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Review

UPORABA MOLEKULARNE GENETIKE U
ANIMALNOJ PROIZVODNJI

A. Ivankovi¢

Sazetak

Molekularna genetika tijekom minula dva desetlje¢a metodoloski i aplikativno
usla je u niz ljudskih djelatnosti, a u osobitoj mjeri nalazi primjenu u
proizvodnji hrane odnosno animalnoj proizvodnji. Pruzajuéi uvid u strukturu i
funkciju genoma i gena, oblikovane genetske karte domacih Zivotinja i ge-
netski markeri postaju orude ucinkovitije selekcije, unapredenja bitnih
proizvodnih svojstava, eliminacije nasljednih bolesti i veée pouzdanosti u
selekcijskom radu. Iznalazenje direktnih i indirektnih genetskih markera
vezanih za ekonomski bitna proizvodna obiljezja domacih Zivotinja od pri-
marnog je interesa animalne molekularne genetike. Ugradnjom odgovarajucih
genetskih markera u uzgojne programe omoguceno je biranje uzgojno
pogodnih jedinki u ranoj zivotnoj dobi, neovisno o spolu, konstituciji,
fizioloskom statusu i drugim ¢imbenicima, prije nego Sto se ekonomski bitna
proizvodna svojstva uopce ispolje. Nasljedne bolesti u¢inkovito se otkrivaju i
suzbijaju testovima direktne DNA detekcije greske koda odgovarajuéih gena.
Osobito je vazna mogucnost otkrivanja i izluCivanja heterozigota s
nasljednom greskom. Provjera postojanja odredenih genskih poremecéaja u
nekim je slucajevima obaveza nacionalnih uzgojnih programa, te preduvjet
pristupu trziStu rasplodnog materijala i animalnih proizvoda. Potvrda
rodoslovlja na DNA razini setom visoko polimorfnih genetskih markera daje
gotovo potpunu sigurnost u ispravnost podataka odnosno otkriva sluc¢ajne ili
namjerne greske u vodenju podataka. Valjana potvrda rodoslovlja u provedbi
uzgojnih programa i trzi$noj razmjeni uzgojno valjanih i uporabnih grla
obaveza je svih koji zele sudjelovati u globalnim trziSnim tokovima.
Neizostavna je vaznost mole-kularne genetike u konzervaciji animalnih
genetskih resursa, buduéi da daje temeljne spoznaje o originalnosti uzgoja,
razini uzgoja u srodstvu, kon-taminiranosti drugim genomima, §to je osnova
za postavljanje valjanih konzervacijskih uzgojnih programa. Velike su
mogucnosti koje molekularna genetika pruza kroz transfer gena i oblikovanje
transgenih zivotinja, premda su u ovom podrucju otvorene mnoge dvojbe oko
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opravdanosti postupaka i mogucih posljedica manipulacije genima. Genetski
markeri ucinkovito se koriste u provjeri sukladnosti, kvaliteti i kvantiteti
namirnica. Molekularna genetika nasla je svoje mjesto u animalnoj
proizvodnji, a na nama je odgovornost razumijevanja moguénosti, prednosti i
rizika, te ugradnje u postojece uzgojne programe u optimalnoj mjeri.

Kljuéne rijeci: molekularna genetika, animalna proizvodnja, genski markeri

Uvod

Uzgojni se rad u selekciji domacih Zivotinja do nedavno temeljio iskljucivo
na uporabi metoda kvantitativne genetike, pri ¢emu je varijanca fenotipskih
odnosno proizvodnih obiljezja populacije predstavljala temelj selekcijskog
napretka. Brzi razvoj molekularne genetike tijekom dva zadnja desetljeca
omogudéio je direktnu analizu genoma zivotinja, proucavanje strukture i
funkcije gena, te tako pripomogao boljem razumijevanju djelovanja nasljedne
osnove. Molekularno-genetske metode omogucile su uvid u nekodogene regije
genoma, koje kod sisavaca ¢ine vise od 90% DNA zapisa. Gensko kartiranje,
regulacija genske ekspresije, iznalazenje genskih biljega vezanih za ekonomski
bitna svojstva, transgeneza, genetska dijagnostika i provjera rodoslovlja neki su
od primjera ucinkovite uporabe metoda molekularne genetike u animalnoj
proizvodnji. Molekularna genetika omogucava direktnu ili indirektnu detekciju
zeljenih alelnih varijanti roditelja i potomaka, na temelju Cega postaje moguce
direktno odabirati grla za rasplod i koriStenje, bez utjecaja spola, dobi, zdravlja,
reproduktivnog statusa i okoli$nih ¢imbenika na kona¢nu odluku.

Osobito interesantno za selekciju domacih Zivotinja je pronalazenje i
lociranje genetskih markera, odgovornih za izrazenost odredene ekonomski
bitne proizvodne odlike. Premda je veéina ekonomski bitnih proizvodnih
svojstava poligenske prirode, odredeni broj svojstava vezan je za djelovanje
jednog ili manjeg broja gena, tako da je ucinak mutacija na ovim genima u
izravnoj vezi s proizvodnim svojstvom. Na takva monogenska proizvodna
obiljezja moze se ugradnjom odgovarajucih genskih markera (direktnih biljega)
u uzgojne programe veoma ucinkovito djelovati (MAS, Marker Assisted
Selection). No kako smo istakli, vecina bitnih proizvodnih obiljezja poligenske
je prirode, odnosno kompleksnija je veza genskih lokusa s proizvodnim
odlikama, a njihova uporaba u selekcijskim programima iziskuje indirektne
kvantitativne genske biljege (QTL, Quantitative Trait Loci). Time je postalo
moguce na osnovi DNA analize vrsiti pouzdane prognoze proizvodnih odlika
domacdih zivotinja, prije nego grla uopée dospiju u proizvodnu fazu. U
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odredenim situacijama mozZemo na osnovi profila genetskih markera roditelja s
velikom vjerojatnos$cu procjenjivati proizvodne potencijale potomaka.

Genetska dijagnostika omogucava otkrivanje neposrednih uzroka pojave
nasljednih bolesti, $to je klju¢ za njihovo rano otkrivanje i primjereno postu-
panje. Tipizacijom tkiva ploda saznajemo za postojanje nasljednih poremecaja u
ranoj fazi razvoja ploda. Testiranje roditelja u pogledu postojanja “losih™ gena
daje odgovor o prikladnosti odredenih jedinki za ukljucivanje u uzgojno
selekcijski rad. Informacije o genetskim razli¢itostima bitne su u filogenetskim
studijama kojima nastojimo razumjeti oblikovanje pasmina domacih Zivotinja u
blizoj i daljnjoj proslosti. Na pokazateljima osobitosti pasmina u fenotipskom i
genetskom pogledu izgradujemo programe o¢uvanja ugrozenih pasmina Zivotinja
kao dijela genetskog i kulturoloskog nasljeda.

1. Genske karte kao temelj primjene molekularne genetike u animalnoj
proizvodnji

Razvoj analitickih metoda molekularne genetike potaknut je otkricem i
izolacijom termostabilne polimeraze, enzima koji je ostajao aktivan nakon
izlaganja viSim temperaturama, nuznim za razdvajanje dvostruke DNA
uzvojnice na jednostruke DNA lance, nakon ¢ega je moglo uslijediti kopiranje
DNA lanaca na identi¢ne kopije. Time je steCena osnova za razvijanje lancane
reakcije polimerazom (PCR, Polymerase Chain Reaction) kojom tijekom
nekoliko desetaka uzastopnih ciklusa denaturacije, prilijeganja zacetnih
oligonukleotida i sinteze umnozenih DNA lanaca, kvantitativno visSestruko
povecavamo koncentraciju istovjetnih DNA fragmenata, ¢ime se umnozeni
DNA fragment moze analiticki definirati s obzirom na veli¢inu ili strukturu,
elektroforezom na gelovima, laserskom detekcijom ili radiografijom.
Zahvaljujuéi otkricu i usavrSavanju PCR metodologije, molekularna genetika
usla je na velika vrata u svijet animalnih znanosti i animalne proizvodnje.

Da bi mogucnosti molekularne genetike uporabili na primjeren nacin u
animalnoj proizvodnji, nuzno je poznavati gradu genoma domacih Zivotinja.
Analiza strukture i funkcije gena domacih zivotinja omoguéava razumijevanje
djelovanja, medusobnih interakcija i nasljedivanja ekonomski vaznih ali i
drugih ekonomski manje bitnih svojstava. Mapiranje genoma i gena prvi je
korak u razumijevanju nasljedne osnove (genetskog profila) domaéih zivotinja.
Postoje¢e metodologije molekularne genetike omogucuju izoliranje intere-
santnih dijelova genoma i gena u uvjetima in vifro, njihovo umnazanje i
analiziranje. Zbirke upoznatih segmenata genoma popunjavanjem prerastaju u
“gensku kartu”. Sto su istrazeni fragmenti dulji, njihova informativnost je veéa.
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Vedina istrazivanja u pravcu kartiranja genoma kreée od in vitro ekspresijskih
sustava, jer se tako moze lako istraziti u¢inak kodogenih i regulatornih regija
na bezstani¢ne sustave, heterologne i homologne stani¢ne kulture te na
transgene odsjecke. Upoznavanjem strukture gena kojeg istrazujemo, njegovih
regulatornih procesnih signala te fizioloske funkcije genskog produkta ulazimo
u istrazivanja gena in vivo. Pomoé¢ u prouCavanju genske ekspresije je u
mogucénosti ugradnje hibridnih konstrukcija (hibridnih promotora) u genom.

Pri izradi genskih karti koristi se viSe tehnika za lokaliziranje gena na
kromosomima, kao §to su irn situ hibridizacija metafaznih kromozoma, uporaba
seta stani¢nih hibrida, bojenje (pruganje) kromosoma, PFGE (pulse field gel
electrophoresis) ili mikrodisekcija kromosoma. Pruganje kromosoma prva je
primijenjena tehnika u lokalizaciji gena na kromosomu. Mikrodisekcija se
bazira na to¢noj detekciji odredene regije (isjeCka) genoma, odnosno pozicije
metafazi, nakon Cega se cijepaju, sekvenciraju, a sekvence se potom slazu u
genske karte.

Ako nasljedna svojstva jasno definiramo a njihov izvorni materijal je
upoznat, mozemo informativno kartirati osnovne gen lokuse u njihovu
medusobnom odnosu, te time razumjeti nasljedivanje odredenih svojstava. Za
istrazivanje pasmina i populacija nuzno je uz to prikazati i stanje
polimorfizama, budu¢i da ono ukazuje na varijabilnost i slijed razvoja
generacija. Monomorfni geni ne mogu nam ukazati na roditeljsko ili djedovsko
podrijetlo gena, buduéi da se medusobno ne razlikuju. Za razliku od njih,
polimorfni geni su znatno vazniji, informativniji i iskoristiviji u genetskoj
izgradnji pasmina i populacija, odredivanju varijanti vezanih za proizvodne
ucinke, provjeri rodoslovlja i drugom, te je njihov u¢inak uglavnom predmet
interesa molekularno-genetskih istrazivanja.

Genske karte domacih Zivotinja predstavljaju temelj za razumijevanje
djelovanja genoma i primjenu zapazenih genskih markera u prakti¢ne uzgojno-
selekcijske programe. Cine ih definirani geni ili anonimni fragmenti
kromosoma koji predstavljaju orijentacijske toCke primjene dosegnutih
spoznaja, te vodi¢ za daljnje popunjavanje genskih mapa. Oblikovanje
korektnih, pouzdanih i “zasi¢enih” genskih karti preduvjet je stjecanja uvida u
strukturu 1 funkciju animalnih gena, daljnjim istrazivanjem genoma, te
prakticnu primjenu spoznaja u animalnoj proizvodnji. Komparativno
markiranje olakSava zasi¢ivanje kromosoma markerima koji su u visokom
stupnju interspecijesno podudarni. Kao temelj komparativnog mapiranja
genoma domacih zivotinja posluZila je u znatnoj mjeri mapa humanog genoma
koja i danas prednjaci u “zasi¢enosti” i informativnosti (projekt HUGO).
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Genske karte u osnovi se dijele na dva tipa. U prvom tipu genskih karti
relativne udaljenosti gena procijenjene su na temelju crossing-overa, a u
drugom tipu genskih karti udaljenosti genskih lokusa izraZzene su u baznim
parovima (bp). Mjerna jedinica prvog tipa genskih karti je centi Morgan (cM),
Sto znaci da ukoliko dva definirana genska lokusa imaju rekombinacijsku
frekvenciju 1%, njihova udaljenost je 1 cM. Jedinica cM odgovara velicini
1000000 bp drugog tipa genske karte. Buduci da se ucestalost crossing-overa
mijenja, ovisno o populaciji, spolu, dobi i osobitosti isjecka, lako moze do¢i do
razli¢itih rezultata procjene udaljenosti dva ista genska lokusa iste vrste. Radi
toga, prvi tip genskih karti usporeduje se s drugim tipom genskih karti ¢ije se
veli¢ine izrazavaju u baznim parovima i manje su podlozne razli¢itim
paragenetskim utjecajima. Udaljenost genskih lokusa u drugom tipu genskih
karti neovisna je o ispitivanom materijalu i time konstantna sve dok nema
mutacijskih dogadanja u kromosomu, radi ¢ega imaju veéi stupanj to¢nosti.

2. Sustavi molekularno genetskih markera u animalnoj genetici

Ovisno o trazenom tipu DNA identifikacije, pouzdanosti, specificnosti i
brzini analitike, razvijali su se primjereni markerski sustavi. Kompleksnija
DNA istrazivanja poput sekvencioniranja uglavnom iziskuju skuplju
laboratorijsku opremu, za razliku od baznih studija jedinki ili populacija, koje
se mogu raditi uz temeljnu analiticku opremu. Tijekom razvoja molekularno
genetske metodologije otkrivani su i usavrSavani brojni markerski sustavi, tako
da danas na raspolaganju imamo veci broj markerskih sustava poput
mikrosatelita (Weber i May, 1989), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms; Botstein i sur., 1980), SSCP (Single Strand Conformational
Polymorphisms, Orita i sur., 1989), SNP (Single Nucleotide Polymorphisms,
Argiiello i sur., 1998), AFLP (Admplified Fragment Length Polymorphisms,
Vos isur., 1996), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, Williams i
sur., 1990), sekvenciranje DNA i drugi. Markerski sustavi konstantno se
razvijaju, ¢ime postojece spoznaje brzo rastu te se otvaraju nove mogucénosti
prakti¢ne primjene markera u kontroli i selekciji domacih Zivotinja. Podatci
informacijske baze Roslin instituta u Edinburgu (tablica 1) ukazuju na znatnu
markersku zasi¢enost genoma, osobito za svinje, goveda 1 ovce, no na
raspolaganju je znatan broj markera za konje i kokoS$i. Brojnost raspolozivih
zacetnih oligonukleotida (primera) po vrstama ukazuje na istrazenost odredenih
genoma.

Tablica 1. - STANJE DNA MARKERA NEKIH VRSTA DOMACIH ZIVOTINJA (ARKdb, 2005)
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Bos taurus Equus caballus  Sus scrofa Ovis aries  Gallus gallus

primeri 2474 2417 8581 3538 3193
loci 2725 1470 4081 2030 2530
designated as genes 746 465 1588 543 765
microsatellite 1257 966 1673 2257 1277
PCR-RFLP 4 9 214 34 46
RFLP - 4 258 250 255
SSCP 21 7 87 42 79
RAPD - - 4 58 88
VNTR - 4 19 2 30
map assigment 2868 688 7068 15752 3707
cytogenetic 659 688 1927 843 307
linkage 2209 0 5141 14909 3400

Mikrosateliti su najvazniji markerski sustav u molekularno genetskim
istrazivanjima, radi ¢ega ih posebno isticemo. Predstavljaju kratke ponavljajuce
nukleotidne sekvence (od 2 do 6 nukleotida), ravnomjerno razdijeljene po
genomu na viSe od sto tisuéa lokusa (Weber i May, 1989). Veéinom su
visoko polimorfni, $to ih ¢ini najinformativnijim genskim markerima (Weber
i May, 1989; Tautz, 1989). Predstavljaju nekodogeni dio DNA, te se Cesto
nazivaju “otpadna DNA” (engl. junk DNA). Novija otkri¢a ukazuju na njihovu
vaznost pri poravnavanju genske ekspresije (Moxon i Wills, 1999). Alelne
varijante mikrosatelita razlikuju se u broju ponavljanja osnovnog motiva
(Wintero i sur., 1992), §to je posljedica mutacija (insercija ili delecija) jednoga
ili viSe osnovnih motiva. Struktura mikrosatelita moze biti popunjena
(CACACACACACACA), prekinuta (CACACACAggggCACACA) ili
sastavljena (CACACACAGTGTGTGTCACA). Stupanj mutacija na nekim
mikrosatelitnim lokusima doseze 10™ po generaciji, §to je znatno vise nego u
drugim regijama nukleusnog genoma (Goldstein i sur., 1995). Stupanj mutacija
na mikrosatelitskim lokusima 10 puta je veéi nego u mtDNA i 100 do 1000 puta
veci nego u DNA introna, radi ¢ega su idealni markeri za proucavanje genetskih
razlika medu populacijama (Crawford i Littlejohn, 1998).

Mikrosateliti, radi visokog stupnja polimorfnosti i kodominantnoga nacina
nasljedivanja, kao genetski markeri sve se viSe rabe u selekciji domacih
zivotinja. Jednakomjerna raspodjela velikog broja mikrosatelita u cijelom
genomu omogucava konstrukciju genskih karti visoke razluéljivosti. Primjerni
su za identifikaciju alelnih varijanti vezanih za odredene kvantitativne
proizvodne znacajke (Marker Assisted Selection, Quantiative Trait Loci). Radi
blizine lokusa vezanih za odredena ekonomski interesantna svojstva manja je
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mogucénost rekombinacije, §to povecava toCnost detekcije zanimljivih
genotipova. Prve objavljene genske karte, temeljene na mikrosatelitima za
goveda (Bishop i sur., 1994), svinje (Rohrer i sur., 1994), ovce (Crawford i
sur., 1995) i1 konje (Guerin i sur., 1999) ve¢ moZzemo rabiti u selekciji, no
treba iskoristiti 1 podatke o novim markerima koji stalno pristizu. Visoki
stupanj varijabilnosti mikrosatelitskih lokusa omogucéuje ocjenu genetskih
distanci izmedu populacija i pasmina. Pri veéini istrazivanja bioloske
raznolikosti pasmina preporuCuje se tipizacija cca. 25 do 30 zivotinja po
populaciji uz veci broj mikrosatelitskih lokusa (> 25).

Sekvenciranje je takoder jedan od temeljnih metodoloskih pristupa
genotipizaciji animalne DNA. Sekvenciraju se zanimljivi dijelovi genoma, a s
obzirom na tip istrazivanja paznja se usredotoCuje prema odredenim
kromosomima ili citoplazmatskoj DNA. U filogenetskim istrazivanjima Cesto
se poseze za citoplazmatskom (mitohondrijskom) DNA koja se nasljeduje
majc¢inskom stranom ili sekvenciranjem Y kromosoma koji se prenosi po
ocevoj strani. Na taj se na¢in moze bolje istraZiti i razumjeti geneza pasmina,
tijek mutacija, geneza linija i rodova i drugi evolucijski tokovi.

Mitohondrijska DNA (mtDNA) je radi svoje osobitosti omiljen alat
filogenetskih studija. Organizacijski gledano, mtDNA sisavaca evolucijski je
konzervirana i iznimno zgusnuta (Attardi, 1985). Ima oblik zatvorene
kruznice, prosjeCne veli¢ine 16,5 kb. SmjeStena je u matriksu stani¢nih
mitohondrija gdje kodira dvije rRNK, 22 tRNK i 13 proteina (Anderson i
sur., 1982). Radi relativno jednostavne organizacije i izolacije, maternalnog
nasljedivanja, odsutnosti rekombinacija i usporedivosti homolognih nukleo-
tidnih regija, mtDNA znaCajan je markerski sustav u populacijskoj i
evolucijskoj biologiji (Harrison, 1989). Evoluciju mtDNA lako uoc¢avamo
kroz supstitucije nukleotida, bez vecih preuredenja unutar molekule
(Wolstenholme, 1992). Frekvencija nukleotidnih zamjena unutar mtDNA je
od 5 do 10 puta veéa nego u nukleusnom dijelu genoma (Brown i sur., 1982).
Jedina nekodogena regija unutar mtDNA je regulatorna regija, koja se radi
posebne strukture imenuje kao D-loop (engl. displacement loop). D-loop regija
mtDNA predstavlja najvarijabilniji dio mtDNA, s 2,8 do 5,0 puta ve¢om
ucestalosCu supstitucije nukleotida nego u preostalim regijama mtDNA
(Aquadro i Greenberg, 1982; Cann i sur., 1984), zbog Cega je Cesto
rabljena u filogenetskiim studijama. Stupanj nukleotidne supstitucije unutar D-
loop regije mtDNA &ovjeka iznosi 2,5-15 x 10®/nukleotidnom mjestu/godinu
(Tamura i Nei, 1993), a kod konja je 2 - 4 x 10® /nukleotidnom
mjestu/godini (Ishida i sur., 1995).
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Zadnjih godina nastojalo se sekvencirati cijelu mtDNA domacih Zivotinja,
te je danas za vecinu njih nukleotidni slijed poznat. Medu prvima sekvencirana
je mtDNA misa (Bibb i sur., 1981) i covjeka (Anderson i sur., 1981), no
kasnije su slijedile potpune sekvence mtDNA goveda (Anderson i sur.,
1982), konja (Xu i Arnason, 1994), magarca (Xu i sur., 1996), ovce
(Hiendleder i sur., 1998a) i svinje (Lin i sur., 1999). Mitohondrijska DNA
konja duga je 16660 bp (GenBank NC 001640, Xu i Arnason, 1994),
goveda 16338 bp (GenBank NC 006853, Chung i Ha, 2005), ovce 16616 bp
(GenBank NC 001941, Hiendleder, 1996a), svinje 16613 bp (Lin i sur.,
1999), te kokosi 16782 bp (GenBank AY235571, Aokimoto i sur., 2004).
Varijabilnost mtDNA svinje uzrokovana je razli¢itim brojem ponavljanja 10 bp
dugog ponavljajuéeg motiva unutar D-loop regije (Lin i sur.,, 1999).
Organizacija gena mtDNA peradi dijelom se razlikuje od organizacije mtDNA
drugih vrsta domacih Zivotinja. Razlika je o€ita u poloZaju gena tRNA(Glu) i
ND6 koji je neposredno do D-loop regije, a kod drugih vrsta domacih zZivotinja
na tom mjestu nalazi se gen za citokrom b, tRNA(Pro) i tRNA(Thr). Druga
posebnost je odsutnost mjesta zacetka replikacije lakog lanca izmedu gena
tRNA(Cys) 1 tRNA(Asn), kojeg nalazimo kod svih drugih kraljeznjaka.

3. Genetskim markerima potpomognuta selekcija domacih Zivotinja

Razvojem molekularno-genetske analiticke metodologije genske karte
domacih zivotinja sve se brze popunjavaju, pruzaju¢i uvid u strukturu i
funkciju genoma. Sprega odredenih genskih varijanti i proizvodnih odlika
stalno je u prvom planu, jer je ocito da se otvara mogucnost direktnog utjecaja
na proizvodna svojstva preko tipizacije odredenih genskih lokusa. Strukturnom
analizom genoma utvrdeno je da je najveci broj proizvodno bitnih svojstava
poligenske prirode, a samo manji dio svojstava signifikantno je ovisan o
jednom ili manjem broju gena. Predmet velikog broja studija je povezivanje
ucinka odredenih alalnih varijanti s proizvodnim svojstvima u kvalitativnom i
kvantitativnim pogledu te uklju¢ivanje u uzgojno-selekcijski rad (MAS i QTL).

Upoznavanje nacina djelovanja mutacije na proizvodno obiljezje pomaze u
konstrukciji genskih testova i njihovoj primjeni. Primjer takvih svojstava na
koje djeluje manje gena su dvostraznost goveda koju uzrokuje delecija u
miostatin-genu ili supstitucija K232A u DGATI genu koja utjece na udio
mlijecne masti u mlijeku. Raspoloziv je odredeni broj dijagnostickih testova za
vazna proizvodna svojstva za koja se utvrdila signifikantna veza s odredenim
genima (markerima), te su kao takvi ve¢ ukljuceni u uzgojno selkcijski rad
unutar odredenih pasmina. Razvijeni su testovi koji utvrduju alelnu varijantu
MH lokusa vezanog za rast goveda, LGB ili CASK lokusa vezanih za
proizvodnju mlijeka. Testovi za svinje razvijeni su za lokuse koji su u vezi s
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rastom (MC4R), kvalitetom mesa i osjetljivos¢u na stres (RN, RYR1, FABP4),
plodnos¢u (PRLP, ESR, FSHB), otpornos¢u (FUTI1), konverzijom hrane
(MC4R), bojom koze (MCIR) i drugim svojstvima (Schwerin, 2004). U
nekim slucajevima boja tijela razjasnjena je na molekularno-genetskoj razini.
Alata boja konja definirana je na molekularno-genetskoj razini, nakon
uocavanja mutacije na bjelanCevini membrane melanocite preko koje djeluje
MCIR hormon (Melanocortin 1 Receptor). Spomenuta mutacija reflektira se na
membransku bjelancevinu a odgovorni hormon ne stimulira produkciju
eumelanina zbog Cega se sintetizira samo phaeomelanin. Razlika u genima
odgovornima za kodiranje crnog i crvenog pigmenta je u jednoj nukleotidnoj
poziciji odgovornog gena (transferzija timina u citozin), Sto rezultira zamje-
nom fenilalanina u serin u proteinskom lancu. Zeli li se populacija selekcio-
nirati na crnu boju, na raspolaganju je dijagnosticki gen-test na nazocnost
“crvenog faktora” (MCIR), kojim na razini DNA mozemo determinirati
navedenu mutaciju i na vrijeme nepozeljne heterozigote i homozigote iskljuciti
iz uzgoja.

Istrazivanjem vezanosti odredenih molekularno-genetskih markera s poli-
genskim proizvodnim znacajkama u nekim slucajevima uocene su signifi-
kantne veze alelnih varijanti s kvantitativnim odlikama svojstava, zbog Cega se
takvi lokusi nazivaju Quantitative Trait Loci (QTL). U ovakvim slu¢ajevima
uglavnom ostaje nepoznato pojasnjenje izravnog ucinka prijepisa DNA koda
(mutacije) na proizvodne odlike, no za primjenu markera bitno je korektno
pozicioniranje genetskih lokusa (markera) u kromosomsu. Utvrdene su signi-
fikantne veze kromosomskih QTL-markera goveda s proizvodnjom mlijeka
(BTA1-7, BTA9-11, BTA13, BTA14, BTA16-20, BTA23), prirastom (BTA1-
3, BTAS5-9, BTA12, BTA14, BTA18, BTA19, BTA21-23), funkcionalnim
znacajkama (BTAS, BTA7, BTA18, BTA19, BTA21, BTA23) i eksterijerom
(BTA6, BTA27). Georges i sur. (1995) utvrdili su vezanost QTL markera
pozicioniranih na kromosomima BTA1, BTA6, BTA8, BTA10 i BTA20 s
koli¢inim i sastavom mlijeka krava. Vezu QTL markera kromosoma BTAG6 sa
svojstvima mlije¢nosti u neovisnim istrazivanjima za holstein i druge pasmine
utvrdili su Kithn i sur. (1996), Spleman i sur. (1996), Lipkin i sur. (1998),
Ashwell i sur. (2001) i drugi autori. Na vezu QTL markera smjeStenih na
kromosomima BTA9, BTA10, BTA20, BTA27 s koli¢inom i sastavom mlijeka
krava ukazuju Vilkki i sur. (1997), Arranz i sur. (1998), Connor i sur.
(2004), Van Tassell i sur. (2004). Neka su istrazivanja usmjerena na
iznalazenje QTL markera koji imaju u¢inak na ovulaciju i udio bliznjenja krava
te su utvrdili spregu QTL markera kromosoma BTAS (Kappes i sur., 2000;
Lien isur., 2000), BTA7 (Blattman i sur., 1996; Lien i sur., 2000; Arias i
Kirkpatrik, 2004), BTA10 (Arias i Kirkpatrik, 2004), BTA12 (Lien i
sur., 2000), BTA14 (Gonda i sur., 2004), BTA19 (Arias i Kirkpatrik,
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2004) i BTA23 (Blattman i sur., 1996; Lien i sur., 2000), dok Lien i sur.
(2000) uocavaju najveci uc¢inak QTL markera kromosona BTAS. Casas i sur.
(2004) nastoje odrediti QTL markere za reproduktivna svojstva muskih
rasplodnjaka mesnih pasmina goveda. Radovi na otkrivanju QTL markera koji
utjecu na rast goveda i kvalitetu govedih polovica utvrdili su QTL biljege koji
se mogu ukljuciti u selekcijske programe (Keele i sur., 1999; Stone i sur.,
1999; Casas 1 sur., 2000; Casas 1isur., 2001; MacNeil 1 Grosz, 2002; Kim
isur., 2003).

Signifikantna veza QTL-regija svinja s kvalitetom polovica utvrdena je na
viSe kromosoma (SSCI1-4, SSC6-8, SSC12, SSC13, SSC17, SSCX), s mi-
§icnom masom (SSC1-15, SSC17, SSC18), masti (SSC1, SSC3-8, SSC12-14,
SSC18) te drugim bitnim svojstvima. Malek i sur. (2001) utvrdili su da visoko
konzervirani kromosom SSCX svinja ima znatan broj QTL markera za rast, $to
su u istrazivanju potvrdili Gaboreanu i sur. (2004). Brojna su i druga
istrazivanja na otkrivanju QTL markera kojima se unaprjeduju proizvodne
odlike svinja (Andersson i sur., 1994; Rohrer i Keele, 1998; Keer 1 sur.,
2000; Milan i sur., 2002). Brojna su istrazivanja na iznalazenju QTL markera
za druge vrste domacih Zivotinja, a genetske karte svakodnevno se popunjavaju
novim spoznajama.

Pretpostavke su, da strukturne razlike u kodiraju¢im i nekodirajo¢im
regijama citoplazmatske mtDNA imaju odraza na ekonomski bitne znacajke
domacih Zivotinja kao §to su rast, reprodukcija i laktacija. IstraZivanja su
pokazala da 2-10% varijabilnosti u koli¢ini mlijeka i mlijecne masti mozemo
pojasniti maternalnim uéinkom (Ron 1 sur., 1992). Analiza mtDNA
haplotipova ovaca ukazala je na odredeni uc¢inak citoplazmatskog genoma na
proizvodne znacajke ovaca (Wood i Phua, 1996; Hiendleder, 1996;
Hiendleder i sur., 1998b).

Razvoj molekularne genetike unio je promjene u odnosu na proteinske
polimorfizme za koje je utvrdena veza s proizvodnim znacajkama. Kao primjer
mogu posluziti polimorfni laktoproteini za koje su brojna istrazivanja utvrdila
da imaju veze s iskoristivos¢u mlijeka u tehnoloskim postupcima obrade,
osobito u sirarstvu. S ciljem utvrdivanja c¢injenica poduzeta su brojna
istrazivanja pozeljnosti proteinskih genotipova goveda i ovaca. Razvoj PCR
metodologije omogucio je genotipizaciju alelnih varijanti na razini DNA
(Schlee i sur., 1993; Ramunno i sur., 1997; Feligini i sur., 1998; Pilla i
sur., 1998), za razliku od ranijih metoda koje su determinirale proteine.
Umjesto elektroforetske detekcije proteina, Schlee i sur. (1993) ponudili su
mogucénost tipizacije alelnih varijanti A povecéati B -laktoglobulina ovce PCR
metodom. NuZno je uporabom odgovarajuih primera amplificirati 236 bp
dugu regiju, koja ukljucuje dio intron I i ekson II gena za B-laktoglobulin, a
nakon cijepanja fragmenta s endonukleazom Rsal, raspoznajemo homozigote
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AA po fragmentima veli¢ine 148 i 66 bp, homozigote BB po fragmentu
veli¢ine 214 bp, a heterozigote po tri fragmenta (214, 148 i 66 bp). Postupak
PCR identifikacije alelnih varijanti o, kazeina ovce opisuju Ramunno i sur.
(1997) 1 Pilla i sur. (1998). Prema takvim protokolima izradena je studija
frekvencija polimorfnih proteina paske ovce (Ivankovi¢ i Dov¢, 2004).
Metode identifikacije alelnih varijanti proteina vezanih za gospodarski bitne
proizvodne znacajke utvrdene su i za ostale polimorfne alelne varijante
proteina drugih vrsta domacih Zivotinja.

4. Molekularna genetika u dijagnostici nasljednih bolesti (genska
dijagnostika)

Genetski predispozicionirane bolesti mogu biti uvjetovane greskom u
kariotipu (broju i gradi kromosoma), mutaciji na vise gena (poligenske bolesti)
ili na jednom genu (monogenske bolesti). S obzirom na posljedicu poremecaja
koji izazivaju genetske bolesti mogu biti letalne, semiletalne ili subvitalne.
Nacin detekcije nasljednih bolesti prilagodava se samoj prirodi genetskih
defekata. Kariotipiziranje se provodi ukoliko se sumnja na gresku u gradi
kariotipa. Postupak analize kariotipa, od izolacije, inkubacije stanica,
fotografiranja do oCitavanja rezultata kariotipa traje tri dana. Postupak analize u
potpunosti je automatiziran, uz racunalnu obradu slike, te je mogucnost
pogreske veoma mala. Naj¢esS¢i poremecaji kariotipa kobila su X monosomija
(nedostatak X kromosoma, 63.X), himerizam ili pojava XY para spolnih
kromosoma u kariotipu. Himerizam pastuha zabiljezen je kod arapskog
punokrvnjaka, a grla su redovito neplodna. Muski sindrom je poremecaj
kariotipa pastuha kada se javlja XX par spolnih kromosoma (64.XX). Pojava
viska jednog X kromosoma u kariotipu pastuha (65.XXY) rijedak je slucaj ali
ipak zabiljezen. Sli¢ni poremecaji, kao kod konja, javljaju se i kod drugih vrsta
domacih Zzivotinja, no buduéi da su grla s kariotipskim defektom uglavnom
neplodna, nasljedni poremecaj rijetko se prenosi na potomstvo.

Genetski predispozicionirane bolesti najcesce nastaju uslijed zamjena
nukleotidnih baza u kodiraju¢im regijama DNA (eksonima). Upoznavajuéi
strukturu gena odgovornog za pojavu nasljednog defekta, genskom
dijagnostikom zasnovanom na direktnom testu odgovorne regije (eksona s
trazenom mutacijom) jedinke s poremecajem mozemo veoma rano otkriti i
izluciti iz uzgoja. Kod nepoznavanja sekvence gena odgovorne za nasljedni
poremecaj, nastoji se naéi genski marker indirektno vezan uz pojavu nasljedne
bolesti. Genski marker treba biti $to blize kodogenoj regiji odgovornog gena,
kako bi se smanjila moguénost rekombinacije odnosno pogreske testa. Kao
markeri u indirektnoj detekciji najcesc¢e se koriste mikrosateliti. Danas na taj
nacin lako otkrivamo predispoziciju za malignu hipertermiju svinja, BLAD
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(Bovine Leucocyte Adhesion Deficiency), DUMPS (Deficiency of Uridine
Monophosphate Synthase) i CVM (Complex Vertebral Malformation) kod
Holstein pasmine, SMA (Spinal Muscular Atrophy) i Weaver (Progressive
Degenerative Myeloencephalopathy) kod Brown Swissa, Myophosphorylase-
deficiency kod Charolaisa i MSUD (Maple Sirup Urin Disease) kod Shorthorna
1 Hereforda te druge poremecaje. Neke od genetskih bolesti konja uvjetovanih
poremecajem unutar jednog gena (za koje postoje genetski testovi) su:
hiperkalcemijska periodicna paraliza (HYPP), lateralno iScaSenje patele,
malformacija okcipitalno-atlanto-aksialne regije (OAAM), mioklonus, ataksija
zdrebadi, degenerativna mieloencefalopatija, letalni sindrom bijelaca,
hemofilija A, agamaglobulinemija, SCID, ephiteliogenesis imperfecta, aniridia
i no¢no sljepilo.

Bolesti kao $to je HYPP razjasnjene su na nukleotidnoj razini. HYPP je
letalna bolest koju izaziva zamjena na jednoj nukleotidnoj poziciji (normalni
gen .. ATC TTC GAC TTC...; bolesni gen ..ATC TTG GAC TTC...), §to dovodi
do zamjene fenilalanina u leucin u bjelancevini odgovornoj za reguliranje
natrijeva prolaza kroz stanicnu membranu. Mutacija (insercija) na 76 bp F11
eksona odgovorna je za pojavu nedostatka faktora koagulacije (Factor XI
deficiency) kod Holstein pasmine, za koji je utvrden test detekcije genetskog
poremecaja (Marron i sur., 2004).

Danas postoji veliki broj dijagnosti¢kih primjena, jednostavnih i brzih,
temeljenih na direktnoj detekciji nasljednog poremecaja na DNA molekuli.
Tockaste mutacije lako se dokazuju metodama RFLP, SSCP, DGGE ili DSCP
markerskih sustava. Kod goveda postoji niz lokusa (CD18, PRG, CHS, PRNP,
PYGM, MANB, MANA, FECH, GAA, TG, UMPS) koji sluze za dijagnostiku
genetskih poremecaja. Za geneske defekte svinja na raspolaganju su genetski
testovi poremeéaja (GULO, VWF, LDLR, RYRI1 i drugi). I za druge vrste
domacdih zivotinja razraden je cijeli niz dijagnosti¢kih testova genetskih
poremecaja koji se jednostavno ugraduju u uzgojne programe, o0sobito
ugrozenih populacija.

5. Molekularno-genetska istrazivanja filogeneze pasmina domacih
Zivotinja

Filogenetska istrazivanja pasmina domadih zivotinja nastoje razjasniti
genezu pasmina, utvrdujuéi odnose spram drugih srodnih i nesrodnih pasmina.
Radovi ukljuéuju sve dostupne ¢injenice, pa i spoznaje arheozoologije, pisane
tragove, eksterijerna obiljezja i pokazatelje genetske strukture. Prije razvoja
PCR metodologije, tipizirane su krvne grupe i polimorfni tkivni proteini kako
bi spoznali genetsku strukturu istrazene populacije. Razvoj molekularno-
genetskih metoda osigurao je veliki broj markerskih sustava i genetskih
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markera kojima moZemo znatno pouzdanije utvrditi i pratiti stanje genetske
strukture populacije.

Visoka razina polimorfnosti i kodominantni nacin naslijedivanja cini
mikrosatelite pogodnim markerima u filogenetskim istrazivanjima domacih
Zivotinja, radi ¢ega se najcesce i koriste. Crawford i Cuthbertson (1996)
procjenjuju stupanj mutacije mikrosatelitskih lokusa ovce na 1,3+0,5x10™
mutacija/gameti/generaciji, $to je znatno viSe nego u drugim dijelovima
nukleusnog genoma. Analiza mikrosatelita pruza vrijedne informacije za
razumijevanje intra- i inter-populacijske genetske razliCitosti i korisne podatke
za usporedbu s ranije publiciranim rezultatima istrazivanja populacija kao
taksonomskih jedinica. Mikrosatelitska genotipizacija uspjesno se primjenjuje
u studijama evolucijske razliCitosti pasmina goveda, konja, ovaca, svinja i
drugih vrsta domacih Zivotinja. Primjer usporedbe mikrosatelitskih podataka
paske ovce s izvornim slovenskim pasminama ovaca (Kavar i sur., 2002)
ukazao je na srodnost paske ovce i istarske pramenke, dok su bovska i
jezersko-sol¢avska pasmina udaljenije (Ivankovi¢ i sur.,, 2005), §to moze
posluziti u uspostavi eventualne suradnje u uzgojnim programima.

Varijabilnost nukleotidnih mjesta mtDNA rabimo u filogenetskim
istrazivanjima raznih vrsta domacih zZivotinja kao $to su ovce (Cronin, 1994),
goveda (Loftus i sur., 1994), konji (Kavar i sur., 1999; Ivankovi¢ i sur.,
2004) i drugi. Sama varijabilnost mtDNA ovisna je o frekvenciji mutacija u
njenim razli¢itim dijelovima. Gruba je ocjena, da stupnju mutacije mtDNA od
2% odgovara vremensko razdoblje od jednog milijuna godina (Higuchi i sur.,
1987). Na osnovi razlika nukleotidnog slijeda mtDNA svinja i goveda Lin i
sur. (1999) zakljuCuju, da je do evolucijskog razdvajanja njihovih predaka
doslo prije 53-60 milijuna godina. Analiza razli¢itosti sekvenci D-loop regije
mtDNA 243 uzorka prikupljenih iz europskih, africkih i azijskih pasmina ovaca
ukazuje na postojanje dva osnovna mtDNA haplotipa udomacenih ovaca
(europski i azijski haplotip), uz procjenu da su se razdvojili prije 375.000 to
750.000 godina (Hiendleder i sur., 1998a). Heindleder i sur. (1998b) su
PCR-RFLP anlizom mtDNA deset pasmina ovaca i nekoliko drugih vrsta roda
Ovinae (O. musimon, O. vignei 1 O. ammon) utvrdili da suvremena ovca i
evropski muflon imaju zajednickog pretka, za razliku od O. vignei i O. ammon
kod kojih pretke nisu mogli identificirati. IstraZivanje haplotipova mtDNA
paske ovce pokazalo je da postojanje dva temeljna haplotipa od kojih je rjedi
haplotip (M) gotovo identi¢an haplotipu merino pasmine, no drugi haplotip (P)
znatno je udaljeniji od dostupnih sekvenci pasmina ovaca, §to pokazuje da
pripada izvornom haplotipu pramenke koja je u osnovi nasih priobalnih
pasmina ovaca (Ivankovié¢ 1 sur.,, 2005). Istrazivanje mtDNA autohtonih
pasmina magaraca pokazalo je postojanje tri haplotipa (Y, W, Ws) unutar
populacije, s napomenom da je haplotip Y zastupljen u populaciji istarskog
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magarca, dok su haplotip W i Ws svojstveni primorsko-dinarskom magarcu
(Ivankovi¢ i sur., 2002). Kavar i sur. (1999) sustavno su istrazili D-loop
regiju mtDNA lipicanske pasmine, te su utvrdili grupiranost (filogenetsku
udaljenost) rodova, ali i greske u vodenju rodoslovlja.

Odredene filogentske studije usmjeravaju se ka Y kromosomu, osobito
MSY regiji (Male Specific Region) koja kod covjeka ¢ini 95% ovoga
kromosoma (Skaletsky i sur., 2003). Analiza MSY regije pomaZe rasplitanju
procesa udomadenja i razvoja pasmina. Ispitivanje Y kromosoma pomaze u
otkri¢u identiteta divljih predaka, temelja danasnjih pasmina. Informacije MSY
regije osobito su korisne kod pasmina u ¢ijoj je genezi sudjelovao manji broj
muskih predaka. Biljezimo radove istrazivanja MSY regije ovce (Meadows i
sur., 2004), goveda (Hellborg i Ellegren, 2004), konja (Lindgrean i sur.,
2004) ali i drugih vrsta domacih Zivotinja.

6. Uporaba molekularne genetike u ocuvanju animalnih genetskih
resursa

Covijek za zadovoljenje potreba iskoristava oko &etrdeset vrsta domaéih
zivotinja, koje su podijeljene u 4500 pasmina, rasirenih po cijelom svijetu.
Svaka pasmina predstavlja jednokratnu i neponovljivu kombinaciju gena.
Pretpostavlja se da je vise od 30% pasmina domacih Zivotinja ugroZeno,
posebice u razvijenim gospodarstvima gdje su autohtone niskoproduktivne
pasmine sustavno potiskivane od produktivnijih pasmina. Genetska varija-
bilnost domacdih zivotinja zadnjih se desetlje¢a bitno smanjila reduciranjem
broja pasmina koje se koriste u intenzivnoj proizvodnji, intenzivnom se-
lekcijom populacija, uvodenjem novih reprodukcijskih tehnika (umjetno
osjemenjevanje, ET), kao i pretapanjem populacija (Kantanen i sur., 1995).
Pasmine domacih Zivotinja koje su primarno sluzile za rad potisnute su
ulaskom mehanizacije u poljodjelstvo i druge privredne grane. Medutim,
tijekom druge polovice dvadesetog stolje¢a spoznalo se da gubitak svake
pasmine predstavlja nacionalno i globalno osiromasenje, primarno u genet-
skom pogledu, budu¢i da svaka pasmina ima osobitu i neponovljivu kom-
binaciju gena u kojoj su akumulirana tisuélje¢a borbe s okolisSnim prilikama i
Covjekov usmjeren selekcijski rad. Vrijednost odredenih kombinacija gena
mozda u ovom vremenu i ne razumijemo, no u nadolaze¢im vremenima ce
svakako biti od klju¢ne vaznosti u prilagodbi postojecih ili oblikovanju novih
pasmina. Zadnjih desetljeca u svijetu je zamjetan globalan napredak u
gospodarenju genetskim resursima, a svjedoci smo pokretanja inicijativa i brige
za ocuvanje nacionalnih animalnih genetskih resursa. Problem nestajanja
pasmina intenzivirao je uporabu metoda analize DNA u programima ocuvanja
ugrozenih animalnih genetskih resursa.
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Ogranicenost bioloskih resursa i stupanj ugroZenosti dijela pasmina na-
mece nuznost izbora prioritetnih pasmina koje treba ukljuciti u konzervacijske
programe. Preporuka je da se oc€uvaju svi animalni genetski resursi, no
naglasak se stavlja na oCuvanje genetske varijabilnosti odnosno filogenetski
udaljenijih pasmina. Primjerene analize genskih mapa omoguéavaju iden-
tifikaciju evolucijski oCuvanih genomskih regija i gena razli€itih vrsta i1
pasmina (Fries, 1993). Istrazivanje genetskog profila pasmina, izracun
genetskih distanci i upoznavanje filogenetskih odnosa pomaze u donoSenju
objektivnih kriterija i smjernica izrade konzervacijskih programa gospodarenja
genetskim resursima. Stoga se u cilju upoznavanja stanja pasmine provode
filogenetske a israzivanja koja Cine temelj zasnivanja programa zastite. U
globalnoj strategiji managementa animalnim genetskim resursima (FAO Global
Strategy for the Management of Farm Aimal Genetic Resources) molekularno-
genetske metode zauzimaju vazno mjesto u programima ocuvanja ugrozenih
pasmina. S obzirom na znanstveni interes u istrazivanjima populacija rabe se
razliCiti ciljani markerski sustavi (mikrosateliti, AFLP, RFLP, SNP, mtDNA, Y
kromosom, minisateliti i drugi). NajceS¢e koriSteni genetski markeri u
filogenetskim istrazivanjima su mikrosateliti, primarmno radi njihove
informativnosti 1 jednostavnosti genotipiziranja. Iskustva dosadasnjih
tipiziranja pretoCena su u preporuku mikrosatelitskog seta od strane ISAG-
FAO-a pri genotipizaciji razliCitih vrsta domacih Zivotinja (Bradley i sur.,
1996). Koristenje standardiziranih preporucenih visokopolimorfnih markerskih
setova u tipizaciji ima prednost, budu¢i da se postize visoka razina
usporedivosti genetskog profila razli¢itih pasmina.

Genetske distance procijenjene na osnovi genetskih markera pojasnjavaju
odnos unutar i izmedu populacija (pasmina), razinu srodnosti i originalnosti, no
genetski markeri ne daju potpuni odgovor na uzrok promjena genetske
strukture populacije. Na temelju informacija o specificnosti pasmine, razini
uzgoja u srodstvu, prisutnosti defektnih gena preciznije se odreduje stvarna
veli¢ina ugrozene populacije i modelira najpogodniji selekcijski put oCuvanja
originalnosti i varijabilnosti genoma. Frekvencije gena, te eventualna pri-
sutnost “privatnih alela” svojstvenih isklju¢ivo odredenim pasminama, dobro-
dosla su pomo¢ ocjeni autohtonosti i nadzoru ispravnosti selekcijskog puta
kojim ¢uvamo identitet ugrozenih pasmina. Stalan nadzor razine polimorfnosti
na dostatnom broju lokusa ima bitnu ulogu u selekciji, posebice ocuvanju
ugrozenih pasmina.

7. Molekularna genetika u provjeri rodoslovija domacih Zivotinja
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Razvoj PCR metodologije i markerskih sustava osigurao je nova “oruda” u
provjeri rodoslovlja jedinki, ¢ime svaka Zivotinja nakon provjere stjece svoj
trajni genetski identitet, jedinstven i neponovljiv, te je sigurnost potvrdivanja
rodoslovlja postala potpuna. Osim u potvrdi rodoslovlja, tipizacija DNA
primjenjuje se kod javljanja dvojbenih podataka, sumnji u o€instvo, sudstvu i
drugim situacijama kada je nuzno odredenje genetskog profila jedinke. Nove
molekularno-genetske metode potisnule su praksu utvrdivanja rodoslovlja
putem metoda detekcije krvnih grupa i polimorfnih proteina, koriStenih prije
razvoja PCR metodologije.

Za utvrdivanje rodoslovlja primarno se koriste multi-lokus i specifi¢ne-
lokus sonde. Multi-lokus sonde sluze za identifikaciju polimorfizma vise
hipervarijabilnih regija, dok specificne-lokus sonde djeluju na jedan lokus.
Multi lokus sonde imaju velik diskriminacijski potencijal no nisu pogodne za
istrazivanje genetske strukture populacije, dok specifi¢ne-lokus sonde imaju
manji diskriminacijski potencijal, jednostavne su u inerpretaciji, te takoder
pouzdane u testu.

Termin “fingerprinting” u provjeri identiteta jedinki i potvrdi rodoslovlja
pojavljuje se 1985., a odnosi se na polimorfizam restrikcijskim fragmenatima
tretiranog segmenta nukleusne DNA. Moderni analiticki uredaji PCR
finerprinting provode potpuno automatizirano, a pouzdanost je velika. Za
provjeru rodoslovlja koriste se i minisateliti, repetetativni motivi duzine od 20
do 60 bp, rasprSeni po cijelom genomu. Kao najpogodniji markerski sustav
pokazali su se mikrosateliti budu¢i da su visoko polimorfni i pogodni za
individualnu tipizaciju DNA, odnosno izradu gentskog profila jedinke.
Mikrosateliti kao genetski markeri za provjeru rodoslovlja i izradu “genetske
iskaznice” 7Zivotinja prihvadeni su na medunarodnoj razini, a ISAG
(International Society of Animal Genetics) je odredio markerski set za svaku
vrstu kao 1 referentne laboratorije u kojima se analiza provodi. Inter-
nacionalizacijom trZiSta rasplodnog materijala i uporabnih Zivotinja vazno je
pridrzavati se zadanih standarda u pogledu izbora markera i referentnih
laboratorija kako bi verifikacija rodoslovlja i drugih dokumenata bila
punovaljana.

8. Uporaba molekularne genetike u kontroli animalnih proizvoda

Svjedoci smo promjena prehrambenih navika stanovnistva, osobito u
gospodarski razvijenijim druStvima, kada odredene animalne proizvode
proizvodaci proteziraju zbog promjene prehrambenih navika, religioznih ili
drugih stavova, bojazni od bolesti ili genetski modificiranih organizama. Kao
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primjer moze se navesti pojava BSE-a (Bovine Spongiform Encephalopathy)
koja je kod znatnog broja potrosaca izazvala strah od govedeg mesa, Sto je
znatno uzdrmalo ovu proizvodnu granu u nekim drzavama. Religijski stavovi
takoder su opravdan razlog zbog ¢ega gotovi animalni proizvodi, osobito oni za
ljudsku prehranu, trebaju odgovarati deklariranom sastavu i porijeklu, kako bi
potroSac¢i imali slobodu izbora. Osim toga, dogadaju se manipulacije
sirovinama koje se ugraduju u gotovi proizvod tako da se odredene skuplje
komponente zamjenjuju jeftinijima.

Metode provjera sukladnosti proizvoda deklaraciji razvijale su se
desetljecima, te su se uglavnom temeljile na identifikaciji proteina izoliranih iz
proizvoda metodama SDS-PAGE, izoelektricnim fokusiranjem ili testom
imunoreaktivnosti. Razvoj PCR metologije brzo je nasao mjesto i u ovom
segmentu provjere ispravnosti proizvoda. Danas postoji cijeli niz markerskih
sustava 1 markera kojima s potpunom sigurno$¢u kvantitativno i kvalitativno
tipiziramo sastav proizvoda. O primjeni PCR metodologije u provjeri pro-
izvoda od animalnog mesa postoji mnostvo istrazivanja poput Chikuni i sur.
(1994) i Meyer i Candrian (1996). Na moguénosti primjene oligo-
nukleotidnih proba u utvrdivanju vrste mesa u proizvodima ukazuju Hunt i sur.
(1997). Identifikaciju vrste mesa moguée je provesti i drugim markerskim
sustavima poput RAPD (Martineza i Malmheden Ymanb, 1998) i SSCP
(Rea isur., 1996). Sli¢no kao kod provjere vrsta mesa u gotovim proizvodima,
PCR metodologija omoguéila je provjeru vrsta mlijeka u mlijecnim
proizvodima, vrsta vune i drugih animalnih sirovina koje se ugraduju u gotove
proizvode.

9. Transfer gena u aminalnoj proizvodnji

Razvoj molekularne genetike i genetske tehnologije omogudio je izolaciju
gena, njihovih dijelova koji se u obliku transkripta mRNA (cDNA) mogu
klonirati u “vektore” i kao takvi prenijeti i ugraditi u genom drugih vrsta koje
novonastale promjene prenose na svoje potomstvo. Time se otvorila mo-
guénost manipuliranja genetskim informacijama, premda postoji jo$ niz
problema u vezi vremenske uskladenosti i pozicioniranosti Zeljene insercije
novih sekvenci gena, prijenosa transgena na potomstvo i drugo. Postoji i rizik
od popratnih ili prikrivenih ucinaka ugradenih sekvenci ili novih gena u
organizmu domacina, kao i interakcije s okruzenjem, bolestima i drugim
faktorima. Bojazan se javlja i od utjecaja transgenih zivotinja i njihovih
proizvoda na potrosac¢e animalnih proizvoda, radi ¢ega se javlja znatan otpor
trziSta prema takvim sirovinama i preradevinama.
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Rad na stvaranju transgenetickih zivotinja traje ve¢ dva desetljeca i skoro
su sve vrste ukljuene u pokuse. Nastojanja su usmjerena na stvaranje
transgenih zivotinja s boljim proizvodnim ucincima (meso, mlijeko, vuna) ili
smanjenim troSkovima proizvodnje (otpornost na bolesti). Stvaranje transgenih
domacih Zzivotinja otpornih na odredene bolesti osiguralo bi ekonomicniju
proizvodnju, §to je osobito bitno u gospodarstvima s niZom razinom ulaganja u
prevenciju bolesti. Time bi se osigurala ucinkovitija proizvodnja i umanjili
gubitci koji nastaju zbog odredenih patoloskih pojava.

Jedan od primarnih ciljeva transfera gena je stvaranje domacih Zivotinja
koje mogu sintetizirati nespecifi¢cne funkcionalne ili nefunkcionalne
bjelancevine. Kod mlije¢nih krava transferom gena nastoje se prilagoditi
funkcionalni proteini sekretornog epitela vimena koji su odgovorni u sintezi
mlije¢nog proteina ili mlijecne masti. Otpor javnosti i troSkovi dobivanja
ovakvih mlije¢nih Zivotinja nisu otvorili prakti¢nu primjenu dosegnutih
spoznaja. Nalazimo podatke o transferu gena rasta u genom svinja (Pursel i
Rexroad, 1993), transferu gena za sintezu cisteina u genom ovce radi
poboljsanja proizvodnje vune (Powell i sur., 1994), transferu “cold tolerance
gen’” u genom pastrve (Hew i sur., 1995) i drugima.

Druga vrsta transgeno sintetiziranih proteina su oni koji izravno ne
sudjeluju u metabolizmu domacina (nefunkcionalni), odnosno domacin je samo
medij za njihovu sintezu. Na takav se nacin u transgenim bakterijama proizvodi
Covje¢ji inzulin kojim se saniraju odredeni zdravstveni poremecaji ljudi.
Potencijalna sinteza farmaceutskih proizvoda unutar organizma mlije¢nih
zivotinja ve¢ je dijelom zazivjela. Modifikacijom proteina sekretorni epitel
vimena moze proizvesti odredene spojeve koji se nakon izlucivanja u mlijeku
izdvajaju i koriste u farmaciji (ljudski albumin, kolagen, laktoferin, protein C,
hemoglobin, o;-antytripsin i drugi).
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THE USE OF MOLECULAR GENETICS IN ANIMAL PRODUCTION
Summary

During the last two decades, molecular genetics has entered numerous human activities
methodologically and applicatively and is particularly used in food manufacturing, i.e. animal
production. Giving the insight into the genome structure and function, formed genetic maps of
domestic animals, genetic markers have become the tool of a more efficient selection, the
promotion of significant production features, elimination of hereditary diseases and higher reliability
in selection work. Finding direct and indirect genetic markers connected with economically
significant production features of domestic animals has been a primary interest of the animal
molecular genetics. By building adequate genetic markers into breeding programmes, the choice of
suitable breeding individuals in the early age has been made possible, regardless of the sex,
constitution, physiological status and other factors, before these economically significant
manufacturing features become apparent. Hereditary diseases are efficiently discovered and
treated by tests for direct DNA detection of adequate gene code errors. Particularly important is the
possibility of detecting and extracting heterozygotes with a hereditary error. Checking for the
existence of certain genetic disturbance is in some cases the obligation of national breeding
programmes and a precondition for the access to the market of breeding material and animal
products. The confirmation of a pedigree on a DNA level by a set of highly polymorphic genetic
markers gives almost absolute certainty of the data correctness, i.e. it discovers accidental or
intentional errors in data management. A valid confirmation of a pedigree in carrying out breeding
programmes and the market exchange of breeding valid and usable animals is the obligation of all
those who want to participate in global market flows. The significance of molecular genetics is
unavoidable in the conservation of animal genetic resources since it gives basic ideas about the
originality of breeding, the level of breeding in relationship, contamination by other genomes, the
basis for establishing valid conservation breeding programmes. Molecular genetics offers great
possibilities through a gene transfer and formation of transgene animals, although, in this area
there are many doubts about the justification of such procedures and possible consequences of
gene manipulation. Genetic markers have been efficiently used in checking the compatibility,
quality and quantity of food. Molecular genetics has found its place in the animal production and the
responsibility of understanding possibilities, advantages and risks, as well as buildingit in to the
existing breeding programmes to the optimum, lies with us.
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