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PRIMENA METODA MOLEKULARNE GENETIKE U
SELEKCIJI DOMACIH ZIVOTINJA

Radica Pedovi¢, D. Latinovié, Radmila Beskorovajni, Ljiljana
Samolovac, R. Nikoli¢

Izvod: U poslednjim decenijama dvadesetog veka, primenom metoda molekular-
ne genetike omogucena je identifikacija gena koji uti€u na variranje kvantitativnih oso-
bina, kao i selekcija vezana za markere (MAS) koja se koristi za mapiranje genoma i pro-
cenu vezanosti gena koji uti¢u na ekonomski vazne osobine domacih Zivotinja. Ovim
metodama omogudeno je da se otkriju i potvrde genetske varijante proteina mleka, utvr-
di otpornost organizma na bolesti i stres, odredi kvalitet mesa, izvrsSi determinacija pedi-
grea i pola, utvrdi biodiverzitet i filogenetski stadijum organizma i dr.

Primenom DNK testova metodom lan¢anog umnozavanja DNK (PCR) i PCR-
RFLP metodom koja se zasniva na polimorfizmu restrikcionih fragmenata u mogucénosti
smo da identifikujemo varijante gena koji su odgovorni za varijabilnost kvantitativnih i
drugih osobina koje Zelimo da unapredimo selekcijom. Selekciju, koja se bazira na ovim
metodama, neophodno je ukljuditi u vec tradicionalne odgajivacke programe kako bi se
efekat selekcije 1 ekonomska vrednost stocarske proizvodnje povecala.

Kljucne reci: molekularna genetika, PCR, selekcija, domace Zivotinje

Uvod

Polazeci od same definicije molekularne genetike da ona predstavlja nauku koja
se bavi prouc¢avanjem molekulske strukture gena, kao i njihovim funkcionisanjem u za-
visnosti od date strukture, u mogucénosti smo da sagledamo na koji nacin pojedini geni
uti¢u na ispoljavanje ekonomski vaznih osobina domadih zivotinja koje Zelimo da una-
predimo selekcijom.

Ekonomski najvaznije osobine domacih Zivotinja kao §to koli¢ina mleka, mesa,
njihov sastav kao i prirast grla, iskori§éavanje hrane i sl. spadaju u kvantitativne osobi-
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ne. Na pojavu ovih osobina uti¢e veliki broj gena koji se medusobno kombinuju u veli-
kom broju genotipova. Nasledna osnova kvantitativnih osobina je samim tim poligene
prirode pa se njihovo nasledivanje utvrduje prouc¢avanjem velikog broja jedinki kod ko-
jih se ove osobine ispoljavaju. Dosadasnji rad na poboljSanju kvantitativnih osobina
uglavnom se satojao u proucavanju varijabilnosti jedinki koje ¢ine odredenu populaciju
kao i koris¢enjem metoda selekcije i ukrStanja posmatranih individua.

U poslednjim decenijama dvadesetog veka, primenom metoda molekularne gene-
tike omogucena je indentifikacija gena koji uticu na variranje kvantitativnih osobina, kao
i selekcija vezana za markere (MAS) koji se koriste za mapiranje genoma i procenu ve-
zanosti gena koji uti¢u na ekonomski vazne osobine domacih Zivotinja (Davis i sar.,
1992; Archibald i sar., 1994).

Ovim metodama omoguceno je da se otkriju i potvrde genetske varijante protei-
na mleka, utvrdi otpornost organizma na bolesti i stres, odredi kvalitet mesa, izvrsi de-
terminacija pedigrea i pola, utvrdi biodiverzitet, filogenetski stadijum organizma i dr.

Rekombinantna DNK tehnologija

Rekombinantna DNK tehnologija ili genetsko inzenjerstvo je zajednicki naziv za
grupu eksperimentalnih metoda koje omoguéavaju manipulaciju sa genomom Zivih bica.
Prvi uslov za primenu rekombinantne DNK tehnologije je izolacija gena koji uti¢u na is-
poljavanje odredene osobine ili grupu osobina koje Zelimo da unapredimo selekcijom.
Do skora ovu tehnologiju bilo je nemoguée sprovesti iz viSe razloga. Prvi razlog je taj Sto
je odredeni ciljni gen zastupljen u jednoj kopiji u genomu i tesko ga je izolovati. Zatim,
molekul DNK predstavlja slozeno homogeno hemijsko jedinjenje i bilo je nemoguce he-
mijskim putem izdvojiti Zeljene sekvence-delove. Poznatim hemijskim i fizickim meto-
dama, do polovine osamdesetih godina proslog veka nije bilo moguée odvojiti gene jed-
ne od drugih u molekulu DNK. Danas je to moguce primenom rekonbinantne DNK teh-
nologije koja se zasniva na biolo§kim principima i mogu¢no$éu da se manipuliSe genima
(izolacija, transfer, analiza).

PCR (Polimerase Chain Reaction)

Sredinom osamdesetih godina dvadesetog veka napravljen je ogroman napredak
u rekonbinantnoj DNK tehnologiji. Americki biolog K. Mullis pronasao je nacin da u in
vitro uslovima na genomskoj DNK otkrije Zeljeni gen uz pomoc prajmera (primeri). Praj-
meri su sekvence DNK sastavljene od 20-tak nukleotida koji sluZe za odredivanje pocet-
ka procesa umnozavanja fragmenta DNK, koga Zelimo da izolujemo. Na taj na¢in po¢in-
je proces polimerizacije na ta¢no odredenoj sekvenci DNK odredenoj sa dva prajmera,
na svakom kraju po jedan (5’1 3”). PCR se odvija u tri faze:

- denaturacija na 90-95 C

- aniliranje na 45-65 C

- amplifikacija na 72-75 C

Denaturacija je razdvajanje lanaca genomske DNK. Aniliranje predstavlja proces
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vezivanja prajmera za razdvojene lance DNK, a amplifikaciju ¢ini proces polimerizaci-
je, tj. dobijanja velikog broja kopija Zeljenog fragmenta pod dejstvom specifiénog enzi-
ma DNK polimeraze.

DNK polimeraze koje su bile izolovane iz E. coli za vrlo kratko vreme su se de-
naturisale na visokoj temperaturi na kojoj se odvija razdvajanje lanaca DNK i zato se mo-
rala vise puta dodavati u toku celog ciklusa. To je onemogucavalo automatizaciju ¢itavog
ovog procesa. Metod je bio vrlo skup i dugotrajan. Danas je ovaj problem resen na taj
naéim $to se izolacija DNK polimeraze vrsi iz termofilnih bakterija ¢iji su enzimi rezi-
stentni na visoke temperature. Koris¢enjem Taq DNA polimerase omoguéena je automa-
tizacija PCR reakcije u posebnim aparatima (Thermal cycler). Na ovaj na¢in dobijena se-
kvenca DNK u velikom broju primeraka dalje se analizira kako bi se odredila primarna
struktura gena.

Odredjivanje genetski uslovljenih varijanti proteina mleka

Od svih prisutnih proteina u kravljem mleku najzastupljeniji su kazeini. Postoje
¢etiri razli¢ite forme kazeina ( sl-, s2-, - i - kasein), i oni ¢ine 80% svih proteina (4/exan-
der i sar., 1998; Groenen i sar., 1992; Mercier i Vilotte 1993; Barroso i sar. 1997). Sva
¢etiri kazein kodirana gena su grupisana oko 200-kb fragmenata hromozoma 6 (7hread-
gill i Womack 1990; Ferretti i sar., 1990). Za proteine mleka karakteristi¢na je pojava po-
limorfizma (slika 1). Ova pojava je po prvi put ustanovljena na genu za - kazein goveda.
Utvrdeno je postojanje dva najzastupljenija alela pomenutog gena i to: alel A i alel B.
Alel B povoljno uti¢e na kvalitet i kvantitet mleka, posebno mle¢nih preradevina tako Sto
poveéava radman i kvalitet sira (Madrano i sar., 1990).

Slika 1. SDS-PAGE elektroforeza proteina mleka
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Legenda:

1. Marker duzina fragmenata (Molecular weight standard)
2. kazein - standard ( -casein -standard)

3. kazein - standard ( -casein -standard)

4. kazein - standard ( -kazein - standard)

5. 10 Uzorci mleka (Milk samples)

295



Zbornik naucnih radova, 9 (2003)

Laktoglobulini, takode, ¢ine vaznu komponentu mleka i njihovo prisustvo utice
ne samo na sastav mleka vec i na kvalitet i prinos sira.

Odredivanje genetskih varijanti - kazeina i - laktoglobulina vrsi se pomo¢u DNK
testa metodom lan¢anog umnozavanja DNK (PCR) i PCR-RFLP metodom koja se zasni-
va na polimorfizmu restrikcionih fragmenata (Stevanovi¢ i sar., 2000). Primenom ovih
metoda moguce je razlikovati varijante A i B gena za - kazein i - laktoglobulin i na osno-
vu rasporeda traka dobijenih nakon obrade PCR produkata restrikcionim enzimima de-
tektovati tri razli¢ita genotipa (AA, AB i BB).

Genotip BB pozeljno uti¢e na sadrzaj masti i kazeina i posebno je znacajan kod
krava ¢ije se mleko koristi za dobijanje mle¢nih proizvoda (Velmala et al., 1995; Steva-
novic i sar., 2001).

Zato je posebno znac¢ajno utvrditi genetske varijante ovih proteina u mleku, inden-
tifikovati grla (nosioce) pozenjih genotipova i na osnovu dobijenih rezultata vrsiti dalju
selekciju bikova i krava kako bi se povecala ucestalost alela koji doprinose poboljsanju
kvaliteta 1 kvantiteta mleka i mleénih proizvoda.

BLAD (Bovine Lleucocyte Adhesion Deficienci)

Blad (Bovine Leucocyte Adhesion Deficiency) je nasledno, autosomalno, recesiv-
no oboljenje koje se vezuje za Holstajn-frizijsku rasu goveda. Bolest je uzrokovana tacka-
stom mutacijom u CD18 genu za spoljasanji glukoproteinski receptor leukocita. Pomenu-
ti receptor je odgovoran za kretanje neutrofila kroz vaskularni endotelijum i omogucava
odbranu organizma od infekcija. Nastala mutacija dovodi do supstitucije aminokiseline
128 (D128G) pomenutog proteina i ne mogucnosti da on i dalje obavlja svoju funkciju
(Shuster i sar. 1992). Bolest se samim tim ogleda u smanjenju otpornosti organizma na
razli¢ite infekcije, koje najéesée dovode do smrti jedinke pre njene polne zrelosti.

Svi nosioci pomenutog D128G alela vode poreklo od jednog ameri¢kog (USA) bi-
ka. To je bio Osborndale Ivanhoe, roden 1952. godine. Zbog visoke genetske vrednosti u
progenom testu za prinos mleka izuzetno je mnogo koriséen u programima V.O. Sirom
sveta i iza sebe je ostavio veliki broj potomaka, od kojih i znatan broj bikovskih oéeva.
Ucestalost ovog mutiranog alela u USA iznosi oko 6% kod krava i oko 15% kod bikova
(Shuster i sar., 1992). Takode, u Francuskoj postoji prose¢no 6% nosioca BLAD-a u po-
pulaciji bikova i bikovskih majki (Boichard i sar., 1994). U Poljskoj je frekvenca ovog
oboljenja kod testiranih bikova nesto niza i iznosi 4,82% (Natonek, 2000). U nasoj zemlji
po prvim objavljenim rezultatima (Ciri¢ i sar., 1998), udestalost nosioca mutiranog
D128G alela iznosi: kod mladih bikova u testu 13,04% i 5,88% kod bikovskih majki.

DNK test, sa izuzetno visokim procentom verovatnoce moze nam pruziti dokaz
da 1i se radi o zdravoj ili individui koja nosi mutirani alel, a samim tim i omoguciti in-
dentifikaciju zdravih zivotinja (TL), bolesnih (BLAD) i Zivotinja heterozigotnih nosioca
(BL), (Stevanovic i sar., 2000). Na ovaj nacin vrlo brzo i pouzdano, bez obzira na uzrast
i pol, u kratkom vremenskom intervalu mogu se detektovati bolesne individue, kao i he-
terizigotni nosioci, a sve u cilju njihove eliminacije iz odgajivackih programa.
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Stres sindrom svinja (Porcine Stress Syndrome)

Stres sindrom svinja (PSS) je nasledno, recesivno oboljenje. Bolest dovodi do iz-
nenadne smrti usled dozivnjenog stresa, koji je posledica loSeg drzanja i nege Zivotinja.
Svinje osetljive na stres imaju bledo i vodnjikavo meso i to je jedan od razloga velikih
gubitaka u proizvodnji i preradi svinjskog mesa.

Uzrok pojave PSS-a je mutacija u Rianodin receptoru 1 gena (Ryanodine recep-
tor 1gene - RYR-1) koji ima vaznu ulogu u transportu Ca u misi¢nim ¢elijama. Mutaci-
ja se deSava u 1843 nt u RYR-1 genu u kojem je citozin zamenjen timinom (Popovski i
sar., 2002), tako da se na poziciji 615 u rianidinskom receptoru kod svinja osetljivih na
stres nalazi cistein umesto arginina koji je prisutan kod normalnih Zivotinja.

Primena DNK testa zasnovana na lan¢anoj reakciji umnozavanja DNK (PCR) i
analizi polimorfizma restrikcionih fragmenata (RFLP) pruza nam mogucnost odrediva-
nja normalnog i mutiranog alela, a na taj nacin i detektovanje zdravih zivotinja (C/C),
osetljivih na stres (T/T) i heterozigotnih nosioca (C/T), (Stevanovic i sar., 2000). Izola-
cija DNK koja sluzi za indentifikaciju PSS-a, po standardnoj proceduri vrsi se iz leuko-
cita, medutim zbog teskoca prilikom uzimanja krvi kod svinja, razvijena je nova tehnika
za izolaciju DNK iz bulbusa dlake svinja. Osetljivost detekcije sa DNK izolovanom iz
bulbusa u odnosu na izolaciju iz leukocita iznosi 75% (Popovski i sar., 2002).

Navedenim molekularnim metodama vrlo efikasno, pre uvodenja Zivotinja u pri-
plod mozemo identifikovati sve heterozigotne nosioce stres sindroma i eliminisati ih iz
populacije.

Zakljucak

Razvoj rekonbinantne DNK tehnologije omogucio je rad na mapiranju gena svih
zivih organizama pa samim tim i domacih Zivotinja. Danas smo u moguc¢nosti da sazna-
mo i detektujemo veliki broj naslednih ¢inioca koji uti¢u na pojavu osobina koje zelimo
da unapredimo selekcijom. Postupkom selekcije ne stvaramo nove gene vec uti¢emo na
promene u njihovoj frekvenciji tako $to povecavamo uéestalost pozeljnih a smanjujemo
ucestalost nepozeljih gena. Selekcija bazirana na markerima (MAS) ve¢ postaje sastavni
deo odgajivackih programa razvijenih zemalja a sve u cilju povecanja ekonomske vred-
nosti i kvaliteta animalnih proizvoda.
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Review paper

THE APPLICATION OF MOLECULAR GENETICS METHODS
IN SELECTION OF DOMESTIC ANIMALS

Radica Pedovié, D. Latinovi¢, Radmila Beskorovajni,
Ljiljana Samolovac, R. Nikoli¢*

Summary

Molecular genetics made available genetic markers as a powerful tool for genetic
improvement of animal selection and production.

Genetic markers are used to estimate the association with economically important
trait loci. Traits of economic interest include milk protein genetic variants, milk produc-
tion, disease and stres resistence etc.

Key words: molekular genetics, PCR, selection, domestic animals
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