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GENETSKA KARAKTERIZACIJA BUSE TEMELJENA NA
POLIMORFIZMU PROTEINA KRVI

A. Ivankovi¢, P. Caput, M. Konjaci¢, P. Miji¢

Sazetak

BuZa je jedna od autohtonih hrvatskih pasmina goveda koja je nestajala
minulih desetljeca i dovedena na rub opstanka. Upravo se stoga na buSu,
koja je do sredine dvadesetog stoljeca dominirala u govedarskoj proiz-
vodnji, usredoto¢io znanstveni i javni interes. Nakon $to su u¢injena prva
istraZivanja eksterijernih odlika buSe, nastoji se spoznati njena genetska
struktura, na osnovi ega se moZe objektivnije odrediti genetska Cistoca
preostale populacije, te u€inkovitije pristupiti njenoj zastiti i revitalizaciji.
IstraZen je polimorfizam &etiriju proteina krvi (Hb, Tf, Alb i Pa) pri ¢emu je
utvrdena polimorfnost na svim lokusima. Utvrdena je frekvencija dviju
alelnih varijanti za Hb (0,9655; 0,0345), triju varijanti za Tf (0,3448;
0,5862; 0,0690), te dviju za Alb (0,9310; 0,0690) i Pa (0,2069; 0,7931). S
obzirom na frekvencije istraZenih krvnih polimorfa, busi je filogenetski
znatno bliZe istarsko i sivo dalmatinsko govedo od slavonsko-srijemskog
podolca. Stavljajuéi u filogenetski meduodnos istraZene pasmine s podrucja
Hrvatske s drugim pasminama uogljiva je manja distanca buSe iz Hrvatske
naspram buse iz Makedonije i sivog goveda iz BiH. Busa je filogenetski
najudaljenija naspram slavonsko-srijemskog podolca. Genotipizaciju buse
treba nastaviti setom DNA markera, a rezultate na primjeren nalin
implementirati u program njene revitalizacije.

Kljucne rijeci: busa, biokemijski polimorfizam, proteini krvi, frekvencija
gena

Uvod

Busa je jedna od autohtonih hrvatskih pasmina goveda, koja je na ovim
podruc¢jima oblikovana tisuélje¢ima. Kraj devetnaestog stoljeca donosi velike
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promjene u gospodarstvo, $to se odrazilo kroz intenzifikaciju poljoprivredne
proizvodnje. Pasmine koje su bile ili postale proizvodno konkurentne opstale
su 1 Sirile se na uzgojna podru¢ja manje konkurentnih pasmina goveda. Ti-
Jekom dvadesetog stoljeca nastavljen je trend stagnacije i pada veli¢ine popu-
lacija goveda koje se nisu uspjele prilagoditi trZi$no-proizvodnim zahtjevima.
Busa se tijekom protekla dva stoljeca nasla pred izazovima prilagodbe trZigno-
proizvodnim zahtjevima i novim trendovima. Premda je pocetkom dvadesetog
stoljeca u Kraljevini Hrvatske, Slavonije i Dalmacije bila dominantno zastup-
ljena (=92%; Franges, 1903), potetkom drugog svjetskog rata njen udio pada
na 50% ukupne populacije goveda (Ogrizek, 1941), da bi krajem istog
stoljeca gotovo nestala.

Program oCuvanja autohtonih pasmina u Hrvatskoj iniciran je na istarskom
govedu i slavonsko-srijemskom podolcu. Istodobno se pokuSao potaknuti pro-
gram zastite buSe zasnivanjem nukleus stada. no okruZenje toga doba jo§ nije
imalo dovoljno sluha za takav oblik zastite buse. Dosadanji interes stru¢ne i
Sire javnosti uglavnom se usredotocio na istarsko govedo i slavonsko srijem-
skog podolca, a bua je “zaboravljena”. Znanstveni projekt “Fenotipske i
genetske odlike buse u Hrvatskoj” (0178074) financijski poduprt od Ministar-
stva znanosti, obrazovanja i Sporta ima cilj odrediti aktualno stanje populacije
buse u Hrvatskoj, s obzirom na veli¢inu, ugroZenost (prema FAO kriterijima),
fenotipska obiljeZja i genetsku strukturu na DNA razini. IstraZivanje treba dati
smjernice pasminskim standardima i osmi§ljavanju programa uginkovite zastite
buse. Obilasci terena pokazali su da buia nije potpuno izgubljena ali da je
preostalo samo nekoliko desetaka grla “u tipu”, &ijim bi se paZljivim sustavnim
uzgojem buSa mogla revitalizirati (Konjac¢i¢ i sur., 2004).

Polimorfni proteini kao genetski markeri, veé¢ od sredine dvadesetog sto-
ljeca nasli su prakti¢nu primjenu pri utvrdivanju genetskog profila pasmine,
populacije i jedinke, §to je posluZilo u filogenetskim studijama i odredivanju
medusobnih genetskih distanci (Caput i sur., 1992).

Cabannes 1 Serain (1955) prvi su uodili genetsku varijabilnost hemo-
globina (Hb). Osim standardnih alelnih varijanti Hb* i Hb®, otkrivene su i
druge varijante kao Hb" i HbC, koje uglavnom nisu zastupljene u europskih
pasmina goveda (Braend, 1971). Znani su i patoloski oblici hemoglobina
(Hb®, Hb), te vise od 200 drugih polimorfnih oblika, kod kojih funkcionalni
poremecaji ¢esto nisu zamjetni (Karlson, 1988).

Polimorfizam transferina (Tf) u goveda prvi spominje Ashton (1957).
Standardno su zastupljene Cetiri alelne varijante (Tf*, Tf', T Tf%). Aleli
Hb® Hb® i Hb" otkriveni su u zebu goveda i njegovih kriZanaca (Ashton,
1959; Ashton i Lampkin, 1965; Osterhof i Van Herden, 1964).
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Medjugorac (1995) za busu i gatatko govedo spominje alelnu varijantu ;4
Polimorfizam postalbumina (Pa) prvi je opisao Gahne (1963), dok je
albuminski polimorfizam uocen nesto kasnije (Braend i Efremov, 1965).

Dosad su istrazivane frekvencije nekih polimorfnih proteina autohtonih
ugrozenih pasmina goveda, slavonsko-srijemskog podolca (GaSpert i sur.,
1990) i istarskog goveda (Caput i sur., 1992.). Utvrdene su frekvencije
polimorfnih krvnih alelnih varijanti sivog dalmatinskog goveda (Ivankovi¢ i
Caput, 1997), koje je nastalo sustavnim oplemenjivanjem lokalne populacije
buSe. Stoga je razlozno staviti u meduodnos frekvencije krvnih polimorfa
istrazenih autohtonih pasmina goveda kako bi uvidjeli njihovu filogenetsku
originalnost.

Materijal i metode

IstraZivanje je provedeno u sklopu projektnih zadataka snimanja stanja
populacije buSe na terenu. Od pregledanih viSe stotina goveda, na cijelom
kraskom podru¢ju od Risnjaka do Snijeznice, prikupljeni su uzorci krvi od
nekoliko desetaka odabranih goveda “u tipu” buse.

Polimorfi krvi analizirani su u 29 uzoraka krvi uzetih od eksterijerno odgo-
varajucih busa “u tipu”. Uzorak krvi za odredivanje polimorfizma hemoglobina
uzet je u epruvetu u kojoj se nalazio konzervans (EDTA). Eritrociti su odvo-
jeni trokratnim centrifugiranjem uz ispiranje fizioloSkom otopinom a hemolizat
¢uvan na -20°C do analize. Uzorak za odredivanje polimorfizma serumskih
proteina uzet je u epruvetu bez konzervansa, te nakon centrifugiranja serum je
odvojen i ¢uvan na -20°C do analize. Genetske varijante hemoglobina (Hb) i
transferina (7f) odredene su elektroforetski, u kontinuiranom puferskom
sustavu (tris-glicinski pufer). Genetske varijante albumina (A/lb) i1 postalbumina
(Pa) odredene su u diskontinuiranom puferskom sustavu. Obrada podataka
radena je statisticCkim paketom Arlequin (Schneider i sur., 2000)

Rezultati i rasprava
Analizom istrazivanih polimorfnih proteina utvrdili smo njihovu poli-
morfnost. Registrirane su dvije alelne varijante za Hb, Alb i Pa, dok su kod Tf

utvrdene tri alelne varijante. Osnovni pokazatelji o istraZenim polimorfnim
proteinima buSe prikazani su na tablici 1.

STOCARSTVO 58:2004 (5) 323-330 325



A. Ivankovi¢ i sur.: Genetska karakterizacija buge temeljena na polimorfizmu proteina krvi

Tablica 1. - BROJ ALELA, EFEKTIVNI BROJ ALELA (ENA), UOCENA HETEROZIGOTNOST
(HO), OCEKIVANA HETEROZIGOTNOST (He), SHANNON INDEKS INFORMATIVNOSTI (1),
INFORMATIVNA VRIJEDNOST LOKUSA (PIC) | SREDNJA VJEROJATNOST ISKLJUCENJA
(AEP) ISTRAZENIH POLIMORFNIH PROTEINA KRVI BUSE

Table 1. - NUMBER OF ALLELES, EFFECTIVE NUMBER OF ALLELES (ENA), OBSERVED
HEREROZYGOSITY (HO), EXPECTED HETEROZYGOSITY (He), SHANNON'S INFORMATION
INDEX (I), POLYMORPHIC INFORMATIVE CONTENT (PIC) AND AVERAGE EXCLUSION
PROBABILITY (AEP) POLYMORPHIC BLOOD PROTEINS OF THE BUSHA

Lokus Broj alela ENA Ho He | PIC AEP
Hb 2 1,071 0,069 0,068 0,150 0,064 0,032
Tf 3 2,140 0,655 0,542 0,865 0,447 0,254
Alb 2 1,147 0,138 0,131 0,251 0,120 0,060
Pa 2 1,488 0,414 0,334 0,510 0,274 0,137

Od istraZenih polimorfnih proteina najveéa informativna vrijednost
utvrdena je za Tf (PIC=0,447), na kome je utvrden i najvec¢i broj alelnih
varijanti. Najmanja informativna vrijednost utvrdena je za Hb i Alb (I=0,150:
0,251), na kojima je uoena i najmanja heterozigotnost (0,069; 0,138). Po
informativnoj vrijednosti Pa je na drugom mjestu, sa umjerenom razinom
informativnosti (0,510) i uo¢ene heterozigotnosti (0,414).

Testiranje % pokazalo je da odstupanje utvrdenih frekvencija genotipova
spram oCekivanih vrijednosti nije statisti¢ki signifikantno. Frekvencije genoti-
pova i alelnih varijanti polimorfnih proteina krvi buse prikazane su na tablici 2.

Tablica 2. - RASPODJELA HB, TF, ALB | PA GENOTIPOVA | FREKVENCIJA GENA BUSE (n=29)

Table 2. - DISTRIBUTION OF HB, TF, ALB AND PA GENOTYPES AND GENE FREQUENCIES
OF THE BUSHA (n=29)

Sistem Genotip Broj 2 Frekvencija gena
System  Genotype  Number X Gene frequencies
. AA 27 0,037 Hp? 0,9655 +0,0239
lonogots a8 2 e oous
9 BB :
AA 2 2,336 TFA 0,3448 +0,0647
AD 15 Tt ‘E’ 0,5862 +0,0670
Transferin AE 1 Tt 0,0690 +0,0345
Transferrin DD 8
DE 3
EE 0
: FF 25 0,016 Alb" 0,9310 +0,0333
" PS4 A oo
SS 0
: AA 0 1,973 pa® 0,2069 +0,0532
sicorisirifll
BB 17
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IstraZivanja polimorfizma proteina krvi i mlijeka provode se desetljecima,
od ¢ega se krenulo i u genetskoj determinaciji autohtonih pasmina goveda na
podru¢ju Hrvatske. Rezultati prezentiranog i ranijih istraZivanja (GaSpert i
sur., 1990; Caput i sur., 1992; Ivankovi¢ i Caput, 1997) posluZili su za
konstrukciju dendograma koji prikazuje filogenetske odnose istraZivanih
autohtonih hrvatskih pasmina goveda.

Grafikon 1. - UPGMA DENDROGRAM PASMINA GOVEDA U HRVATSKOJ, ZASNOVAN NA
POLIMORFIZMU PROTEINA KRVNI

Graph 1. - UPGMA NEIGHBOUR-JOINING TREE CONSTRUCTED ON THE BASIS OF BLOOD
PROTEIN POLYMORPHISM OF AUTOCHTHONOUS CATTLE BREEDS IN CROATIA

Istarsko govedo

] Dalmatinsko sivo govedo

Slavonsko-srijemski podolac
i

02

Uoéljivo je da je slavonsko-srijemski podolac signifikantno filogenetski
udaljen od ostalih pasmina goveda s kojima smo ga stavili u meduodnos. S
obzirom na poznate ¢injenice o genezi slavonsko-srijemskog podolca i tijeku
poduzete akcije spaSavanja nukleus stada od istrijebljenja, ovi rezultati nisu
neoCekivani. Sivo dalmatinsko govedo je ocekivano filogenetski bliZe busi,
buduéi da je nastalo na temeljnoj populaciji bue koja je sustavno
oplemenjivana sivim austrijskim govedom (Tiroler Grauvieh).

Tablica 3. - NEI-EVA MJERA GENETSKE IDENTICNOSTI (IZNAD DIJAGONALE) | GENETSKE
DISTANCE (/SPOD DIJAGONALE) AUTOHTONIH HRVATSKIH PASMINA GOVEDA

Table 3. - NEI' GENETIC IDENTITY (UPPER PART) AND GENETIC DISTANCE (LOWER PART)
OF AUTOCHTHONOUS CATTLE BREEDS IN CROATIA

Bu& Dalmatinsko Istarsko  Slavonsko-srijemski
usa :

sivo govedo govedo podolac
Busa - 0,9956 0,9962 0,9687
Dalmatinsko sivo govedo 0,0044 - 0,9962 0,9592
Istarsko govedo 0,0038 0,0038 - 0,9575
Slavonsko-srijemski podolac 0,0318 0,0417 0,0434 -

Istrazili smo dostupne podatke o frekvencijama krvnih polimorfa nekih
srodnijih ali i filogenetski oekivano udaljenijih pasmina, te ih stavili u medu-
odnos s istrazenim frekvencijama polimorfa goveda u Hrvatskoj. Utvrdene
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vrijednosti genetskih distanci ugradene su u pripadajuéi dendrogram (grafikon
2), na kome je uocljivo grupiranje autohtonih hrvatskih pasmina goveda sa
srodnijim i zemljopisno bliZim pasminama.

Grafikon 2. - UPGMA DENDROGRAM KONSTRUIRAN NA TEMELJU FREKVENCIJA
POLIMORFNIH PROTEINA KRVI RAZLICITIH PASMINA GOVEDA (EUCLIDEAN LINKAGE
DISTANCE)

Graph 2. - UPGMA TREE CONSTRUCTED ON THE BASIS OF FREQUENCIES OF
POLYMORPHOUS BLOOD PROTEINS OF DIFFERENT CATTLE BREEDS (EUCLIDEAN
LINKAGE DISTANCE)

I: Dalmatinsko sivo govedo
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Tiroler Grauvieh
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Jersey
Slavonsko-srijemski podolac
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Populacija buSe u Hrvatskoj pokazuje najveéu filogenetsku bliskost
naspram sivog goveda iz BiH, te neSto manju bliskost spram buse iz Make-
donije. Genetska distanca slavonsko-srijemskog podolca s obzirom na frekven-
cije polimorfnih krvnih proteina ¢ini znadajan otklon naspram ostalih pasmina
goveda Cije, su frekvencije polimorfa ukljudene u konstrukciju dendrograma.

Zakljucci

Istrazivanjem polimorfizma proteina krvi buse za &etiri proteina (Hb, Tf,
Alb i Pa) utvrdena je polimorfnost na svim lokusima. Utvrdene su frekvencije
dviju alelnih varijanti hemoglobina (0,9655; 0,0345), triju varijanti transferina
(0,3448; 0,5862; 0,0690), te dviju za albumin (0,9310; 0,0690) i postalbumin
(0,2069; 0,7931). Najveéa informativna vrijednost utvrdena je za transferin
(PIC=0,447), dok je najmanja informativna vrijednost utvrdena za hemoglobin
i albumin (0,064; 0,120), u kojih je najmanja heterozigotnost (0,069; 0,138). S
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obzirom na frekvencije istraZzenih polimorfa krvi, busi je filogenetski znatno
blize istarsko i sivo dalmatinsko govedo od slavonsko-srijemskog podolca.
Uotljiva je manja filogenetska udaljenost buse u Hrvatskoj spram buSe u
Makedoniji i sivog goveda u BiH. Genotipizaciju buSe treba upotpuniti setom
DNA markera, a rezultate na primjeren nadin ugraditi u program njene
revitalizacije.
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GENETIC CHARACTERISATION OF THE BUSHA BASED ON
POLYMORPHISM OF BLOOD PROTEINS

Summary

The Busha is one of Croatia's autochthonous cattle breeds which has been decreasing in
numbers over the past decades and is now on the brink of its survival. It is for this reason that both
scientific and public interests have been focused on the Busha, which until the middle of the
twentieth century dominated in beef production. After the first studies were conducted on the
exterior attributes of the Busha, attempts have been made to reveal its genetic structure to
establish the basis by which it will be possible to more objectively determine the genetic purity of
the remaining populations, and to handle more effectively its protection and revitalisation. The
polymorphism of four blood proteins (Hb, Tf, Alb and Pa) was investigated, and polymorphism
determined at all loci. The frequency of the two allele variations for Hb (0.9655; 0.0345) was
determined, three variations for Tf (0.3448; 0.5862; 0.0690) and two for Alb (0.9310; 0.0690) and
Pa (0.2069; 0.7931). Considering the frequency of the investigated blood polymorphism, the
Busha is phylogenetically significantly more closely related to the Istrian and Grey Dalmatian cattle
than to the Slavonian-Syrmian podolian cattle. In comparing the phylogenetic relationship of the
studied breeds from Croatian localities with other breeds, it is evident that there is a smaller
distance of the Busha from Croatia compared to the Busha from Macedonia and the Grey cattle
from BiH. The Busha is phylogenetically most distant from the Slavonian-Syrmian podolian cattle.
The genotypization of the Busha should be continued, with the set of DNA markers, and the results
should be appropriately implemented in the program to revitalise the Busha.

Key words: Busha, biochemical polymorphism, blood proteins, gene frequencies

Primljeno: 28. 10. 2004.

330 STOCARSTVO 58:2004 (5) 323-330



