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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Melinde Kazi¢, naslova

POLIMORFIZAM DGAT1 | TG GENA U KRIZANACA BELGIJSKOG PLAVOG | HOLSTAIN
GOVEDA

Selekcija u stocéarskoj proizvodnji u novije vrijeme provodi na razini gena ili cijelog
genoma koristedéi razliite genetske markere. Cilj ovog rada bio je utvrditi frekvenciju alela i
genotipova, genetske parametre i te komparaciju dobivenih rezultata s rezultatima drugih
istrazivanjima za gene DGAT1 (diacilglicerol O-acilotransferaza) i TG (tiroglobulin) na uzorku
krizanaca belgijskog plavog i holStajn goveda. Geni DGAT1 i TG navode se kao kandidat geni
odgovorni za odlaganje intramuskularne masti i mramoriranosti u mesu goveda. Oba gena u
ovom istraZzivanju bila su polimorfna s frekvencijama alela kako slijedi: DGAT1 (f(x) = 0,551, f(a)
=0,449)i TG gen ( f(r) = 0,112, f(c) = 0,888). Ukupno je utvrdeno pet genotipova, odnosno za
DGATI1 gen nije utvrden genotip AA. Utvrdene frekvencija genotipova krizanaca belgijskog
plavog i holStajn goveda na lokusu DGATI1 znacdajno (p<0,01) odstupaju od frekvencije
genotipova populacije koja se nalazi u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi, dok to nije bio slucaj za
TG lokus. Dobiveni genetski parametri polimorfizma DGAT1 i TG gena ovog istrazivanja
usporedivi su s rezultatima drugi znanstvenih istraZivanja.

Kljucne rijeci: polimorfizam, DGAT1, TG, krizanci belgijskog plavog i holStajn goveda



Summary

Of the master’s thesis — student Melinda Kazi¢, entitled

POLIMORPHISM DGAT1 AND TG GENES IN CROSSBREEDS OF BELGIAN BLUE AND HOLSTEIN
CATTLE

Recently, the selection in the livestock industry is based on the gene or the entire
genome using different genetic markers. The goal of this thesis was to determine the
frequency of alleles and genotypes, genetic parameters and results comparison of DGAT1
(diacylglycerol-O-acyltransferase 1) and TG (thyroglobulin) genes on Belgian blue and Holstein
cattle crossebreeds. The DGAT1 and TG genes are expected to be responsible for
intramuscular fat deposition and marbling of meat in cattle. In this research both genes were
polymorphic with alleles frequencies as follows: DGAT1 (f(x) = 0,551, f(a) = 0,449) i TG gene (
flr)=0,112, f(c) = 0,888). Five genotype frequencies were determined, except AA genotype of
DGAT1 gene. Observed genotype frequencies Belgian blue and Holstein cattle crosses
Furthermore, results showed that genotypes of Belgian Blue and Holstein cattle crossbreeds
on DGATI locus significantly deviate from genotype frequencies of population, which is in
Hardy-Weinberg's equilibrium. On the other hand, TG locus did not show such deviation. In
conclusion, genetic parameters of DGAT1 and TG polymorphism from this research are
comparable to results from other scientific researches.

Keywords: polymorphism, DGAT1, TG, crossbreeds of Belgian blue and Holstein cattle
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1. Uvod

Selekcijski postupci provode se od davnina kad su eksterijerno bolje i proizvodnije
jedinke ostavljane u stadima za daljnje razmnoZavanje. U proslosti je selekcija u govedarstvu
uglavnom bila usmjerena na vecu proizvodnju mlijeka i mesa na osnovi proizvodnih
pokazatelja. Male genetske varijabilnosti stolje¢ima akumulirale u genomu Zivotinja dovele su
do vidljivih pozitivnih fenotipskih promjena, ali i ekspresije promjena s negativnim ucinkom
(npr. slabija adaptabilnost na okolisne ¢imbenike, slabija rezistentnost na antibiotike, itd.).
Nastavak uzgojnog rada u selekciji goveda poceo se temeljiti na primjeni kvantitativne
genetike, odnosno genetskom poboljsanju kvantitativnih svojstava. lako je rad zahtjevan jer
je vidljivost kvantitativnih svojstava uvjetovano mnostvom gena, a na fenotipski u¢inak ima
utjecaj i okolisna varijabilnost i heritabilitet, u¢inak selekcije nije izostao.

U novije vrijeme primjena molekularnih tehnologija ima sve veéu primjenu u
pronalasku i povezivanju proizvodnih podataka s genetskim informacijama. Koristedi razlicite
markerske sustave znanstvenici otkrivaju nepoznanice u filogenetskim procesima iz proslosti,
sluze za odredivanje statusa ugroZenosti populacija i pronalaze nacine njihove zastite za
buduéa vremena te mapiraju kandidat gena za odredena svojstva. Uporaba molekularnih
markera doprinijela je karakterizaciji osobina od interesa (npr. proizvodnost, otpornost na
bolesti, adaptabilnost, itd.) koje su specificne za odredene populacije. Tako npr. mutacije gena
miostatina izazivaju hipertrofiju misi¢a straznjeg dijela tijela kod goveda (O'Rourke i sur.
2013.) i ovaca (Clop i sur. 2006.) $to je u direktnoj vezi s povecanom mesnatosti. Boorola gen
kod nekih pasmina ovaca ima povoljno djelovanje na veli¢inu legla, odnosno broj ojanjene
janjadi (Davis i sur. 2006.). Kandidat geni odgovorni za povecan udio intramuskularne masti i
mramoriranost mesa koji doprinose njegovoj palatabilosti su geni diacilglicerol O-
aciltransferaza (DGAT1) i tiroglobulin (TG) geni.

Mnogo je primjera primjene molekularnih alata u pronalasku i pozicioniranju
funkcionalnih varijacija unutar genoma razliCitih vrsta i pasmina Zivotinja. lako sustavna
selekcija doprinosi brzem ostvarivanju selekcijskog napretka postizuci zadani cilj u relativno
kratkom vremenskom razdoblju, ona moZe imati negativan utjecaj na genetsku varijabilnost
populacija. Naime, ¢esta je pojava smanjene genetske raznolikosti unutar i izmedu populacija
kao rezultat smanjenje zastupljenosti ili ¢ak gubitka odredenih alelnih varijanti gena. Stoga
svako provodenje uzgojnog rada i primjena selekcijskih postupaka treba biti paZljivo vodena
koristeéi sve raspolozive alate (npr. informacije pedigrea, fenotipske pokazatelje, genomske
podatke).
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1.1. Ciljrada

Cilj rada je u uzorku krizanaca belgijskog plavog i holstajn goveda utvrditi:
a) frekvencije alela DGAT1 i TG gena,
b) frekvencije genotipova DGAT1 i TG gena,
c) da li utvrdene frekvencije genotipova DGAT1 i TG gena znacajno odstupaju od
frekvencija genotipova u populaciji koja se nalazi u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi,
d) dobivene genetske parametre usporediti s rezultatima drugih znanstvenih istrazivanja.
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2. Pregled literature

2.1. Diacilglicerol O-aciltransferaza 1 (DGAT1)

Gen diacilglicerol O-aciltransferaza 1 (DGAT1) nalazi se na 14. kromosomu goveda u
centromernoj regiji (Bos Taurus autosome, BTA14) i kodira enzima diacilglicerol O-transferazu
koji sudjeluje u biosintezi triacilglicerola. Gen je duzine 8,6 Kb i kodira 489 aminokiselina (Slika
2.1.. Sastoji se od 17 egzonskih regija prosjecne veli¢ine 121,8 bp (raspon od 42 do 436 bp) i
17 intronskih regija, od kojih su prve dvije regije velike i iznose 3,6 i 1,9 Kb, ostalih 14 regija je
prosjecne veli¢ine 92,4 bp (raspon od 70 do 215 bp; Grisart i sur. 2002.).

g YRR R R
0.5 Kb &

K2324
GGCAGGTAAGAAGGCCAAC
A G K K A N
GGCAGGTAAGGCGGCCAAC

A G K A A N
G GLC #« G GTH AG # G GC C »» »C
G GE »6 Gin AG BC B GC C " C

Slika 2.1. Prikaz diacilglicerol O-aciltransferaza 1 (DGAT1) gena sa 17. egzonskih regija
(crvena polja oznacena rimskim brojevima), intronskim regijama (oznacene sivom linijom i
veli¢inom prve i druge intronske regije), a boéne regije zeleno su oznacene. Polimorfizam

K232A prikazan je zamjenom dinukleotida AA/GC.

(lzvor: Prilagodeno prema Grisart i sur. 2002.)

Genom goveda sekvencioniran je 2009. godine (The Bovine HapMap Consortium,
2009.) te je ujedno sekvencioniran i DGAT1 gen S$to je omogucilo pristup temeljitijem
istrazivanju djelovanja gena na procese u organizmu. Tako je kod razli¢itih vrsta Zivotinja
utvrdena povezanost polimorfizma DGAT1 gena sa sintezom i odlaganjem masti u organizmu,
Sto se direktno odrazava na proizvodne osobine kao npr. udio masti u mlijeku i mesu. Medu
prvim istraZivanjima o utjecaju varijanti DGAT1 gena na sadrZaj mlijeCne masti istiCe se
istrazivanje Winter i sur. (2002.) na mlije¢nim populacijama goveda iz Njemacke (German
Fleckvieh, German Braunvieh, German Holstein—Friesian) kojim je utvrdeno 19 varijabilnih
mjesta unutar gena. Na pozicijama 10433 i 10434 u egzonu 8 DGATI1 gena prisutan je
polimorfizam GC/AA koji uzrokuje promjenu aminokiseline lizin (K) u alanin (A) na poziciji 232
proteina koji se oznacava kraticom K232A. Smatra se da je aminokiselina lizin kodirajuca
varijanta koja je prevladavala kod predaka goveda i da se supstitucija GC/AA dogodila vrlo
rano, ¢ak i prije procesa domestikacije goveda. Naime, prisutnost alelne varijante za alanin
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(AA) na poziciji K232A pronadena u Bos taurus goveda s podrucja Anatolije u kojoj se dogodio
jedan od domestikacijskih procesa (Winter i sur. 2002.).

Supstitucija aminokiseline lizin alaninom ima utjecaj na kemijski sastav mlijeka. Grisart
i sur. (2002.), Spelman i sur. (2002.), Thaller i sur. (2003a.) utvrduju povezanost polimorfizma
DGAT1 gena s vecom proizvodnjom mlijeka i ve¢om koli¢inom mlije€ne masti u razlicitih
pasmina goveda. lako u istraZzivanjima koriste razliite pasmine i razliCit broj jedinki rezultati
su vrlo sli¢ni: K alelna varijanta K232A polimorfizma povezuje se s veé¢im udjelom masti i
proteina, veéom proizvodnjom masti, ali manjom ukupnom proizvodnjom mlijeka. Sli¢ne
rezultate utvrduju Bovenhuis i sur. (2015.) na populaciji holstajnsko frizijskih krava koji navode
povezanost K alela s ve¢om proizvodnjom i udjelom masti, proteina i laktoze te manjom
proizvodnjom mlijeka. Navedeno je rezultat vece enzimatske aktivnosti alelne varijante K u
proizvodniji triglicerida u odnosu na varijantu A (Grisart i sur. 2004.). Na kvalitetu mlijeka, osim
kemijskog sastava vazan utjecaj ima i mikrobioloSka komponenta, odnosno broj somatskih
stanica koja ujedno odrazava zdravstveno stanje mlijecne Zlijezde. Barbosa da Silva i sur.
(2010.), Manga i Riha (2011.), Bobbo i sur. (2018.) u svojim istraZivanjima navode povezanost
polimorfizma K232A s brojem somatskih stanica. Tako Manga i Riha (2011.) na populaciji
holstajn krava utvrduju da su jedinke KA genotipa imale 1,1 puta manje somatskih stanica u
odnosu na jedinke AA genotipa (KA 1.94 : AA 2.18 log, 1000/mL) te da je razlika bila znacajna.
lako su jedine KK genotipa imale najmaniji broj somatskih stanica (KK 1.47 log, 1000/mL) zbog
malog broja uzorkovanih jedinki (N=4) razlika se nije pokazala statisti¢ki zna¢ajnom. Suprotno,
Bovenhuis i sur. (2015.) nisu zapazili znac¢ajan utjecaj polimorfizma K232A na broj somatskoh
stanica.

Istrazivanjem genoma omoguceno je povezivanje djelovanja gena na nekim osobinama
od interesa. Winter i sur. (2002.) utvrdili su neposrednu blizinu izmedu DGAT1 lokusa i lokusa
za kvantitativna svojstva (engl. Quantitaitive Trait Loci, QTL) odgovornog za varijacije u
sadrzaju mlije€ne masti. Winter (2002.) navodi da je unutar i u neposrednoj blizini DGAT1 gena
pronadeno je 10 varijabilnih pozicija koje se dovode u direktnu vezu sa sadrzajem masti te je
DGATI1 je predlozen kao gen kandidat za ovo svojstvo. Noviji podaci u QTL bazi podataka
navode 73 razli¢itih osobina i 279 QTL-a povezanih s DGAT1 genom
(https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/genesrch?gwords=dgat1&submit=go).

2.2. Tiroglobulin

Tiroglobulin ili TG gen lociran je na nalazi se na kromosomu BTA14. Tiroglobulin je
perkursor je hormona Sttnjace za koje je poznato da utje€u na diferencijaciju adipocita i
metabolizam lipida. Hormoni stitnjace igraju vaznu ulogu u regulaciji metabolizma i mogu
utjecati na homeostazu taloZenja masti. Gen je duZine 8.4 Kb i sastoji se od 47 egzonskih regija
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_173883.2; Slika 2.2.). Tiroglobulin gen mapiran
je na lokus za kvantitativne osobine i smatra se funkcionalnim i pozicijskim kandidatom
debljine masti.
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Chromosome 14 - NC_037341.1
[ 8073221 p [ 85558147 ¢

NDRG1 TG THEHW71
CCh4 SLA PHF20L1

Slika 2.2. Prikaz tiroglobulin (TG) gena s nazna¢enom duljinom gena i susjednim genima
(NDRG1 N-myc downstream regulated 1, CCN4 cellular communication network factor 4, SLA

Src like adaptor, PHF20L1 PHD finger protein 20 like 1, TMEM71 transmembrane protein 71)
(Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/280706)

Zhang i sur. (2015.) predlazu da TG gen bude gen za kvantitativna (QTL) svojstva jer
moze utjecati na svojstva lipida i proizvodne osobine razli¢itih mesnih pasmina goveda,
posebice mramoriranost (Barendse i sur. 2001., Burrell i sur. 2004.). No, Casas i sur. (2005.,
2007.) nisu utvrdili znacajan utjecaj polimorfizma TG gena na mramoriranost u mesnih
pasmina goveda. Jedinke genotipa TT imale su jace i izrazenije mramorirano meso, nego
jedinke CCi CT genotipa (Barendse 1999., Burrell i sur. 2004.). Prva istraZivanja polimorfizma
TG gena otkrila su polimorfizam C422T koji je u populaciji Bos indicus bio zastupljen oko 1.5%,a
u Bos taurus populaciji od 6,7% do 18.9% (Moore i sur. 2003., Thaller i sur. 2003.). No, znacajan
utjecaj polimorfizma TG gena na udio intramuskularne masti u m. longissimus dorsi njemackog
holStajna utvrdili Thaller i sur. (2003.). Nove polimorfizme TG gena navode Shin i Chung
(2007.), Gan i sur. (2008.) i Zhang i sur. (2015.). Shin i Chung (2007.) navode dva nova
polimorfizma C257T i A335G kod izvorne korejske pasmine goveda utvrdenih kod 12 jedinki
(od ukupno 309 uzorkovanih). Isti autori navode suprotan rezultat povezanosti
maramoriranosti mesa i genotipa TG gena od rezultata Barendse (1999.) i Burrell i sur. (2004.).
Naime meso jedinki genotipa CCi CT bilo je jae mramorirano od mesa jedinki TT genotipa.
Sest novih mutacija na 3' boénim regijama TG gena: A110T, G133C, G156A, C220T, A351G i
A506C pronasli su Gan i sur. (2008.) istraZzivanjem osam pasmina goveda. Od njih Sest samo su
Cetiri mutacije pokazivale zna¢ajnu povezanost s mramoriranosti mesa (G133C, G156A, C220T
i A506C). No, navedena Cetiri polimorfizma bila su povezana $to znaci da se moZe naslijediti
kao cjelina, Sto je i razlog znacajne povezanost s mramoriranosti. Nadalje, Zhang i sur. (2015.)
pronalaze Cetiri nova SNP polimorfna mjesta u 5' bo¢noj regiji TG gena goveda. Analizom je
utvrdeno da su SNP G275A, G277C, G280A i C281G znacajno povezani s prosjeénim dnevnim
porastom (P <0,01 za G275A i G277C, P <0,05 za G280A i C281G).

Molekularna genetika i povezanost osobina od interesa s gen kandidatima iz dana u
dan napreduju. U buduénosti ¢e biti potreban daljnji istrazivacki rad na koristenju navedenih
SNP-ova za MAS na vecoj populaciji i na istraZivanju povezanosti TG gena s intramuskularnom
masti.




Melinda Kazi¢ Diplomski rad
Polimorfizam DGAT1 i TG gena u kriZanaca belgijskog plavog i holstajn goveda

2.3. Pasmine goveda

2.3.1. Belgijsko plavo govedo

Belgijsko plavo (eng. Belgian Blue) govedo podrijetlom je iz srediSnje i gornje Belgije i
ubraja se u najbolja tovna goveda zbog izraZzene muskulature. Pasmina je nastala u drugoj
polovici 19. stolje¢a krizanjem bikova Shorthorn pasmine radi poboljSanja domace populacije
krava koje su uglavnom bile mlije¢nog tipa (prosje¢na proizvodnja u 305. dana laktacije bila
4.000 litara mlijeka sa 3.5% mlije¢ne masti). Do 1950. godine selekcija se temeljila na uzgoju
Zivotinja za dvostruka proizvodna svojstva (mlijeko i meso) da bi se 1973. godine usmjerila na
dva proizvodna pravca, proizvodnju mesa i mlijeka.

Tjelesni okvirom je krupna Zivotinja, zaobljenih miSi¢a koji su istaknuti na podrucju
ramena, leda, slabina i trbuha. Koza je tanka. Noge su jake i lako se kreée. Belgijsko plavo
govedo dobilo je ime po sivo-plavoj pepeljastoj boji, ali boja moze varirati od bijele do crne.
Pasmina je poznata po mirnom temperamentu. Vrlo je adaptabilna na razli¢ite klimatske
uvjete i tla, Sto je rezultiralo Sirenjem na svjetskoj razini
Tjelesna masa odraslog bika iznosi od 1.100 do 1.250 kg, a visina grebena od 1,45 do 1,50 m.
Nije rijetko vidjeti bikove i do 1.300 kg. Krave mogu doseci tezinu od 850 do 900 kg, a visina
grebena moze prijeéi 1,40 m. Prosjecna dob prvog telenja je sa oko 32 mjeseca starosti, a 75%
krava prvi put se teli izmedu 28 i 35 mjeseca.

Fenotip s dvostrukim misi¢jem je nasljedna osobina koja rezultira hipertrofijom, tj.
povecanjem veli¢ine misi¢nih stanica. Ovakva goveda u prosjeku imaju veci udio misi¢a za oko
20% dok je udio intramuskularne masti smanjen, te ih odlikuje visoki randman 65-70%.
Intenzivan rast misiénog tkiva zapocinje dobi od 4 do 6 tjedana. Kada se koristi u programima
krizanja s drugim mlije¢nim ili mesnim pasminama, prinos krizanaca se povecéava za 5-7%.
Meso je dobre kvalitete, njezno, a zbog manjeg udjela imtramuskularne masti, ima dijetetske
karakteristike.

Slika 2.1. Belgijsko plavo govedo
(Izvor: https://alchetron.com/Belgian-Blue#belgian-blue-67c¢6557e-6b99-48f4-991a-f418ff093a0-resize-
750.jpeg)
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2.3.2. Holstajn govedo

HolStajn govedo je najmljecnija i najrasprostranjenija pasmina po svijetu. Potjece iz
Nizozemske, provincija North Holland i West Friesland. Preci danasnje pasmine Holstein
goveda na prostore Nizozemske dosli su prije 2000 godina migracijama plemena s juga Europe.
Na pocetku uzgoja krave su bile jednobojne, crne, bijele ili crvene boje, a nakon 1975. godine
uzgajivaci u uzgoju koriste bikove samo crne ili bijele boje (iako se i danas u uzgoju mogu naci
jedinke crveno-bijele boje). U uzgoju prevladava crno-bijeli dominantni holStajn, dok se
crveno-bijeli javlja u svega 1% slucajeva. Sustavnom selekcijom dobivena je pasmina izvrsnih
mlije€nih osobina, dobre prilagodljivost, dobre plodnosti i eksterijera.

Pasmina je velikog tjelesnog okvira i dobrih mlijecnih karakteristika. Tjelesna masa
odraslih krava iznosi oko 650-700 kg, visina grebena 140 cm. Proizvodnja mlijeka holStajn
pasmine u svjetskoj domeni moZe biti i veéa od 10.000 litara mlijeka (uz odgovarajucu
hranidbu i uvjete drzana). U Republici Hrvatskoj proizvodni kapacitet je oko 8.000 litara mlijeka
sa 4,0% mlije¢ne masti i 3,3% kg proteina tijekom 305 dana laktacije (HPA, 2018.). Krave se
tele jednom godi$nje, porodna masa teladi je oko 40-50 kg, a telenja su laka i bez zdravstvenih
poremecaja. Spolnu zrelost stjecu izmedu 15 i 21 mjeseca starosti, a prvi pripust prakticira se
sa 21-24 mjeseca starosti kad postignu 80% tjelesne mase odrasle jedinke. U intenzivnom
uzgoju se najviSe prakticira metoda umjetnog osjemenjivanja i genomski testiranih mladih
bikova Sto je doprinijelo komercijalizaciji i poveéanom interesu trziSta, kao i genetskom
poboljSanju pasmine.

HolStajn govedo zahtjeva dobar smjestaj, te je osjetljivo i podloZno oboljenjima i
neplodnosti, ako ne postoje optimalni uvjeti. IskoriStavanje holstajn krava u proizvodnji
mlijeka je intenzivno, zbog toga im je proizvodni vijek relativno kratak (od 3 do 4 godine). U
mesnoj proizvodnji postize skromne rezultate zbog niZih ostvarenih prirasta i slabije konverzije
hrane te ranijeg zamascivanja. Randman holstajn goveda relativno je nizak i iznosi oko 57%.

Slika 2.2. HolStajn govedo

(Izvor: Ramljak, J.)
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3. MATERUAL | METODE

3.1. Laboratorijske analize

3.1.1. lzolacija DNK iz tkiva

Od krizanaca belgijskog plavog i holstajn goveda iz dugog lednog misi¢a uzet je komadi¢
mesa mase oko 25 mg i stavljeni u tube od 1,5 mL. Iz uzoraka tkiva izolirana je
deoksiribonukleinska kiselina (DNK) korStenjem GenEluteTM Mammalian Genomic DNA kita
(Sigma-Aldrch).

Za razgradnju tkiva i raspadanje misi¢nih stanica u tube s uzorcima tkiva dodano je 180
UL Lysis otopine T i 20 uL proteinaze. Uzorci su dobro izmijeSani na vorteksu i stavljeno na
inkubaciju (702C, 10 min) za potpuni razgradnju. Dodana je otopina za liziranje C (200 uL lysis
solution C) i uzorci su mijesani na vorteksu 20 sekundi. Potom je u tubu s uzorkom dodano je
200 pL hladnog 96% etanola, smjesa je snazno protresena u trajanju od 10 sekundi sa svrhom
dobivanja homogene smjese, odnosno lizata. Tubice s kolonama isprane su s 500 uL otopine
za pripremu kolona, potom je u njih stavljen lizat i centrifugiran 1 min na 6 600 rcf i ispran u
dva navrata s 500 UL otopine za ispiranje (wash solution). Nakon svakog ispiranja uslijedilo je
centrifugiranje: 1 min na 6 600 rcf (nakon prvog ispiranja) i prebacivanje kolona u ¢iste 2,0 mL
tubice, 3 min na 14 000 rcf (nakon drugog ispiranja). Otapanje DNK provedeno je s otopinom
za otapanje DNK (elution solution, 80 L), inkubacijom na sobnoj temperaturi (5 min) i
centrifugiranjem (1 min, 6600 rcf). Kako bi se dobila veca koli¢ina DNK, postupak otapanja je
ponovljen jos jednom. Nakon drugog otapanja u tubi je ostala Cista DNK. Na 1% agaroznom
gelu provjerena je kvaliteta izolirane DNK u otopini koristenjem gel elektroforeze (slika 3.1.).
Izolirana DNK je do upotrebe bila pohranjena u zamrzivaéu na temperaturi -20°C.

Izrada 1% agaroznog gela odvijala se po protokolu: 0,30 g agaroze (Fluka, BioChemika)
i 30 mL 10x TBE pufera (zagrijavani do homogene smjese), hladenje smjese na sobnu temp-
eraturu, dodavanje 1 ulL etidijevog bromida. Nakon stvrdnjavanja gela, u jaZice je stavljeno 1
ulL aplikacijskog pufera i 5 pL izolata (DNK). Elektorforeza je trajala 15 minuta na 120 V.

Slika 3.1. Izolirana DNK krizanaca belgijsko plavog i holStajn na 1% gelu agaroze. Marker je

veli¢ine 2,5 Kb (prvi stupac). Broj uzorka oznacen je rednim brojevima od 1 do 13.
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3.1.2. Lancana reakcija polimeraze

UmnazZanje sekvence DNK od interesa provodi se lan¢éanom reakcijom polimeraze, tzv.
PCR reakcijom (engl. Polymerase Chain Reaction) kojom nastaje milijun kopija Zeljene sekv-
ence. Reakcija PCR za DGAT1 i TG gen provedena je prema protokolu proizvodacéa s Takara
Emerald Amp® MAX HS PCR Master Mix u ukupnom volumenu od 15 uL i prikazana je u tablici
3.1.. UmnaZanje ciljne DNK odvijalo se u 35 ciklusa na aparatu Mastercycler Thermocycler
(Eppendorf).

Tablica 3.1. Komponente lan¢ane reakcije polimerazeza DGAT1 i TG gen i program umnazZanja
sekvence od interesa

Komponente i program/gen DGAT1 TG
voda slobodne od nukleaza 5,4 uL 5,4
Emerald Amp® MAX HS PCR Master Mix 7,5 uL 7,5
zacetni oligonukleotid prema naprijed* 10 uM

5'- GCA cch TCC TCT T(F:)C TCA AGp _i, " 0,45 ul 0,45 ul
zacetni oligonukleotid prema natrag** 10 uM

3-GGA Ach GCT TTC GF()SA 7G -5' = 0,45 ul 0,45 ul
50 ng genomska DNK 1,2 uL 1,2 uL
Program umnazanja Zeljene sekvence PCR reakcijom DGAT1 TG
aktivacija Taqg polimeraze 98°C/3 min 98°C/3 min
Denaturacija 98°C/10 sek 98°C/10 sek
prilijeganje zacetnih oligonukleotida 61°C/30 sek 63,5°C/30 sek
produljenje DNK lanc 72°C/50 sek 72°C/50 sek
krajnje produljenje umnozZene Zeljene sekvence DNK 72°C/5 min 72°C/5 min
Hladenje 4°C/oo 4°C/oo

zacetni oligonukleotid prema naprijed* (engl. forward)
zaCetni oligonukleotid prema natrag** (engl. reverse)
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Provjera uspjesnosti umnaZanja sekvenci DGATI1 gena i TG gena PCR reakcijom (slika
3.2.aib) uradena je na 1% agaroznom gelu (opis pod 3.1.1.).

Y U G S G B By Y e e YW T T e e -

Slika 3.2.Amplifikacija lancanom reakcijom polimeraze: a) DGAT1 gena duljine 411 parova
baza (bp); 2-16 — oznake uzoraka i b) TG gena duljine 545 bp krizanaca belgijskog plavog i
holStajn goveda; 3-20 — oznake uzoraka. M — standard razmaka 100 bp

3.1.3. Genotipizacija

Za potrebe genotipizacije umnozZeni fragmeti DGAT1 gena duzZine 411 bp i TG gena
duZine 545 bp izloZeni su restrikciji koristenjem enzima endonukleaza. Enfonukleaza Cfrl
cijepala je fragment DGAT1 gena, a endonukleaza Psul fragment TG gena. Smjesa za restrikciju
za oba gena bila je volumena 20 pL (7,88 uL vode, 2,0 puL 10x Tango pufera, 0,12 uL Cfrl/Psul
restrikcijskog enzima, 10 puL PCR produkta). Inkubacija u vodenoj kupelji odvijala se na 37°C
preko nodi za oba gena.

Za potrebe genotipizacije napravljen je 3% agarozni gel (0,90 g agaroze i 30 mL 1x TBE
pufera u koje je dodano 1 L etidijevog bromida). U jaZice pripremljenog gela stavljeno je 20
uL produkata restrikcijske razgradnje te provedena elektroforeza na 100 V u trajanju od 60
min. Vizualizacija uzoraka bila je pod UV svijetlom na transiluminatoru.

Genotipizacijom su uoceni fragmenti gena nize navedenih velicina (slika 3.3.):

- DGATI1 gen duzine 411 bp:
o KK (411); KA (411, 208, 203); AA (208, 203)
- TG gen duzine 545 bp:
e TT(473); CT (75, 178, 295, 473); CC (295, 178, 75)
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Slika 3.3. Dobiveni genotipovi: a) DGAT1 gena (KA 411 bp, KK 208, 203 bp) i b) TG gena (CC
295, 178, 75bp; CT 75, 178, 295, 473bp) krizanaca belgijskog plavog i holstajn goveda.
M — standard razmaka 100 bp; 2-16 i 3-19 — oznake uzoraka

3.1.4. Statisticke analize

Statisticka analiza podataka provedena je koristenjem R programskog paketa (R Core
Team 2018.). Unutar R programa koristen je paket ,HardyWeinberg” koristen za odredivanje
frekvencije alela i frekvencije genotipova DGAT1 i TG gena. Takoder primjenom hi-kvadrat
testa (y?) izradunato je odstupanje frekvencije alela i genotipova od Hardy-Weinbergove
ravnoteze.

Pokazatelji genetske strukture populacija, uocena (Ho) i ocekivana (He)
heterozigotnost, indeks uzgoj u srodstvu (Fis) izracunati su koriStenjem programa Genetix
v4.05.2 (Belkhir i sur. 2004.).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Polimorfizam DGAT1 i TG gena

Osnovni parametri polimorfizma DGAT1 i TG gena krizanaca belgijskog plavog i holStajn
goveda prikazani su u tablici 4.1. Polimorfizam gena DGAT1 utvrden je kod 39 od 42 jedinke
(93%), a TG gena kod 40 od 42 jedinke (95%).

Tablica 4.1. Frekvencije (f) alela i genotipova i Chi-kvadrat test (y2) DGAT1 i TG gena krizanaca
belgijskog plavog i holStajn goveda

DGAT1
falela f genotipova
N K A KK KA AA 22
39 0,551 0,449 0,897 (35) 0,103 (4) 0 25,84 **
TG
N falela f genotipova 2
C T cc cT T %
40 0,888 0,112 0,800 (32) 0,175 (7) 0,025(1) 0,61™

ns — nije znacajno, ** p<0,01

Udio alelne varijante K DGAT1 gena prevladava sa 55,1% (f(x) = 0,551), dok je udio
alelne varijante A manji 44,9% (f(a) = 0,449). U ispitivanom uzorku populacije (N = 39) kod 35
jedinki utvrden je genotip KK s frekvencijama 0,897 te 4 jedinke genotipa KA frekvencije 0,103.
Genotip AA DGATI1 gena nije utvrden kod nijedne jedinke. Hradecka i sur. (2008.) proucavajuci
315 bikova pasmine njemacki holstajn utvrdili su frekvencije 0,340 za alel K'i 0,660 za alel. Isti
autori navode podjednaku zastupljenost genotipova AA i KA (0,460 : 0,400), dok je frekvencija
homozigotnog genotipa KK iznosila 0,14 kod samo Cetiri jedinke. U ispitivanom uzorku
frizijskog i dZersej (Jersey) goveda frekvencije alelne varijante A bile su 0,410 i 0,48 $to je
usporedivo s rezultatima ovog istrazivanja (Signorelli i sur. 2009.). No, izrazito niska frekvencija
utvrdena je u piedmontese pasmine (f(a) = 0,030), dok je u genomu valdostana pasmine nije
prisutna. Kadlecovd i sur. (2014.) u uzorku od 278 krava holStajnske pasmine navode
frekvencije alelnih varijanti (fla) = 0,740) i (flx) = 0,260). U odnosu na rezultate ovog
istrazivanja, Tomka i sur. (2016.) dobili su suprotne rezultate istrazuju¢u polimorfizam DGAT1
gena u populaciji nizozemskog holstajn-frizijskog goveda. Udio alelne varijante K bio je 4,5
puta manji (0,120 : 0,551), dok je udio alelne varijante A bio dva puta vedéi (0,880 : 0,449).
Takoder, utvrden je visok udio homozigota AA (0,780) koji u ovom istrazivanju nije utvrden,
udio heterozigota KA bio je puno manji u odnosu na ovo istrazivanja (0,200 : 0,897), a udio
homozigota KK bio svega 0,020 (u ovom istrazivanu visokih 0, 897). Bonvehius i sur (2015.) na
uzorku od oko 1,500 jedinki nizozemskog holstajn-frizijskog goveda nisu utvrdili znacajnu
promjenu frekvencije alela prema redoslijedu laktacije (f(x) = 0,400).

Dobiveni rezultati istrazivanja znatno se razlikuju iako su koriStene metode vrlo sli¢ne
ili identi¢ne. Jedno od mogudih razloga razlike u frekvencijama alela i genotipova DGAT1 gena
zasigurno je samo uzorkovanje(broj uzoraka, stupanj srodstva) i metodologija rada i obrade
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podataka. Nadalje, Kaupe i sur. (2004., cit. Winter i sur. 2002.) navode da je alel koji kodira
aminokiselinu lizin ancestralan u goveda i posto negativno utjece na koli¢inu proizvedenog
mlijeka, njegova frekvencija u mlijeCnim pasminama je umjerena do niska. No, koristenjem
metode umjetnog osjemenivanja i uvozom sjemena bikova (uglavnom iz Amerike, Kanade i
Nizozemske) frekvencija alela K znatno se povedala. Zahtjevi trZista sredinom 20. stoljeca bili
su fokusirani na veéu potraznju maslaca Cija je glavna komponenta mlije¢na mast.

DGAT1 gen kao gen kandidat za proizvodne osobine mlijeka i mesa potvrden je u
mnogim istrazivanjima koristeci se alel supstitucijskim ucinkom (engl. allele substitustion
effect, Grisart i sur., 2002., Winter i sur., 2002, Thaller i sur. 2003.). IstraZzivanje na uzorku
njemackog holstajn i Sarole (Charolais) goveda provedeno od strane Thallera i sur. (2003.)
pokazalo je znacdajan utjecaj genotipa KK DGAT1 gena na sadrzaj intramuskularne masti u
musculus semitendinosusu, ali ne i u m. longissimusu dorsi. Suprotno, vezu DGATI
polimorfizma gena sa nakupljanjem masnog tkiva u trupu nisu utvrdili Moore i sur. (2003.) i
Pannier i sur. (2010.).

Supstitucija aminokiseline lizin s alaninom DGAT1 gena odgovorna je i u proizvodnji
mlijeka, direktno utjecudi na sadrzaj nekih komponenti. Tako kodirajuci alel za aminokiselinu
lizin (K) doprinosi vecoj proizvodnji masti, vecem sadrzaju mlijene masti i proteina, dok je A
alelna varijanta odgovorna za vecu proizvodnju mlijeka (Hradecka i sur. 2008., Signorelli i sur.
2009., Tomka 2016., Kadlecova i sur. 2014.). Ovi rezultati su u suglasju s pravilom o negativnoj
korelaciji izmedu mlije¢nosti i sadrzaja masti i proteina. Signorelli i sur. (2009.) navode ucinak
supstitucije aminokiselinom lizin za 0,55% za mlijeénu mast i 0,13% za protein, dok je
proizvodnja mlijeka bila manja za 2,4 kg. Takoder, Spelman i sur. (2002.) navode da lizin
kodirajuca varijanta DGAT1 gena povecava sadrzaj proteina za 2-3 kg i sadrzaj mlije¢ne masti
za 3-6 kg, ovisno o pasmini. Alelna varijanta A odgovorna je za vecu proizvodnju mlijeka.

Oikonomou i sur. (2008.) istrazivali su utjecaj polimorfizma DGATI gena na
reprodukcijske pokazatelje na uzorku holStajn krava i zakljucili da je alelna varijanta A
povezana s ucestalijim inseminacjama, smanjenom stopom zaceéa tijekom laktacije i
povecanom ucestalosti reproduktivnih problema.

Frekvencije alela Ci T TG gena znatno su se razlikovale. Udio T alela u ispitivanom
uzorku bio je za 7,9 puta manji od udjela alela C (f(r) = 0,112 : f(¢c) = 0,888). Uocena su sva tri
genotipa TG gena od kojih je prevladavao je homozigotni CC genotip (f(cc) = 0,800) utvrden
kod 32 jedinke, zatim heterozigotni genotip CT (f(cr) = 0,175) utvrden kod 7 jedinki, dok je
homozigotni CC genotip utvrden samo kod jedne jedinke (f(cc) = 0,025). Iste vrijednosti alelnih
varijanti Ti C u istrazivanom uzorku bikova holStajn-frizijske pasmine utvrdili su Ardicli i sur.
(2019.; C (f(r) = 0,112 : f(c) = 0,888). Takoder, kod najvecéeg broja jedinki utvrden je CC genotip
(f(cc) =0.804), zatim CT (f(cr) = 0,155), a najmanji broj jedinki imalo je TT genotip (f(rr) = 0,040).
Pannier i sur. (2010.) za devet proucavanih pasmina goveda navode frekvenciju alela C u
rasponu od 0,51 (Angus) do 0,98 (Hereford), dok je frekvencija alela A imala raspon od 0,02
(Hereford) do 0,49 (Angus). Isti autori su utvrdili slicne vrijednosti polimorfizama TG gena za
pasmine belgijsko plavo ((f(c) = 0,820, (f(r) = 0,180) i frizijsku pasminu goveda ((f(c) = 0,870,
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(f(+) = 0,130). Ove vrijednosti slicne su vrijednostima krizanaca belgijskog plavog i holstajn
goveda u ovom istrazivanju. Proucavajuci izvorne pasmine anatolskih goveda (South Anatolian
Red, East Anataolian Red) na kojima nije provodena selekcija Yardibi i sur. (2009.) dobili su
ravnomjernije udjele frekvencija alela za juzno anatolsko crveno govedo ((f(c) = 0,420, (f(r) =
0,580), dok su za isto¢no anatolsko crveno govedo omijeri bili vise razliciti ((f(c) = 0,750, (f(r) =
0,250).

U viSe istrazivanja utvrdeno je da kromosom BTA14 sadrzi QTL za svojstva
maramoriranosti. Moguée alelne kombinacije na lokusima vazne su za uspjeSnu primjenu
selekcije uz pomo¢ markera (engl. Marker Assisted Selection, MAS) kod pasminama goveda u
komercijalnoj proizvodnji mesa. U direktnu vezu koli¢inu intramuskularne masti u m.
longissimus dorsi s polimorfizmom TG gena utvrduju Mears i sur. (2001.), Thaller i sur. (2003.),
Burrell i suradnici (2004.). Barendse i suradnici (2004.) utvrdili su da genotip TT ima vedi
postotak mramoriranosti mesa u usporedbi sa jedinkama CC i CT genotipa aberden angus
(Aberdeen Angus) i Sothorh (Shorthorn) pasmina. No, Pannier i sur. (2010.) nisu utvrdili
povezanost polimorfizma TG gena sa sadrzajem intramuskularne masti u m. longissimus
thoracis et lumborum i m. semimembranosus. Meso jedinki CC genotipa TG lokusa imale su
jaci stupanj maramoriranosti mesa koji nije bio statisti¢ki znac¢ajan. Navedeno je u skladu s
prijasnjim istrazivanjima Bos indicus (Casas i sur. 2005.) i Bos taurus goveda (Rincker i sur.
2006.). Takoder, Ardicli i sur. (2019.) u istrazivanju nisu utvrdili znacajan utjecaj polimorfizma
TG gena na tovne kakarkteristike jedinki holStajn pasmine. Pojasnjenje dobivenih oprecnih
rezultata razli¢itih istrazivanja moZe biti da polimorfizam TG gena nije utjecao na razinu
intramuskularne masti u ispitivanom uzorku te da markeri nisu dovoljno jaki (informativni) ako
se u istraZivanju koriste krizanci (zbog razliCite frekvencije alelnih varijanti). Takoder, neka
istrazivanja ukljucivala su malen broj pasmina i malo uzorkovanih jedinki, stoga buduca
istraZivanja trebaju biti Sto opseznija i kompleksnija na nac¢ina da ukljuce Sto vise jedinki i/ili
razli¢itih pasmina.

Nul-hipoteza da nema razlike u odstupanju uocéenih od ocekivanih frekvencija
genotipova utvrdena je za TG lokus (2 = 0,61). Na lokusu DGATI1 uocena frekvencija
genotipova uzorkovanih jedinki znacajno (p<0,01) je odstupala od frekvencije genotipova
populacije koja se nalazi u Hardy-Weinbergovoj ravnoteZi (2 = 25,84). Pannier i sur. (2010.)
takoder nisu zapazili razlike u odstupanju uocenih od ocekivanih frekvencija genotipa DGAT1
i TG gena za svih devet proucavanih pasmina. U ovom istrazivanju znacajno odstupanje
ocekivanih frekvencija genotipova DGAT1 gena od frekvencije genotipova populacije u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi najvjerojatnije je posljedica neutvrdenog genotipa AA u uzorkovanom
materijalu.
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4.2. Genetska struktura ispitivanog uzorka

Vrijednosti genetskih parametara, uocene i ocekivane heterozigotnosti te fiksacijskog
indeksa (koeficijenta uzgoja u srodstvu) za procjenu genetske raznolikosti u uzroku krizanaca
belgijsko plavog i holstajn goveda prikazani su u Tablici 4.2.

Tablica 4.2. Broj jedinki (N) uocena (Ho) i o€ekivana (He) heterozigotnost, fiksacijski indeks (Fis)
DGAT1 i TG gena krizanaca belgijskog plavog i holStajn goveda

DGAT1 TG
N Ho He Fis N Ho He Fis
39 0,897 0,495 -0.809** 40 0,200 0,175 0,131™

ns — nije znacajno, ** p<0,01

Uocena heterozigotnost krizanaca belgijskog plavog i holstajn goveda za DGAT1 gen
bila je 0,897, a ocekivana 0,495. Za TG gen vrijednosti za uocenu i ocekivanu heterozigotnost
bile su puno manje (Ho = 0,200, He = 0,175). Na lokusu DGAT1 utvrden je znacajan visak
heterozigornih jedinki (81%), dok je na TG lokusu zapaZen deficit heterozigota (13%) koji nije
bio znacajan. Ardicli i sur. (2019.) navode populacijske parametre za heterozigotnost koje su
djelomi¢no komparabilni s ovim istrazivanjem; DGAT1 gen (Ho = 0,500, H: = 0,499) i TG gen (Ho
=0,789, He=0,211). U ranijem istrazivanju holstajn pasmine Tomka i sur. (2016.) navode niske
vrijednosti za parametre heterozigotnosti DGAT1 gena (Ho = 0,200, H: = 0,210). Niska genetska
varijabilnost promatranog uzorka (He) krizanaca belgijskog plavog i holstajn goveda TG gena
rezultat je slabe zastupljenosti i niske frekvencije alela T (f(r) = 0,112). Takoder, niske
vrijednosti za heterozigotnost kao rezultat neravnomjerne zastupljenosti alelnih frekvencija
navode Tomka i sur. (2016.) i Ardicli i sur. (2019.). Jedno od pojasnjenja viska heterozigotnih
jedinki na lokusu DGATI1 je mogudéa podpodijela ispitivanog uzorka koristenjem sjemena
nekoliko linija bikova.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu provedenog istraZivanja polimorfizma DGAT1 i TG gena u uzorku kriZzanaca
belgijskog plavog i holStajn goveda:

a. utvrdene su frekvencije alela
e DGATI gena: f(«) = 0,551, f(a) = 0,449,
e TGgena: f{r)=0,112: f(c) = 0,888.

b. utvrdene su frekvencije genotipova
e DGATI gena: f(kk) = 0,897, f(ka) = 0,103, f(aa) = nije utvrden,
e TG gena: fl(cc) = 0,800, f(cr) = 0,175, f(r7) = 0,025.

c. utvrdene frekvencija genotipova krizanaca belgijskog plavog i holStajn goveda:
e na lokusu DGAT1 znacajno (p<0,01) odstupaju od frekvencije genotipova
populacije koja se nalazi u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi,
e nalokusu TG ne odstupaju od frekvencije genotipova populacije koja se nalazi
u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi.

d) dobiveni genetski parametri polimorfizma DGAT1 i TG gena usporedivi su s rezultatima
znanstvenih istrazivanja. Vrijednosti frekvencije alela, frekvencije genotipova, uocene i
oCekivane heterozigotnosti te fiksacijskog indeksa (koeficijenta uzgoja u srodstvu)
nalaze se izmedu grani¢nih vrijednosti drugih istrazivanja. Za pojasnjenje utvrdenog
znacajnog deficita heterozigotnih jedinki na lokusu DGAT1 krizanaca belgijskog plavog i
holstajn goveda potrebno je provesti opseznije analize uklju¢ivanjem veceg broja
nesrodnih jedinki i znati podatke o porijeklu (linije bikova).
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