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Original scientific paper

GENETSKI POLIMORFIZMI PROTEINA KRVI SIVOG
GOVEDA U HRVATSKOJ

A. Ivankovié, P. Caput

Sazetak

[straZene su frekvencije polimorfnih proteina krvi (Hb, Tf, Pa) domadeg
sivog goveda, §to je prilog cjelovitijoj spoznaji filogeneze ove pasmine
Hrvatskog primorja. Domacde sivo govedo, po zastupljenosti, &etvrta
pasmina goveda u Hrvatskoj, nastala Je stoljetnim uzgojno-selekcijskim
radom na genomu autohtone buge (bos brachyceros europaeus). Frekven-
cije alela Hb sli¢ne su frekvencijama austrijskog sivog goveda, $to upuéuje
na filogenetsku srodnost ovih populacija. Frekvencije alela Tf slidne su
frekvencijama makedonske buge i gatatkog goveda, do¢im su razligite od
frekvencija austrijskog sivog goveda ¥to ukazuje na specifinost populacije
domaceg sivog goveda. Frekvencije alela Pa sli¢ne su frekvencijama Pa
alela kod srodnih pasmina.

Uz do sada istraZene genetske polimorfizme proteina krvi pasmina u
Hrvtskoj (istarsko, simentalsko i slavonsko-podolsko govedo), ovo
istraZivanje upotpunjuje zbirku geno-fonda u Hrvatskoj, §to omogucava
pracenje promjena varijabilnosti ovih populacija.

Uvod

Pojavom i razvojem elektroforetskih tehnika porastao je interes za
istraZivanje bioloski polimorfnih tvari u organizmu. U genetskom smislu,
polimorfnim, se smatra onaj lokus na kome se pojavljuju dva ili vise alela u
takvom medusobnom odnosu da se frekvencija najrjedeg alela ne moze
smatrati povratnom mutacijom (Ford, 1945., cit. Gaspert, 1973.).

Polimorfni proteini, kao genetski markeri brzo su nasli teoretsku i
prakti¢nu primjenu pri utvrdivanju biokemijskog profila individue, populacije,
pasmine i vrste, kao i u filogenetskim studijama za odredivanje genetskih
distanci pojedinih pasmina i populacija (Caput i sur, 1992.). Poradi
navedenoga, dosad su istraZivane frekvencije nekih gena autohtonih ugrozenih
pasmina domacih Zivotinja, slavonskog (Gaipert i sur. 1990:) i istarskog
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podolca (Caput i sur, 1992.). Osim u filogenetskim studijama, biokemijski
profil individue bitan je poradi vezanosti produktivnih i reproduktinih svojstva
populacija za frekvencije odredenih polimorfa. Mitscherlich (1965.) tvrdi da
ne postoji dvojba o vezi genetskih polimorfizama proteina krvi i proizvodnih
svojstava, $to pruZa nove moguénosti selekcije. Efremov i sur. (1979.)
utvrduju kod izvornog sivog goveda signifikantan udinak transferinskog
lokusa na laktacijsku mlije¢nost i sadrzaj mlije¢ne masti u mlijeku. Navodi da
krave s lokusom Tf AA daju u prosjeku vise 667 I mlijeka i 25,9 kg vise
mlije¢ne masti u odnosu na ostale transferinske fenotipove (P<0.01).

Predmet ovog istrazivanja su genetski polimorfizmi krvnih proteina
transferina, hemoglobina i postalbumina.

Cabannes i Serain (1955.) otkrili su prvi genetsku varijabilnost
hemoglobina. Nasljedivanje hemoglobina kontrolira jedan gen lokus s dva
alela HbA i HbB, koji kombinacijom daju tri fenotipa. Otkriveni su i neki
drugi tipovi Hb alela kao §to su HbD i HbG, koji se obi¢no ne pojavljuju u
europskih pasmina goveda. Braend (1971.) prvi spominje HbG varijantu u
populaciji isto¢noafrickog zebu goveda u niskoj frekvenciji (HbG=0,01).
Patoloski oblici hemoglobina HbS i HbC nastaju zamjenom glutaminske
kiseline na B lancu, na poloZaju 6, valinom (HbS) ili lizinom (HbC). Danas je
poznato viSe od 200 polimorfnih oblika hemoglobina, nastalih zamjenom
aminokiselina u lancu, kao posljedica mutacija, ali su kod njih funkcionalni
poremecaji Eesto nezamjetni (Karlson, 1988.). Frekvencije alela populacija
goveda medusobno su razli¢ite. Pregled frekvencija gena nekih pasmina na Hb
lokusu prikazan je na tablici 1.

Tablica 1. - FREKVENCIJA GENA NA HB LOKUSU U GOVEDA
Table 1. - GENE FREQUENCY OF BOVINE HB

Pasmina - Breed Frekvencija gena - Gene frequency Autor - Author

Hb * Hb®
Sivo govedo (Austrija) 0,9400 0,0600 Medjugorac (1995.)
Oberintalac 0,9510 0,0490 Efremov i sur. (1979.)
Sivo govedo (Gacko) 0,7783 0,2217 Medjugorac (1995.)
Montafonac 0,7690 0,2310 Efremov i sur. (1979))
Montafonac 0,8000 0,2000 Efremov i sur. (1979))
Braunvieh (Njemacka) 0,8700 0,1300 Buschmann i sur.(1964.)
Busa (Makedonija) * 0,8036 0,1701 Medjugorac (1995.)

*Nadena je varijanta Hb C u frekvenciji 0,0263.

Efremov (1979.) utvrdivii znatno veéu frekvenciju HbB alela kod
montafonske pasmine (0,200 do 0,231) nego kod oberintalske pasmine (0,049),
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ukazuje da bi se ovaj alel mogao uspjesno iskoristiti i kao marker za istra-
zivanje filogeneze i srodnosti pasmina.

Transferin (Tf) pripada grupi B-globulina i glikoprotein je po sastavu.
Efremov i sur. (1971.) navode da se transferin sastoji od dvije podjedinice,
molekulske mase 67000. Vazan je za transport Zeljeza, a osobito za stvaranje
eritrocita. Polimorfizam transferina kod goveda prvi spominje Ashton
(1957.). Smithies i Hickman (1958. cit. Caput i sur., 1992.) navode da je
nadin nasljedivanja transferina tipi¢ni alelomorfizam bez dominacije.

Pregled frekvencija gena na Tf lokusu nekih populacija prikazan je na tablici 2.

Tablica 2. - FREKVENCIJA GENA NA TF LOKUSU U GOVEDA
Table 1. - GENE FREQUENCY OF BOVINE TF

Pasmina - Breed Frekvencija gena - Gene frequency Autor - Author
TfA TfD TfE
Sivo govedo (Austrija) 0,1780 0,8080 0,0150 Medjugorac (1995.)
Oberintalac 0,2080 0,7770 0,0150 Efremov i sur. (1979))
Sivo govedo (Gacko)* 0,3314 0,5828 0,0829 Medjugorac (1995.)
Montafonac 0,3750 0,6040 0,0210 Efremov i sur. (1979))
Montafonac 0,2720 0,7080 0,0200 Efremov i sur. (1979.)
Braunvieh (Njemacka) 0,2780 0,6960 0,0250 Buschmann i sur.(1964.)
Busa (Makedonija)* 0,3526 0,5449 0,0961 Medjugorac (1995.)
Pinzgauer (Slovacka) 0,4795 0,4897 0,0306 Kliment (1970.)

* Nadena je varijanta Tf P u niskoj frekvenciji.

Polimorfizam transferina izazivaju Cetiri alela (TfA, TfD, TfD, TfE).
Navedena Cetiri alela kombinacijom daju ukupno 10 fenotipova. Ranije su aleli
TfD,, TfD, svrstavani u jedan alel TfD, posto se nisu mogli razdvajati. Aleli
HbB,HbG 1 HbF otkriveni su kod zebu goveda i njegovih krizanaca (Ashton,
1959., Ashton i Lampkin, 1965., Osterhof i Van Herden, 1964., cit.
Posavi, 1994.). Medugorac (1995.) kod buse i gatackog goveda spominje
alel TfP.

Nasljedivanje postalbumina kontrolira jedan gen lokus s dva alela PaA i
PaB ¢inedi tako tri fenotipa. Gahne (1962.) je prvi opisao polimorfizam
postalbumina (Pa). Frekvencije alela na Pa lokusu prikazane su na tablici 3.

U literaturi postoje rijetki podaci o u¢inku tipa postalbumina na proizvodna
svojstva. Ashton (1972. cit. Efremov i sur. 1979.) navodi da tip
postalbumina djeluje na duzinu servis perioda.

O polimorfizmima serumskih proteina austrijskog sivog goveda obavljeno
je nekoliko istrazivanja, s napomenom da u populaciji domaceg sivog goveda
nisu istrazivane frekvencije polimorfa. Efremov i sur. (1979.) su istrazili
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polimorfizme serumskih proteina oberintalca uvezenog u Makedoniju.
Medugorac (1995.) je u radu o filogenetskoj srodnosti populacija europskih
pasmina goveda analizirao polimorfizme serumskih proteina buse, gatackog
goveda i izvornog oberintalca.

Tablica 3. - FREKVENCIJA GENA NA Pa LOKUSU U GOVEDA
Table 3. - GENE FREQUENCY OF BOVINE Pa

Pasmina - Breed Frekvencija gena - Gene frequency Autor - Author
Pa* Pa®

Braunvieh (Njemacka) 0,250 0,750 Zwiauer (1980.)

Friesian (Svedska) 0,211 0,789 Gahne (1963.)

Fleckvieh (Njemacka) 0,167 0,833 Geldermann (1969.)

Ovo istraZivanje je sastavni dio projekta "Genetski polimorfizmi i zbirke
gena pasmina domaéih Zivotinja u Hrvatkoj", kojemu je cilj utvrdivanje stanja
polimorfizama proteina pasmina u Hrvatskoj. Odredivanjem polimorfizama
proteina krvi, te utvrdivanjem frekvencije polimorfa alela nekih gena, spoznat
¢emo strukturu gena i genotipova, $to ¢e pomo¢i u odredivanju pasminske
¢istoée u odnosu na srodne tipove, sojeve i pasmine. To ¢e pomo¢i
objektivnijem vrednovanju ove pasmine kod nas, kao i odredenju prema njoj u
buduénosti dajuéi odgovor na pitanje; da li nastaviti s uzgojnim radom na ovoj
populaciji ili ju pretopiti? Ovaj ¢e rad doprinijeti upotpunjavanju zbirke geno-
fonda u Hrvatskoj kao i pra¢enje promjena varijabilnosti.

Materijal i metode

IstraZivanje je obavljeno na 57 krava tipa sivo govedo u Splitsko-
dalmatinskoj Zupaniji, na podrugju tadadnjih (1995-1996) op¢ina Sinj, Split i
Imotski.

Uzorak krvi uzet je govedima iz vene jugularis u dvije epruvete. Za
odredivanje polimorfizma hemoglobina krv je uzimana u epruvetu u kojoj se
nalazio konzervans (3 % otopina etilendiaminotetraoctene kiseline (E.D.T.A.)
u koli¢ini od 2 kapi na 1mlkrvi). Eritrociti su odvojeni trokratnim
centrifugiranjem (1500 obrtaja u trajanju od 15 minuta), uz ispiranje 0.9 %
fizioloskom otopinom. Nakon isisavanja plazme vakum pumpom, hemolizat je
zamrznut na -20 °C i tako ¢uvan do daljne analize. Krv za odredivanje
polimorfizama transferina i postalbumina uzeta je u epruvetu bez konzervansa.
Uzorak je centrifugiran 30 minuta pri 3000 obrtaja, te mikropipetom odvojen
serum koji je zamrznut na -20 °C, i tako ¢uvan do analize.
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Genetske varijante hemoglobina odredene su na "cellogel" trakama 5,7x14
cm (Code 01A36-100) u kontinuiranom puferskom sustavu. Kao gel pufer koji
je ujedno i elektrolit, koristen je tris-glicinski pufer pH 9,5 (Chemerton, Code
02A01-10 + 1500 ml destilirane vode). Elektroforeza je trajala 60 minuta na
250 V. Nakon toga trake su izvadene i direktno su oditani rezultati jer bojenje
nije bilo potrebno.

Genetske varijante transferina odredene su elektoforezom na '"cellogel"
trakama 5,7x14cm (Code 01A36-100) u kontinuiranom puferskom sustavu
(High Diagnostic Value). Kao gel pufer i elektrolit upotrijebljen je tris-
glicinski pufer pH 9,0 (Chemerton, Code 02A03-10 + 1000 ml destilirane
vode). Elektroforeza je trajala 60 min na 300V. Uzorci su bojeni s Amido
Black 10B. Nakon odbojavanja slijedilo je o¢itavanje.

Genetske varijante postalbumina odredene su elektoforezom na "cellogel"
trakama 5,7x14cm(Code 01A36-100) u diskontinuiranom puferskom sustavu
(Gahne, 1963.). Elektrodni pufer (pH 8,18) pripremljen je od 1,2 g litijeva
hidroksida + 11,8 g borne kiseline + 1000 ml destilirane vode. Mostni pufer je
pripremljen od 1 vol. elektrodnog pufera + 5,25 vol. pufera (pH 5,7) (8,67 g
trishydroxy-methylaminometane + 1,33 g limunske kiseline + 1000 destilirane
vode). Elektroforeza je trajala 150 min na 96 V. Bojanje i odbojavanje traka
bilo je kao kod odredivanja transferina.

Testiranjem razlika frekvencija gena, odredena je signifikantnost razlika
frekvencija polimorfnih oblika gena izmedu pojedinih populacija.

Rezultati i rasprava

Rezultati istrazivanja potvrdili su odekivanu specifi¢nost populacije
domacdeg sivog goveda u pogledu frekvencija gena istraZivanih serumskih
proteina spram srodnih populacija goveda.

Na tablici 4 prikazana je raspodjela hemoglobinskih tipova i frekvencija
Hb alela domaceg sivog goveda.

Tablica 4. - RASPODJELA HEMOGLOBINSKIH TIPOVA | FREKVENCIJA GENA DOMACEG
SIVOG GOVEDA

Table 4. - DISTRIBUTION OF HEMOGLOBIN TYPES AND GENE FREQUENCY IN CROATIAN
TYPE OF GREY CATTLE

Loku Hemoglobinski tipovi - Hemoglobin types Frekvencija gena - Gene frequency
Locus Broj - Number % - Percentage
Hb AA 47 82,46 Hb* 0,912 +0,026
AB 10 17,54 Hb ® 0,088 +0,026
BB 0 0
z 57 100,00
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Frekvencija alela HbA domacdeg sivog goveda ne pokazuje znacajnu razliku
u odnosu na frekvenciju istog alela kod sivog goveda u Austriji HbA=0,94
(Medugorac, 1994.). Takoder nema znadajne razlike ni prema utvrdenoj
frekvencije alela (HbA=0.951) kod oberintalskog goveda (Efremov i sur,
1979.). Rezultat upuéuje na zakljucak da su domace sivo govedo i austrijsko

sivo govedo filogenetski znacajno sli¢ni. Zamjetno je da u domadeg sivog
goveda nismo zabiljezili hemoglobinski tip Hb BB.

Grafikon 1. - DISTRIBUCIJE FREKVENCIJA Hb ALELA RAZLICITIH POPULACIJA
Graph. 1. - Hb ALLELE FREQUENCY IN DIFFERENT BREEDS
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Znacdajna razlika postoji izmedu promatrane populacije i populacije
gatackog sivog goveda (P<0.01) koju je istraZivao Medjugorac (1995.).
Znadajna razlika postoji i spram makedonske buse (P<0.05) (Medugorac,
1995.), kao i montafonskog goveda (P<0.01) (Efremov i sur, 1979.). Re-
zultati nas upucuju na zakljucak da su frekvenije Hb alela domaceg sivog
goveda najblize frekvencijama austrijskog sivog goveda (Medugorac, 1995 D,
dok su znagajno razlicite od frekvencija istih alela buse i smedeg goveda.

Frekvencija Tf alela domaceg sivog goveda znaajno je razli¢ita spram
frekvencija austrijskog sivog goveda (P<0.01) koje je utvrdio Medugorac
(1995.) i frekvencija sivog goveda (P<0.05) koje je utvrdio Efremov i sur.
(1979.). Ovu signifikantnost je tesko objasniti bez opseznije analize dijela
genoma buse i sivog goveda. Treba napomenuti da u domaceg sivog goveda
nismo zabiljeZili transferinski tip TEEE:

Na tablici 5 prikazana je raspodjela transferinskih tipova i frekvencija Tf
alela domadeg sivog goveda.
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Tablica 5. - RASPODJELA TRANSFERINSKIH TIPOVA | FREKVENCIJA GENA DOMACEG
SIVOG GOVEDA

Table 5. - DISTRIBUTION OF TRANSFERRIN TYPES AND GENE FREQUENCY IN CROATIAN
TYPE OF GREY CATTLE

Lokus Transferinski tipovi - Transferrin types Frekvencija gena - Gene frequency
Locus Broj - Number % - Percentage
Tf AA 5 8,77 TfA 0,281 +0,042
AD 16 28,07 TfD 40,632 +0,045
AE 6 10,53 ThE 0,087 +0,026
DD 26 45,61
DE 4 7,02
EE 0 0
z 57 100,00

Grafikon 2. - DISTRIBUCIJE FREKVENCIJA Tf ALELA RAZLICITIH POPULACIJA
Graph. 2. - Tf ALLELES FREQUENCY IN DIFFERENT BREEDS
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Frekvencije Tf alela domaceg sivog goveda nisu znacajno razli¢ite spram
frekvencija makedonske buse i gatakog sivog goveda (Medugorac, 1995.).
Frekvencije Tt alela smedeg goveda (Efremov i sur. 1979., Buschmann i
sur. 1964.) ne pokazuju znacajnu razliku spram domaceg sivog goveda izuzevsi
frekvencije alela TfE (P<0.05). Frekvencije Tf alela domadeg sivog goveda
znadajno su razliéite od frekvencija Tf alela pinzgauera (Kliment, 1970.),
posebice alela TfA (P<0.01).

Na tablici 6 prikazana je raspodjela postalbuminskih tipova i frekvencija Pa
alela domacdeg sivog goveda.
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Tablica 6. - RASPODJELA POSTALBUMINSKIH TIPOVA | FREKVENCIJA GENA DOMACEG
SIVOG GOVEDA

Table 6. - DISTRIBUTION OF POSTALBUMIN TYPES AND GENE FREQUENCY IN CROATIAN
TYPE OF GREY CATTLE

Lokus Postalbuminski tipovi - Postalbumin types Frekvencija gena - Gene frequency

Locus Broj - Number % - Percentage

Pa AA 0 0 PaA 0,211 +0,038
AB 24 42,11 PaB 0,789 +0,038
BB 33 57,89
z 57 100,00

Frekvencija Pa alela ne pokazuje znacajnu razliku spram drugih populacija.
Moramo napomenuti da nemamo nikakvih pokazatelja za frekvencije Pa alela
populacija buse i sivog goveda. U uzorku nismo zabiljeZili postalbuminski tip
Pa AA.

Grafikon 3. - DISTRIBUCIJE FREKVENCIJA Pa ALELA RAZLICITIH POPULACIJA
Graph 3. - Pa ALLELES FREQUENCY IN DIFFERENT BREEDS
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Ustanovljene frekvencije Hb alela bitno se podudaraju s rezultatima drugih
istrazivaca na srodnim populacijama. Ovu podudarnost opovrgavaju frekven-
cije Tf lokusa, koje su u nafem istrazivanju statisticki znacajno drugacije.
To ne mo¥emo objasniti bez dodatnih analiza. Frekvencije Hb alela u
ispitivanom uzorku bitno su druga&ije od rezultata istrazivanja grla srodne
buge. Razlika ovih dviju populacija nije znacajna za frekvencije Tf alela.
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Ucinci istrazivanih lokusa na mlije¢nost nisu zamijeéeni. Razlog tomu je
zasigurno i mali uzorak. Potebno je provesti 3ire istraZivanje polimorfizama da
bi utvrdili postoje li u domaceg sivog goveda stvarne veze polimorfa s
produktivnim i reproduktivnim svojstvima.

Radi kompletnijeg i pouzdanijeg poznavanja trenutne genetske vrijednosti
domaceg sivog goveda, kao i mogude promjene frekvencija alela} ubudude
valja sistematski istraZiti populaciju na veéem broju Zivotinja. Selekcija po
genotipovima nije izvjesna u skoro vrijeme, jer bi tako mogli narusiti
ravnoteZu populacije. Nama je ova populacija bitna i zbog njene specifi¢nosti,
relativno male veli¢ine, odnosno genetske raznoliditosti od drugih nagih
pasmina.

Zakljucak

Na osnovi istrazivanja proteinskih polimorfizama serumskih proteina
domaceg sivog goveda moze se zakjugiti sljedece:

- frekvencije Hb alela u krvi upuéuju na filogenetsku srodnost populacija
domacdeg sivog goveda s austrijskim sivim govedom. Zna&ajna razlika postoji
o0 odnosu na gatacko sivo govedo, makedonsku busu i montafonsko govedo.

- ustanovljene frekvencije Tf alela podudaraju se s rezultatima za
makedonsku busu i gatacko sivo govedo, do¢im postoji znadajna razlika spram
austrijskog sivog goveda.

- frekvencije Pa alela podudaraju se s rezultatima drugih populacija

- radi dobivanja sigurnijih informacija, nuZno je nastaviti daljnja i
cjelovitija istraZivanja na veéem broju Zivotinja.
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GENETIC BLOOD PROTEIN POLYMORPHISMS IN CROATIAN TYPE OF GRAY CATTLE

Summary

Frequencies of polymorphic blood proteins (Hb, Tf, Pa) in the Croatian gray cattle have been
investigated, thus contributing to a better understanding of the phylogenesis of this breed of the
Croatian coastal area. The Croatian gray cattle, by its number the fourth breed of cattle in Croatia,
was created by centennial breeding and selection work on the genome of the autochthonous busa
(bos bracchyceros europaeus). Hb allele frequencies are similar to the frequencies in the Austrian
gray cattle, indicating the phylogenetic relationship of these populations. Tf allele frequencies are
similar to the frequencies in the Macedonian busa and gatac cattle, while they are different from the
frequencies in Austrian gray cattle, which shows the peculiarity of the population of Croatian gray
cattle. Pa allele frequencies are similar to Pa allele frequencies in related breeds.

Together with the genetic blood protein polymorphisms in the breeds in Croatia (Istrian,
simmental and Slavonian - podolian cattle) studied so far, this investigation completes the collection
of the gene fund in Croatia, which enables the following of variability changes in those populations.

Primljeno: 10. 4. 1997.

172 STOCARSTVO 51:1997 (3) 163-172



	163
	164
	165
	166
	167
	168
	169
	170
	171
	172

