu: 02.07.2024 r.
Klasyfikacja FCI: propozycja - Grupa VIII: Aportery, ptochacze i psy dowodne.
Sekcja: 2: Plochacze.
Podlega probom pracy*
Uzytkowanie: Sredniej wielkoSci, zywy, zrownowazony pies, wspanialy towarzysz
spacerow, trzyma si¢ wlasciciela, chetnie buszuje w szuwarach, trawach i zaroslach
utrzymujac kontakt z przewodnikiem. W lowiectwie wykorzystywany jako

plochacz.
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Krétki rys historyczny: Pierwsze wzmianki w polskiej literaturze o polowaniu ze
spanielami pochodza z XIX wieku. Spaniele polowaly z pieszym mysliwym,
towarzyszyly w spacerach i tzw. polowaniu na upatrzonego, bobrowaty za kaczkami i
aportowaty zdobycz. Rozne rasy spanieli byty sprowadzane na tereny éwczesnej Polski,
przy okazji importow gonczych francuskich i angielskich do polowan par force.Byty to
glownie uzytkowe springery, cockery, pojedyncze sussexy i field spaniele.(...)

W programie hodowlanym, prowadzonym od lat 80—tych XX wieku polskie spaniele
selekcjonowano pod wzgledem zdolnosci do pracy wechowej, wytrzymalosci (réwniez
w strumieniach, rzekach i zbiornikach wodnych), temperamentu i pasji lowieckiej
oraz eksterieru.

Wyglad ogdlny: Sa to psy Sredniej wielkosci o zwartej budowie $swiadczacej o duzej
ruchliwosci oraz odporno$ci na trudne warunki pracy gtownie na polach, tgkach, w
szuwarach, na blotach i wodzie. Pies o do$¢ grubym ko$écu konczyn, zwisajacych
uszach pokrytych fredzlami dtuzszych wloséw a takze piérem na ogonie, brzuchu i z

tylu nog. Charakterystyczny jest réznej dlugosci biaty koniec ogona.

Sylwetka psa Sylwetka suki

Wazne proporcje: Pies S$redniego wzrostu (co pozwala mu poruszaé si¢
niepostrzezenie w gestych krzakach i wysokich trawach), o sylwetce prostokatne;j,
wysokos$¢ w kiebie do dtugosci tutlowia jest 9:10 - 12. Suki mogg by¢ nieco dtuzsze.
Stosunek dtugosci kufy do dlugosci czaszki wynosi jak 1:1. Dlugo$¢ konczyn od
podtoza do tokcia réwna sie potowie wysokosci w kigbie. Sredniej dlugosci szyje

optycznie przedtuza wyraznie widoczny kiab.
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Mtoda suka sylwetka

Zachowanie/ temperament: Zréwnowazony i opanowany. Jest psem odwaznym,
aktywnym w pracy. Doskonale, niezmordowanie pracuje w trudnym terenie i w wodzie.
Jest inteligentny i tatwy w szkoleniu. Przykuca, czotga si¢ i podpelza, gdy zweszy ptaki,
ktore respektuje, az mysliwy da znak. Wyplasza je szczekaniem i skokiem. Nie jest
agresywny, ale moze by¢ nieufny w stosunku do obcych. Jest doskonatym psem
mysliwskim, rodzinnym, dobrym kompanem na spacerach i dobrym strézem. Bardzo
lubi obcowac¢ z ludZzmi i1 ze znanymi dzie¢mi.

Glowa: Szlachetna, do$¢ duza, ale proporcjonalna do ciala

Mozgoczaszka: Tej samej dlugosci co kufa, tylko lekko wypukta. Guz potyliczny
dobrze wyrazony.

Stop: Wystepuje ale jest stabo zaznaczony.

Trzewioczaszka:

Nos: Brazowy o duzej trufli nosa wystajacej przed warge. Nozdrza ruchliwe 1 szeroko
otwarte.

Kufa: Pelna, gl¢boka i do$¢ tepo zakonczona. Grzbiet nosa prosty. Okolica
podoczodotowa dobrze wypetniona i tadnie wymodelowana.

Wargi: Gorna migsista, lekko obwista, catkowicie pokrywajaca dos¢ suchg dolng wargg.
Kat wargowy dobrze wyrazony, z wyrazng falda.

Szczeki/ uzebienie: Zeby biale, dos¢ duze, szczeki dos¢ szerokie o prawie rownolegtych

odpowiadajagcych sobie szeregach zgbow przedtrzonowych 1 trzonowych, przy
siekaczach ustawionych w lekko zaokraglonym tuku. Zgryz naturalny (nozycowy i

dopuszczalny cegowy). Pozadane, ale niewymagane peine uzebienie.

158



Policzki: Dos$¢ suche, wypelnione z widoczng rzezba pod oczami, tagodnie
przechodzace w dalsza czg$¢ mozgowioczaszki.

Oczy: Sredniej wielkosci, niezbyt gleboko osadzone w oczodole o ksztalcie tréjkatnym
lub migdatowym 1 przyjaznym wyrazie, bez widocznych biatkowek. W rdznych
odcieniach orzecha od ciemnego do jasniejszego. Dos¢ grube powieki $cisle przylegaja
do oczu.

Uszy: Zwisajace, niezbyt szerokie u podstawy (rownolegtej do sklepienia czaszki), o
umiarkowanej dtugosci malzowiny siegajacej najcze$ciej do nosa, przylegaja do
policzkow.

Osadzone s3 na wysokosci zewngtrznego kata oka lub nieco powyzej. Od podstawy
matzowina si¢ lekko poszerza do tagodnie zaokraglonego konca. Ucho pokryte jest dos§¢

dlugim, migkkim, tworzacym fredzle wlosem. Podczas pracy i nastuchiwania uszy sa

ruchliwe 1 noszone nieco wyzej.

Glowa suki widok z przodu Glowa suki widok z profilu
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Szyja: Sredniej dtugosci, muskularna, o owalnym przekroju, dobrze wpasowana w
klatke piersiowg o goérnej linii przedtuzonej ktgbem. Skora na szyi jest sucha, nie tworzy
fatd ani taloku w okolicy podgardla.

Tuléow:

Goérna linia: Ptynna, bez zalaman ani wyraznych wzniesien.

Kiab: Wyraznie wyrazony, tagodnie przechodzacy w szyje 1 grzbiet. U samcow wyzszy
| bardziej zaznaczony niz u suk.

Grzbiet: Prosty, bez wklgsni¢é ani wyniesien, do$¢ szeroki i dobrze umigéniony.
Ledzwie: Szerokie, muskularne, dopuszczalne lekko wysklepione, $redniej dlugosci. U
psow starszych, intensywnie pracujacych grzbiet moze by¢ nieznacznie wklesty.

Zad: Do$¢ szeroki i muskularny, prosty lub bardzo tagodnie opadajacy do nasady
ogona.

Klatka piersiowa: Gleboka (u dorostych psow czesto siggajaca ponizej tokcia), o dosc

dlugim mostku, wyraZznie poszerzajaca si¢ do tylu, bardzo pojemna o zebrach dhugich i
sko$nych. Dtugo$¢ tutowia wynika z dlugosci klatki piersiowej a nie z dlugos$ci ledzwi.
Linia dolna: Linia brzucha tylko lekko podkasana, boki wypekione, stabizny

Ogon: Sredniej dhugosci, osadzony niezbyt wysoko, siegajacy co najmniej do stawu
skokowego, pokryty niezbyt gestym wlosem. Charakterystyczny jest réznej dlugosci
bialy koniec ogona. Od spodu nieco dtuzsza choragiew tworzaca rzadkie i niezbyt
dhugie fredzle. W spokoju opuszczony i lekko wygiety w gore; w akcji noszony nieco
powyzej linii grzbietu.

Konczyny:

Konczyny przednie: Ogladane od przodu sa proste i rownolegle wzglgdem siebie.

Odlegtos¢ od tokcia do podtoza rowna potowie wysokosci w kiebie

Lopatki: Dos¢ krotkie 1 skosnie ustawione, dobrze umigsnione, doktadnie przylegaja do
ciata. Lopatki z ramieniem od frontu tworza kat lekko rozwarty.

Ramiona: Kosci ramienne podobnej dtugosci co topatki lub krotsze, ustawione skosnie
do tylu. Wraz z topatkami fagodnie zamykaja boki klatki piersiowe;.

Lokcie: LuZzno przylegaja do tulowia, nie s3 wcisnigte ani odstajace, réwnoleglte
wzgledem siebie 1 osi posrodkowej ciata, stanowig poczatek rownolegle ustawionych
kos$ci przedramion.

Przedramiona: Proste, suche, do$¢ grube, bez zgrubien o owalnym przekroju, dtuzsze od

kosci ramiennych.
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Nadgarstki: Suche, zwarte i gladkie, bez nadmiernych zgrubien i sladow znieksztatcen.
Srédrecza: Suche o grubosci odpowiadajacej nadgarstkom i ko$ci przedramion,
widziane z profilu sa proste lub jedynie lekko nachylone do przodu.

Lapy: Palce wyraznie dlugie, spr¢zyste, mato wysklepione z duzymi grubymi,
elastycznymi i jedrnymi opuszkami. Pazury grube, krétkie. Na palcach i miedzy nimi

dtuzszy wilos tworzy ,.kapcie”.

/‘ '

a2

Konczyny tylne: Widziane od tylu proste, ustawione réwnolegle do siebie (linie taczace
guz siedzeniowy 1 skokowy odpowiedniej strony). Ogladane z profilu sg lekko
odstawione do tytu ,,za psem”, dobrze ukatowane.

Uda: Niezbyt dlugie, wzgledem siebie i ciata ustawione szeroko, bardzo umigsnione.
Kolana: Stawy kolanowe suche i dobrze widoczne, kat miedzy udem a podudziem
zaznaczony.

Podudzia: Dtugosci kosci odpowiadaja udowym lub sg krotsze, sa dobrze umigénione.

Stawy skokowe: Wyraznie zaznaczone, suche, bez zgrubien. Kat miedzy podudziem a

srédstopiem dobrze wyrazony.

Srédstopia: Sredniej dtugosci, suche, gladkie i sprezyste, prostopadle ustawione do
podtoza.

Lapy: Zwarte, lekko owalne o palcach krotszych niz w konczynach przednich, tylko
lekko wysklepionych i podobnie jak tamte sprezystych. Pazury grube, krétkie. Opuszki
duze, grube, elastyczne i jedrne. Miedzy palcami dtuzsze wiosy tworza ,,kapcie”.
Chody: Ruch konczyn w klusie powinien by¢ swobodny, elastyczny w stawach, zwinny
1 réwnolegty. Konczyny poruszaja si¢ w sposob nieskregpowany stawiajac do$¢ dlugie
kroki, ale nie powinny by¢ wysoko unoszone nad ziemig. Ruch ma by¢ ekonomiczny.

Przy pracy z przewodnikiem pies ma zdolno$¢ poruszania si¢ sprawnie i szybko nisko
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nad ziemig na zgi¢tych nogach, rowniez pelzajac i przysiadajac na ziemi w polaczeniu z
nagtymi zmianami kierunku, hamowaniem czy sprezystym skokiem.

Skora: Niezbyt gruba, bez fald i zmarszczek, nie tworzy podgardla, $Scisle przylega do
ciala i na catej swej powierzchni pokryta jest wlosem o réznej dtugosci.

Szata:

Wtos: Sredniej dtugosci z podszerstkiem, ale nie za dhugi na glowie i tutowiu. Wios jest
prosty migkki, dopuszczalny lekko falowany, odporny na niepogode, pokrywajacy
cate ciato psa, przy czym jest dtuzszy na uszach, zewnetrznych i tylnych stronach
konczyn, przedpiersiu, dolnej stronie brzucha, faldzie kolanowym i ogonie tworzac
fredzle 1 odpowiednio ,,piéro”. Brak jest tendencji wlosa do skrecania si¢ czy tworzenie
fal. Niepozadany jest wlos kedzierzawy.

Umaszczenie: Ubarwienie okrywy wlosowej to przesiane z réznej wielkoscei i ksztattu
tatami —kolor czekoladowy przesiany, czekoladowy podpalany przesiany. Kolor
czekoladowy o réznym odcieniu. Psy czekoladowe z przewaga bialych lat i
niewielkim przesianiem sa rzadziej spotykane, ale typowe. Przez podpalania
rozumie si¢ znaczenia plowe w okreslonych miejscach tj. nad oczami, na kufie,
przedpiersiu, spodzie ogona oraz w dolnych partiach przednich i tylnych lap i przy
odbycie. Podpalania rozlewajgce si¢ na inne cze$ci ciala sa wysoce niepozadane.

Charakterystyczny jest biaty koniec

Wzrost i ciezar:
Wysoko$¢ w kiebie: psy: 43-48cm +/-2cm
suki:42-44cm+/-2cm

Cigzar: Masa ciala proporcjonalna do wzrostu i budowy

Wady: Wszelkie odchylenia od podanego wzorca powinny by¢ uznawane za wady i
oceniane w zaleznosci od stopnia nasilenia oraz wptywu na zdrowie, komfort zycia psa

1jego zdolnosci uzytkowe.
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Wady dyskwalifikujace:
- Nnieuzasadniona agresja lub nadmierna Igkliwos¢, - deformacje budowy lub zaburzenia

charakteru, - brak typu wymaganego we wzorcu rasy.

Uwagi: - samce muszg mie¢ dwa, prawidtowo rozwinigte jadra, calkowicie opuszczone
do moszny, - do hodowli moga by¢ uzyte jedynie sprawne fizycznie i zdrowe psy, 0

budowie typowej dla rasy.”

163



Zalgcznik V.

Wyszczegblnienie wszystkich psow, ktore miaty potomstwo wraz z ich liczba.

Nr osobnika Liczba Nr osobnika Liczba
Lp. wedlug bazy potomstwa Lp. wedlug bazy potomstwa
rodowodowej (szt) rodowodowej (szt)

1 31 63 18 55 5
2 67 36 19 348 5
3 79 28 20 2 4
4 54 25 21 94 3
5 98 22 22 153 3
6 77 12 23 200 3
7 102 10 24 290 3
8 157 10 25 322 3
9 15 9 26 402 3
10 59 8 27 73 2
11 122 8 28 91 2
12 132 8 29 426 2
13 66 7 30 47 1
14 313 7 31 84 1
15 133 6 32 87 1
16 362 6 33 99 1
17 9 5 34 282 1
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Zalagcznik V.

Wyszczegolnienie wszystkich suk, ktore miaty potomstwo wraz z ich liczba.

Nr osobnika Liczba Lp Nr osobnika Liczba Lp Nr osobnika Liczba
Lp. wedlug bazy potomstwa wedhug bazy  potomstwa wedhug bazy  potomstwa
rodowodowej (szt) rodowodowej (szt) rodowodowej (szt)
1 25 23 33 50 6 65 195 3
2 14 17 34 101 6 66 196 3
3 116 17 35 121 6 67 204 3
4 109 16 36 37 5 68 218 3
5 28 14 37 78 5 69 242 3
6 61 14 38 141 5 70 295 3
7 13 13 39 148 5 71 300 3
8 36 13 40 167 5 72 315 3
9 104 12 41 186 5 73 356 3
10 24 11 42 199 5 74 1 2
11 57 11 43 223 5 75 18 2
12 21 10 44 280 5 76 53 2
13 56 10 45 292 5 77 83 2
14 75 10 46 386 5 78 127 2
15 80 10 47 7 4 80 326 2
16 27 9 48 26 4 81 376 2
17 142 9 49 113 4 82 4 1
18 22 8 50 119 4 83 8 1
19 39 8 51 143 4 84 11 1
20 71 8 52 151 4 85 60 1
21 120 8 53 305 4 86 82 1
22 138 8 54 6 3 87 85 1
23 154 8 55 38 3 88 111 1
24 17 7 56 42 3 89 117 1
25 64 7 57 62 3 90 147 1
26 74 7 58 63 3 91 175 1
27 128 7 59 88 3 92 227 1
28 161 7 60 89 3 93 239 1
29 176 7 61 92 3 94 245 1
30 181 7 62 103 3 95 310 1
31 232 7 63 135 3 96 329 1
32 19 6 64 166 3 97 435 1
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