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Sazetak

Ucinkovita proizvodnja mlijeka uvazava interese proizvodala, preradbene industrije, potrebe
potro3aca i dobrobiti Zivotinje. Razvoj novih metoda direktne analize gena odgovornih za polimor-
fizam bjelancevina mlijeka daje nove alate u podizanju profitabilnosti proizvodnje mlijeka i mlije¢nih
proizvoda kroz ugradnju pasminskog genetskog profila u gojidbeni program. Radi nuznosti determi-
nacije genetskog profila pasmina goveda u Hrvatskoj, koristec¢i nove analiticke metode odreden je udio
dominantnih alelnih polimorfnih varijanti beta-laktoglobulina (B-Lg) i kapa-kazeina (x-CN). Udio
alelne B varijante beta-laktoglobulina dominantan je u svim istrazenim pasminama goveda (>52,9 %).
Alelna A varijanta kapa-kazeina je dominantna u selekcioniranim pasminama goveda (60,7-76,4 %),
dok je udio B varijante kapa-kazeina znacajno zastupljeniji u izvornim pasminama goveda (48,2-84,1
%). Spoznaje o genetskom profilu pasmina obzirom na istrazene polimorfne varijante bjelancevina
mlijeka su korisne u daljnjoj uzgojnoj izgradnji i gospodarskoj afirmaciji, posebice izvornih pasmina
goveda.

Kljucne rijeci: govedo, bjelancevine mlijeka, polimorfizam

Uvod

Polimorfizam bjelan¢evina mlijeka uocen je pri-
je vise od pola stojeca, od kada se uz razvoj anali-
tickih metoda provode istraZivanja polimorfnih va-
rijanti, njihove povezanosti s laktacijskim odlikama,
te determiniranje gena odgovornih za njihovu po-
javnost. Razvoj metode lanane reakcije polimeraze
(engl. Polymerase chain reaction; PCR) omogucio je
identifikaciju polimorfizma bjelan¢evina mlijeka ne-
posredno na kodogenoj sekvenci odgovornog gena,
neovisno o spolu, dobi ili sekreciji mlijeka jedinke.
Raniji interes preradbene industrije potaknut zapa-
Zanjima o ucincima odredenih gena/genotipova na
laktacijske odlike i iskoristivost mlijeka u preradi po-
ti¢e daljnja istrazivanja ucinaka ekspresije odgovor-
nih gena, te favoriziranje poZeljnih varijanti gena kroz
neposrednije uklju¢ivanje u uzgojne programe. De-

terminiranje genetskog profila komercijalnih i izvor-
nih populacija goveda osnova su njihovog sustavnog
gojidbenog i reafirmacijskog usmjeravanja.
Polimorfizam bjelancevina B-lakotglobulina (B-
Lg) i kapa kazeina (k-CN) ugraden je u suvremene
uzgojne programe goveda kroz koje se nastoje funk-
cionalno unaprijediti populacije. Kao glavna bjelan-
Cevina sirutke mlijeka B-Lg je determiniran genom
pozicioniranim na 11. kromosomu goveda. Caroli i
sur. (2009) uz dva dominantna polimorfna oblika (A
i B) ukazuju i na devet rijetkih polimorfnih varijanti
(C,D,E, F, G, H, 1, J, W). Polimorfni oblik B-Lg A
osobit je po aminokiselinama Asp i Val na pozicijima
64.1 118., dok je obliku B-Lg B na istim pozicijama
svojstven Gly i Ala (Eigel i sur., 1984). Kapa kazein
(k-CN) kao jednu od cetiri kazeinske bjelancevine
mlijeka odreduje gen pozicioniran na 6. kromosomu
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goveda. Caroli i sur. (2009) navode Cetrnaest poli-
morfnih oblika k-CN (A, Al, B, B2, C, D, E, F!, F?,
G!, G? H, 1, J) od kojih su dva polimorfna oblika
pojavno$¢u dominantna (A i B). Polimorfnom «-CN
A obliku svojstvene su aminokiseline Thr i Asp na
poziciji 136. i 148., dok je k-CN B obliku na istim
pozicijama svojstven Ile i Ala (Eigel i sur., 1984).

Brojnim istrazivanjima nastojale su se utvrdi-
ti veze izmedu polimorfnih alelnih varijanti B-Lg i
k-CN te laktacijskih odlika i preradbenih karakte-
ristika mlijeka (Antunac i sur., 1991). Istrazivanji-
ma je potvrden pozitivan ucinak AA genotipa B-Lg
na mlije¢nost (lkonen i sur., 1999b; Caroli i sur.,
2004), premda biljezimo istrazivanja koja prednost
daju AB genotipu B-Lg (Tsiaras i sur., 2005; Kari-
mi i sur., 2009). Novijim proutavanjima potvrden
je povoljan uc¢inak BB genotipa B-Lg na udio mlije¢-
ne masti (Tsiaras i sur., 2005; Balcan i sur., 2007,
Karimi i sur., 2009), udio kazeina u mlijeku (Bra-
unschweig i sur., 2000), ukupni udio bjelancevina
(Balcan i sur., 2007) i vedi prinos sira (Lunden i
sur., 1997; Strzalkowska i sur., 2002), $to je od
osobitog interesa za preradivacku industriju.

U vedini novih istrazivanja uoen je pozitivan
ucinak B alelne varijante k-CN na udio kazeina i uku-
pnih bjelan¢evina u mlijeku (Ikonen i sur., 1999a;
Kucterova i sur. 2006; Molina i sur., 2006a; Co-
min i sur., 2008; Sitkowska i sur., 2008) i lakto-
dinamografske odlike mlijeka (Rahali i Ménard,
1991; Snoj i sur., 1991). Osim toga, mlijeko k-CN
haplotipa BB iziskuje krace vrijeme sirenja (Lun-
den isur.,1997; Kiibarsepp i sur., 2005), daje ved
prinos sira s ve¢im udjelom bjelantevina (Ikonen i
sur., 1999b; Braunschweig i sur., 2000; Ng-Kwai-
Hang i sur., 2002; Miciikiene i sur., 2005; Molina
i sur., 2006b). Visok sadrzaj bjelancevina i mlije¢ne
masti u mlijeku pozitivno utje¢e na kvalitetu, tek-
sturu i randman sira, a koagulacijska svojstva mlijeka
pod neposrednim su utjecajem udjela bjelancevina u
mlijeku i odnosa kazeina naspram ukupnih bjelance-
vina (kazeinski broj). Tkonen i sur. (1999b) uocava-
ju da je B alel k-CN povezan ‘s pozeljnim koagulacij-
skim svojstvima, dok Czerniawska-Piatkowska i
sur. (2004) navode da B alelna varijanta x-CN skra-
¢uje vrijeme koagulacije od 10 do 30 %. Sulimova
i sur. (2007) potvrduju vaznost determinacije k-CN
gena u uzgojnoj izgradnji populacija goveda, te zna-
¢ajne ekonomske ucinke.

Cilj ovoga istrazivanja je determinacija frekven-
cija dominantnih polimorfnih varijanti B-Lg i k-CN
u populacijama goveda u Hrvatskoj radi njihovog uz-
gojnog usmjeravanija, evaluacije njihovih komparativ-
nih prednosti i daljnje uzgojne izgradnje.

Materijal i metode

U istrazivanje su ukljucene tri alohtone i tri
izvorne pasmine goveda nazo¢ne na podru¢ju Hr-
vatske i to: holstajn (130 jedinki), simentalska (100
jedinki), smede govedo (70 jedinki), busa (30 je-
dinki), slavonsko-srijemski podolac (30 jedinki) i
istarsko govedo (30 jedinki). Uzorci tkiva (dlaka,
krv) simentalske pasmine i slavonsko-srijemskog po-
dolca prikupljeni su na podrucju Zagrebacke i Ko-
privni¢ko-krizevatke Zupanije, za hol3tajn pasminu
na podrudju Osjecko-baranjske Zupanije, za smede i
istarsko govedo na podrugju Istarske Zupanije, te za
busu na podru¢ju Dubrovacko-neretvanske i Li¢ko-
senjske Zupanije. Uzorci tkiva su nakon prikupljanja
¢uvani na -20 °C do izolacije DNA koja je ucinjena
pomocu izolacijskog kita Sigma-Aldrich™ GenElu-
te Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (www.
sigma-aldrich.com). Izolirana DNA je do provedbe
postupka genotipzacije pohranjena na -20 °C.

Uz pomo¢ lancane reakcije polimeraze (PCR)
ucinjeno je umnazanje ciljanih kodogenih DNA re-
gija gena odgovornih za pojavnost polimorfizma B-Lg
i k-CN. Za umnazanje kodogenih regija gena B-Lg i
k-CN uporabljene su zaletne oligonukleotidne se-
kvence (tablica 1). Umnazanje kodogene sekvence
eksona IV B-Lg gena (duzine 262 bp) i eksona IV
k-CN gena (duzine 350 bp) u¢injeno je u 20 uL reak-
cijskoj smjesi (13,22 uL MiliQ voda; 2,0 uL 10X PCR
pufer; 1,2 uL 25 mM MgCl; 0,38 uL 10 mM dNTP;
1,0 uL svakog zacetnog oligonukleotida, 1,1 uL uzor-
ka DNA; 0,1 U Taq Polymerase). Lantana reakcija
polimeraze ulinjena je na uredaju Thermal Cycler
MJ Research PTC 100 prema temperaturnom pro-
gramu po kojem je nakon inicijalne denaturacije (94
°C/4 min), slijedilo 35 ciklusa umnazanja DNA isjec-
ka (94 °C/60 sec, 60 °C/30 sec, 72 °C/30 sec) te
zavr$no finalno prilijeganje (72 °C/10 min). Provjera
kvalitete PCR reakcije ucinjeno je na 1 % agaroznom
gelu nakon bojenja etidijevim bromidom (EtBr).

Identifikacija A i B alelnih varijanti B-Lg i <-CN
obavljena je u dva koraka prema protokolu Medra-
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Tablica 1. Zacetne oligonukleotidne sekvence i enzimi koriSteni u genotipizaciji B-Lg i k-CN pasmina goveda

Gen Zaletne oligonukleotidne sekvence Enzim Mijesto restrikcije
5-GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA-3’ 5...GG|CC...3
B-Lg 5-GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA-3’ Haelll 3...CC1GG...5
(GenBank Acc.No. X14712)
5-ATCATTTATGGCCATTCCACCAAAG-3’ 5...GJANTC...3’
k-CN 5-GCCCATTTCGCCTTCTCTGTAACAGA-3’ Hinfl 3’...CTNA1G...5’

(GenBank Acc.No. X14908)

Slika 1. Identifikacija genotipova B-Lg i k-CN na 3 % agaroznom gelu

no i Aguilar-Cordova (1990). Prvi korak je cije-
panje PCR produkta, sekvence kodogene regije B-Lg
restrikcijskom endonukleazom Haelll u trajanju 2
h/37 °C u priredenoj reakcijskoj smjesi (4,89 uL
dH,O; 2,25 uL pufer C, 15 uL. PCR produkta; 0,36
wL Haelll). Za cijepanje PCR produkta sekvence
kodogene regije k-CN koristena je restrikcijska en-
donukleaza HinfI u trajanju 2 h/37 °C u reakcijskoj
smjesi (3,86 uL MiliQ voda; 1,0 uL pufer R, 5 uL
PCR produkta; 0,13 uL HinfT). Rezultati cijepanja
restrikcijskim enzimima direktno su ocitani na 3 %
agaroznom gelu nakon elektroforeze (50 min) i boja-
nja gela s EtBr (slika 1). Genotipovi B-Lg determin-
rani su na osnovu broja/veli¢ine DNA fragmenta: AA
(153, 109 bp), AB (153, 109, 79/74 bp) i BB (109,
79/74 bp). Genotipovi k-CN takoder su odredeni
temeljem broja/veli¢ine cijepanih DNA fragmenta:
AA (134/132, 84 bp), AB (266, 134/132, 84 bp) i
BB (266, 84 bp). Izratun frekvencija alelnih varijan-
ti, uoCena i ocekivana razina heterozigotnosti (H,,
H,), odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze i
F-statistika (F, F;. F;) uradeni su programskim pa-

ketom Genepop v3.4 (Raymond i Rousset, 1995).

Rezultati i rasprava

Determinacijom polimorfizma B-Lg utvrdena je
dominacija alelne B varijante B-Lg u svim istraziva-
njem obuhva¢em pasminama (tablica 2). U popula-
ciji slavonsko-srijemskog podolca utvrdena je samo
alelna B varijanta B-Lg, dok je alelna B varijanta p-Lg
u populaciji istarskog goveda znacajno zastupljenija
naspram drugih populacija s utvrdenim polimorfiz-
mom. Udio A varijante B-Lg najvedi je u populaciji
buse, premda znatajno ne odstupa od frekvencija
alela utvrdenih u populacijama hol3tajna, simentalca
i smedeg goveda.

U komercijalnim populacijama simentalca, hol-
$tajna i smedeg goveda utvrden je znacajan visak he-
terozigota (18,5 do 37,5 %). Pretpostavlja se da je
uocleni visak heterozigota posljedica preferiranja ho-
mozigotnih bikova na “pozeljnog” polimorfnog alel-
nog B oblika B-Lg. U prilog tome je i zapaZanje veceg
udjela BB genotipa B-Lg u navedenim pasminama.

U populaciji buse utvrden je visak homozigota
(29,2 %), $to je posljedica “genetskog uskog grla”,
fragmentiranost populacije ili odraz provedbe novog
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Tablica 2. Frekvencija genotipova i alelnih varijanti B-Lg, uocena i o¢ekivana heterozigotnost (H,, H,) i
indeks fiksacije (F ) u istraZenim pasminama goveda

Frekvencija genotipova

Frekvencija gena

Lgts LghB LgB8 Lg LgP HO HE FIS
Simentalska 8,49 66,98 24,53 0,420 0,580 0,669 0,489  -0,375
Holstajn 13,01 5935 27,64 0,427 0,573 0,593 0,491  -0,213
Smede govedo 15,52 58,62 25,86 0,448 0,552 0,586 0,499  -0,185
Busa 29,41 3529 35,29 0,471 0,529 0,352 0,506 0,292
Slavonsko-srijemski podolac - - 100,00 - 1,000 - - -
Istarsko govedo 3,23 32,26 64,52 0,193 0,807 0,323 0,317  -0,033

uzgojnog/konzervacijskog programa, $to moze pro-
uzrotiti genetsku neravnotezu. U odnosu na ranija
istrazivanja frekvencija alelnih varijanti B-Lg simen-
talske pasmine u Hrvatskoj (Caput i sur., 1992;
Lukac¢-Havranek isur., 1992; Curik i sur., 1997),
uocava se znacajno povecanje udjela alelne B varijan-
te B-Lg (grafikon 1). Pretpostavlja se da je ovakvo
povecanje rezultat znacajne imigracije gena iz drugih
subpopulacija kroz uvoz sjemena bikova definiranog
pozeljnijeg genotipa B-Lg. U populaciji holstajna ta-
koder dominira alelna B varijanta B-Lg, $to je osobito
i za veéinu ranije istraZenih populacija. Zastupljenost
alelne B varijante B-Lg u populaciji smedeg goveda u
Hrvatskoj gotovo je identi¢na udjelima alelnih vari-
janti koje je utvrdio Celik (2003), no veca u odnosu
na druga istrazivanja (Braunschweig i sur., 2000;

Caroli i sur., 2004). Dominacija alelne B varijante
B-Lg u ugroZzenim izvornim podolskim pasminama
goveda povoljna je okolnost glede njihove gospo-
darske afirmacije u proizvodnji mlije¢nih proizvoda
(sira, mlije¢nih namaza ili fermentiranih napitaka).
Istarsko govedo pored znacajne gospodarske reafir-
macije u proizvodnji kvalitetnog govedeg mesa, po-
trebno je zastititi i kroz programe proizvodnje mlije¢-
nih proizvoda. U populaciji buSe uravnoteZen je udio
obaju alelnih polimorfnih varijanti B-Lg §to moZe biti
smjernica u afirmaciji pasmine kroz plasman konzu-
mnog mlijeka ili mlije¢nih proizvoda. Ranija istrazi-
vanja su uocila da alelna A varijanta B-Lg ima pozitiva
ucinak na mlije¢nost (lkonen isur., 1999b; Caroli i
sur., 2004) dok je B alelna polimorfna varijanta B-Lg
povezana s povoljnijim udjelom mlije¢ne masti (Ng-
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Grafikon 1. Udio alelnih varijanti B-Lg u pasminama goveda (razli¢iti literaturni izvori)
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Tablica 3. Frekvencija genotipova i alelnih varijanti k-CN, uocena i o¢ekivana heterozigotnost (H_, H,) i
indeks fiksacije (F ) istrazenih pasmina goveda

Frekvencija genotipova

Frekvencija gena

CN*  CN*  CN®™  CN* CN? o e Fis
Simentalac 42,65 48,53 8,82 0,669 0,331 0,485 0,446  -0,096
Holstajn 62,86 27,14 10,00 0,764 0,236 0,271 0,363 0,247
Smede govedo 38,57 4429 17,14 0,607 0,393 0,443 0,480 0,072
Busa 20,59 29,41 50,00 0,353 0,647 0,294 0,464 0,356
Slavonsko-srijemski podolac 9,09 13,64 77,27 0,159 0,841 0,136 0,274 0,490
Istarsko govedo 18,52 66,67 14,81 0,518 0,482 0,667 0,509 -0,335

Kwai-Hang i sur., 1986; Aleandri i sur., 1990;
Lukac¢-Havranek i sur. 1993; Tsiaras i sur., 2005;
Balcan i sur., 2007; Karimi i sur., 2009), kazeina
(Ng Kwai-Hang i sur., 1986; Braunschweig i
sur., 2000) i ukupnim udjelom bjelan¢evina (Balcan
i sur., 2007). Obzirom na udio polimorfnih alelnih
varijanti k-CN u populacijama simentalca, hol3tajna i
smedeg goveda dominira alelna A varijanta k-CN , dok
u populacijama buse i slavonsko-srijemskog podolca
dominira alelna B varijanta k-CN (tablica 3). U popu-
laciji istarskog goveda ujednacena je raspodjela obaju
alelnih varijanti k-CN, premda je zamjetan viSak hete-
rozigotnih jedinki (F¢=-0,335). U populacijama buse
i slavonsko-srijemskog podolca zamijetan je znacajan
deficit heterozigoptnih jedinki (F,=0,356; 0,490).
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U odnosu na ranije istraZivanje zastupljenosti
alelnih varijanti k-CN u populaciji simentalca u Hr-
vatskoj (Luka¢-Havranek i sur., 1992), porastao
je udio alelne A varijante k-CN (grafikon 2), $to je
obzirom na preradbene odlike mlijeka nepovoljno.
Ranija istraZivanja ukazuju da mlijeko alelne A va-
rijante k-CN iziskuje duZe vrijeme sirenja (Lunden
i sur.,,1997; Kubarsepp i sur., 2005) i daje manji
prinos sira s manjim udjelom bjelan¢evina (Ikonen i
sur., 1999b; Braunschweig i sur., 2000; Miciikie-
ne i sur., 2005; Molina i sur., 2006b). Zapazena je
zna¢ajna dominacija alelne A varijante k-CN u po-
pulacijama simentalca i hol3tajna, dok je u populaciji
smedeg goveda alelna B varijanta k-CN zastupljenija
(grafikon 2). U populaciji slavonsko-srijemskog po-
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Grafikon 2. Udio alelnih varijanti k-CN u pasminama goveda (razli¢iti literaturni izvori)
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dolca izrazen je visak homozigota BB genotipa k-CN,
kao odraz kriti¢ne ugroZenosti, utjecaja “osnivaca
linija” i “genetskog uskog grla”, §to je potvrdeno i u
ranijim filogenetskim istraZivanjima (Ramljak i sur.,
2011). Populacije buse i istarskog goveda gospodarski
e zasigurno reafirmaciju doZivjeti i kroz proizvodnju
mlijeka i mlije¢nih proizvoda, ¢emu pogoduje znacaj-
na dominacija B varijante k-CN.

Premda je broj analiziranih genetskih biljega mali
kao i broj alela koji su uoceni po promatranim genet-
skim biljezima, vrijedno je promotriti osnove genet-
ske pokazatelje po pasminama i istraZzivanim polimor-
fnim bjelan¢evinama. Vrijednost F; koeficijenta B-Lg
(-0,107) i k-CN (0,083) u ukupno istrazenom uzorku
ukazuje na odredenu genetsku neravnotezu pasmina,
komercijalnih i izvornih. Vrijednost F,, koeficijenta
B-Lg (0,043) i x-CN (0,234) ukazuje na odredenu
neravnotezu, odnosno izlozenost selekcijskom pri-
tisku, §to je razvidno i po pojedinacnim pasminama
(tablica 2, tablica 3). Vrijednost F koeficijenta za
B-Lg (0,135) i k-CN (0,165) ukazuje na znalajnu
razli¢itost istrazenih populacija, §to je poznajuéi nji-
hovu filogenezu i uzgojnu strategiju bilo i ocekivano.
Razli¢itost frekvencija alelnih polimorfnih oblika B-Lg
i k-CN istrazenih pasmina iskazanih kroz genetsku
distancu ukazuje na znacajnu distanciranost komer-
cijalnih visoko selekcioniranih pasmina (simentalac,
holstajn, smede govedo) naspram izvornih pasmina
goveda u Hrvatskoj (slika 2).

Genetska udaljenost simentalca i smedeg gove-
da je najmanja (0,001), dok je njihova genetska uda-
ljenost naspram holstajna izraZenija (0,005; 0,019).
Slavonsko-srijemski podolac ima znaajnu genetsku
distancu naspram smedeg goveda, simentalca, holstaj-
na, (0,308; 0,342; 0,456) kao i preostalih izvornih pa-

smina goveda, buse i istarskog goveda (0,171; 0,099).
Istarsko govedo ima manju genetsku udaljenost na-
spram komercijalnih visoko selekcioniranih pasmina,
$to je dijelom posljedica povremenih introdukcija
smedeg goveda u populaciju istarskog goveda tijekom
XX. stoljeca.

Zakljucak

Provedeno istrazivanje ukazuje na znacajne ra-
zli¢itosti u udjelu dominantnih polimorfnih alelnih
oblika B-Lg i k-CN u populacijama goveda u Hrvat-
skoj. U izvornim pasminama goveda znacajno su za-
stupljenije alelne B varijante f-Lg i k-CN u odnosu
na komercijalne pasmine, 3to je povoljan ¢imbenik
za njihovu gospodarsku reafirmaciju kroz programe
proizvodnje mlije¢nih proizvoda. Udio alelne B va-
rijante B-Lg je dominantna u komercijalnim pasmi-
nama goveda, §to treba podrzavati kroz uzgojne pro-
grame. Istrazivanje daje polaznu osnovu za daljnju
osmisljenu gojidbenu izgradnju pasmina, u suglasju
s potrebama uzgajivaca i preradivacke mlije¢ne indu-
strije.
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k-CN pasmina goveda u Hrvatskoj
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and k-casein of cattle breeds in Croatia

Summary

Profitable milk production respects the inter-
ests of producers, processing industries, consumer
requirements and welfare of animals. Develop-
ment of new methods of direct gene analysis re-
sponsible for milk proteins polymorphism provide
new tools to raise the profitability of milk produc-
tion and dairy products through implementation of
breed genetic profile in breeding program. Because
of necessity to determinate genetic profiles of cat-
tle breeds in Croatia using new analytical methods,
the ratio of dominant allelic polymorphic variants of
beta-lactoglobulin (B-Lg) and kappa-casein (k-CN)
is defined. The share of beta-lactoglobulin B variant
is dominant in all investigated cattle breeds (>52.9
9%). Kappa- casein allelic variant A is dominant in se-
lected cattle breeds (60.7-76.4 %), while the share
of B variant is significantly more presented in auto-
chthonous cattle breeds (48.2-84.1 %). Knowledge
about genetic profile of breeds due to studied poly-
morphic variants of milk proteins is useful in further
breeding development and economic reaffirmation
of cattle breeds, especially autochthonous ones.

Key words: cattle, milk protein, polymorphism
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