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Izvod: Molekularna genetika je pruZila mogucnost za poboljSanje selekcije i produk-
cije kod domacih Zivotinja primenom geneti¢kih markera. Primena DNK markera imala je
revolucionarni uticaj na projekte mapiranja gena i razvoj animalne genetike. IstraZivanja su
usmerena na identifikaciju gena odgovornih za variranje osobina, kao i na detekciju
geneti¢kih markera koji se mogu koristiti u programima ukrstanja i selekcije.

Tehnologija genetickih markera, kao $to je selekcija vezana za markere (MAS),
identifikacija pedigrea i genska introgresija, mogu se primeniti u oblasti selekcije kod stoke.
Selekcija vezana za markere (MAS) koristi informacije o genetickim markerima za predvi-
danje produkcionog potencijala i omogucuje dodatne informacije za pobolj$anje efikasnosti
selekcije. Cilj je geneticko usavrSavanje selekcije Zivotinja i njihove produkcije. Zbog toga
se geneticki markeri vrlo intenzivno koriste za procenu vezanosti sa genima koji imaju uticaj
na osobine od ekonomskog znadaja. Ove osobine ukljuéuju geneticki uslovijene varijante
proteina mleka, otpornost na bolesti i stres, kao i osobine koje utiu na kvalitet mesa, rast i
osobine karakasa. Primena selekcije bazirane na tehnologiji markera omogucice maksi-
malno pobolj§anje ekonomske vrednosti kod domacih Zivotinja.

Kljucne reci: geneti¢ki markeri, selekcija, osobine od ekonomskog interesa

Uvod

Veliki broj generacija selektivnog ukr§tanja neophodan je da bi se poboljSale
osobine od ekonomskog znaaja kod domacih Zivotinja. U svakoj generaciji,
Zivotinje sa osobinama najboljeg kvaliteta kori§c¢ene su u procesu ukrstanja. To je
iz godine u godinu dovodilo do poboljSanja osobina od ekonomskog znacaja, ali
bez znanja o genima koji su ukljuceni u determinaciju ovih osobina, njihovom
nasledivanju i medusobnim interakcijama. Do skoro je selektivno ukrStanje bilo
jedini na¢in za pobolj$anje genetic¢kih karakteristika kod domacih Zivotinja, medu-
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tim selektivni programi bazirani na kvantitativhoj genetici pokazali su svoju
ogranic¢enost. Od nedavno su istrazivanja fokusirana na identifikaciju gena odgo-
vornih za varijabilnost kvantitativnih osobina i detekciju genetickih markera koji
se mogu primeniti u programima selekcije i ukr§tanja. Selekcija vezana za markere
(MAS) postala je mocno sredstvo za geneticko usavr§avanje selekcije Zivotinja i
njihove produkcije (Davis et al., 1998).

Geneticki markeri su polimorfne DNK sekvence koje sluZe za obeleZavanje
(markiranje) odredenih tacaka na hromozomima. Geneticki markeri se koriste za
mapiranje genoma, a po§to su polimorfni, oni se koriste i za procenu vezanosti sa
genima koji imaju uticaj na osobine od ekonomskog znacaja. Ove osobine ukljucuju
genetic¢ke varijante proteina mleka i produkcije mleka, otpornost na bolesti i stres,
reproduktivne osobine, kao i kvalitet mesa, rast i osobine karakasa.

Geneticki uslovljene varijante proteina mleka: veza izmedu genetickih
markera i produkcije mleka

Pokazano je da genetiCki uslovljene varijante k-kazeina i $-laktoglobulina
imaju znaCajan uticaj na preradivacke osobine mleka, ukljuujuci prinos mieka,
sadrZaj masti i proteina, kao i vreme sirenja (Shaar, et al., 1985; Aleandri et al.,
1990; Medrano et al., 1990; Bovenhius, et al. 1992; Velmala et al., 1995; Sabour
et al., 1996).

Kazeini ¢ine glavnu komponentu proteina mleka kod krava i oni ¢ine 80%
svih proteina prisutnih u mleku (Alexander et al., 1988). Pokazano je da specifi¢ne
genetike varijante kazeina imaju efekat na kvalitet sira (Medrano et al., 1990).
Postojanje polimorfizma je po prvi put pokazano u genu za k-kazein goveda, tako
da su detektovana dva najéesca alela oznacena kao alel A i alel B, pri ¢emu B alel
ima znacajno povoljniji efekat na kvantitet i kvalitet mleka i mlecnih preradevina
(Alexander et al., 1988; Medrano et al.,1990; Velmala et al., 1995).

Takode, u literaturi je prihvaceno mi§ljenje da geneticke varijante 3-lakto-
globulina imaju veliki uticaj na sastav mleka i njegove proizvodne sposobnosti,
ukljucujudi i prinos sira dobijenog iz mleka. Genotip BB je povezan sa povecanim
sadrzajem masti i kazeina u mleku i ovaj genotip je poZeljniji kod krava ije se
mleko koristi za pravljenje sireva (Medrano et al., 1990; Sabour et al., 1996).

Geneticke varijante k-kazeina i B-laktoglobulina mogu se odrediti primenom
DNK testa koji je baziran na metodi lanCanog umnoZavanja DNK (PCR) i poli-
morfizmu restrikcionih mesta (RFLP) (Tabela 1). Test se zasniva na amplifikaciji
specifi¢nih regiona koji sadrZe polimorfne sekvence u genima za x-kazein i -lakto-
globulin i kasniju obradu dobijenih fragmenata restrikcionim enzimima (Figura 1).
Na osnovu profila fragmenata dobijenih nakon digestije restrikcionim enzimima
moguce je pouzdano odredivanje genotipova za k-kazein i B-laktoglobulin (Steva-
novic et al., 1999).
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Tab. 1. Geneti¢ki markeri i produkcija i kvalitet mieka

[ GENETICKI MARKER GENETICKA TEST RESTRIKCIONI
: VARIJANTA ENZIM
gen za x-kazein AiB PCR-RFLP Pstl
gen za B-laktoglobulin AiB PCR-RFLP Haelll
FIGURA L:

varijanta A CTGCAG  Pstl (264;121 bp)
varijanta B CTGCGG (385 bp)
AA AB AA AA heterozigot AB (385; 264; 121bp)

Primena testa za odredivanje genetickih varijanti gena za k-kazein i $-lakto-
globulin zasnovanog na PCR-RFLP metodi omogucuje brzo i efikasno utvrdivanje
varijacija ovih gena, bez obzira na starost i pol Zivotinja. Primenom testa za
odredivanje genetickih varijanti gena za k-kazein i §-laktoglobulin na Zivotinjama
ukljuéenim u programime selekcije i ukrStanja moguce je povecati ucestalost
poZeljnih alela.

Geneticki markeri i otpornost na bolesti i stres

Blad

BLAD (Bovine Leucocyte Adhesion Deficijency) je monogensko, autozo-
malno, recesivno, letalno oboljenje HolStajn-Frizijske rase goveda, koje je opisano
1989. godine (Kehrli et al.,1990). Simptome ove bolesti predstavlja izuzetno
smanjena otpornost organizma na razlicite oblike infekcija. Obolela goveda su
podloZna infekcijama koje se vracaju nakon konvencionalnog leenja, tako da
goveda obi¢no umiru pre dostizanja polne zrelosti, Sto predstavlja izuzetno veliki
problem u odgajivackim stanicama. U molekularnom pogledu, bolest je uzrokovana
tackastom mutacijom u CD18 genu za povrSinski glukoproteinski receptor leuko-
cita. Ovaj receptor je neophodan za migraciju neutrofila kroz vaskularni endo-
telijum u ekstravaskularni prostor, $to je vazno za uspe§an imuni odgovor (Arnaut
et al.,1990). Mutacija dovodi do zamene aminokiseline (D128G) u okviru ovog
proteina $to dovodi do njegove disfunkcije (Takahashi et al., 1987). Posledica je
umanjena otpornost Zivotinja prema infektivnim bolestima.

Svi identifikovani BLAD nosioci su potomci jednog bika ili njegovih bliskih
rodaka, koji je zbog svojih izuzetnih karakteristika koris¢en u programu ukrstanja
radi genetskog unapredenja proizvodnje mleka. Medutim, poboljSanje produktiv-
nosti pratilo je Sirenje BLAD mutiranog recesivnog alela, pa je ukr$tanje potomaka
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ovog bika dovelo do pojave mutiranog alela u homozigotnom stanju i do radanja
obolelih grla (Shuster et al.,1992). Dosadasnji rezultati ukazuju da je frekvenca
mutiranog alela razliCita u razli¢itim zemljama. Najveca frekvenca od 26.6%
nadena je u Danskoj (Jorgensen et al.,1993), a najmanja u Madarskoj 8.33% (Fesus
et al., 1995). Prvi rezultati koji su dobijeni u naSoj zemlji ukazuju da ulestalost
mutiranog alela iznosi: kod mladih bikova (23 uzorka)13,04% i kod bikovskih
majki (17 uzoraka) 5,88% (Ciric et al.,1998).

Zbog problema koje BLAD izaziva u zapatima, u svetu se od 1992. godine
pocela primenjivati analiza koja omogucava detekciju mutiranog alela. Da bi se
omogucila kontrola ovog genetickog defekta primenjuje se DNK test, zasnovan na
reakciji lan€anog umnoSavanja DNK (PCR) i analizi polimorfizma restrikcionih
fragmenata (RFLP), koji omogucava odredivanje normalnog i1 mutiranog alela, a
samim tim i identifikaciju zdravih Zivotinja (TL), bolesnih (BLAD), kao i Zivotinja
koje su heterozigotni nosioci (BL) (Tabela 2). Ispitivanje Zivotinja primenom DNK
testa omogucava uzgajivac¢ima uvid u zastupljenost ovog alela u njihovim popula-
cijama, kao i brzo i efikasno detektovanje Zivotinja koje su heterozigotni nosioci
mutacije, u cilju njihovog isljucivanja iz programa ukr§tanja. Primena PCR-RFLP
testa je od izuzetnog znacaja jer obezbeduje adekvatnu meru zastite od gubitaka
nastalih zbog radanja obolelih jedinki.

Tab. 2. Mutacija u CD18 genu i otpornost na bolesti

OSOBINA | POVEZANOSTSA | MUTACDA GENETICKE VARIJANTE TEST
GENETICKIM ,
MARKEROM
BLAD (oboleo)
BLAD CDhi8 D128G BL (heterozigotni nosilac) PCR-RFLP
TL (zdrav)

Stresni sindrom svinja

Maligna hipertermija, poznatija kao stresni sindrom svinja, je nasledno,
autozomalno, recesivno oboljenje koje se javlja kod pojedinih selekcionisanih rasa
svinja. Osnovna manifestacija ovog sindroma je iznenadno uginuce izazvano
stresom (losi uslovi gajenja, transport, parenje) koje je praceno pojavom bledog i
vodnjikavog mesa kod svinja koje su osetljive na stres (Fujii et al., 1991). Uginuce
se javlja kao posledica nekontrolisanih kontrakcija skeletne muskulature koje su
pracene hipertermickim i hipermetaboli¢kim reakcijama. Maligna hipertermija se
kod svinja osetljivih na stres moZe indukovati i udisanjem gasnog anestetika
halotana.

Pokazano je da maligna hipertermija nastaje kao posledica tackaste mutacije
u genu za rianodinski receptor. Ova mutacija (zamena citozina timinom na poziciji
1843) dovodi do promene aminokiseline, tako da se na poziciji 615 u rianodinskom
receptoru kod svinja osetljivih na stres nalazi cistein umesto arginina koji je prisutan
kod normalnih Zivotinja (Fujii et al., 1991). Smatra se da su manifestacije koje se
javljaju kod svinja podloZnih malignoj hipertermiji posledica poremecaja u reguli-
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sanju koncentracije intracelulamog kalcijuma u skeletnoj muskulaturi, nastalih
usled izmenjene funkcije mutiranog rianodinskog receptora.

Analiza sekvence gena za rianodinski receptor je pokazala da mutacija na
poziciji 1843 dovodi do ukidanja mesta koje prepoznaje restrikcioni enzim HinP11
(Fujii et al., 1991). To otvara mogucnost primene neinvazivnog DNK testa zasno-
vanog na lanCanoj reakciji umnozavanja DNK (PCR) i analizi polimorfizma
restrikcionih fragmenata (RFLP). Ovaj DNK test omogucava pouzdano odrediva-
nje normalnog i mutiranog alela, a samim tim i identifikaciju zdravih svinja (C/C),
svinja osetljivih na stres (T/T), kao i heterozigotnih nosioca (C/T) (Tabela 3).

Tab. 3. Mutacija u ryr] genu i podloZnost stresu

OSOBINA POVEZANOST MUTACIA GENETICKE VARIJANTE TEST
SA GENETICKIM
MARKEROM
stresni sindrom T/T (osetljive na stres)
svinja RYRI1 receptor R615C T/C (heterozigotni nosilac) PCR-RFLP
C/C (zdrava jedinka)

Osnovna prednost PCR-RFLP metode, u odnosu na halotanski test, leZi u
mogucnosti detektovanja heterozigotnih nosioca. PCR-RFLP je jedini pouzdan test
koji se moZe efikasno primeniti za detekciju normalnog i mutiranog alela u RYRI1
genu, a samim tim i identifikaciju zdravih i svinja osetljivih na stres, kao i
heterozigotnih nosioca koji nakon ukr§tanja mogu dati potomke osetljive na stres.
Ovaj test pruza odgajivacima mogucnost da heterozigotne nosioce unapred iskljuce
iz programa selekcije i ukrStanja i time sprece radanje potomstva osetljivog na stres.

Kvalitet mesa, rast i osobine karkasa

Pri uzgajanju Zivotinja u cilju proizvodnje mesa velika paZnja je usmerena
na proucavanje genetickih markera koji su povezani sa povecanjem miicne mase
(Stevanovic et al., 2000). Kod Zivotinja koje se gaje u tu svrhu kao $to su goveda,
svinje i ovce, broj miofibrila je povezan sa kapacitetom rasta. Izgleda da broj
miSicnih vlakana pri rodenju odreduje maksimalni kapacitet rasta mi§icne mase
(Soumillion et al., 1997). Miogenin (MYOG) po svemu sudeci ima klju¢nu ulogu
u diferencijaciji miSica pa je s tim u vezi prou¢avana povezanost izmedu geneticke
varijacije u MYOG lokusu svinje i karakteristika rasta (Soumillion et al., 1997).
Takode, ustanovljeno je da su i neki drugi markeri povezani sa rastom i osobinama
karakasa (Beever et al., 1990; Freking et al., 1998) kvalitetom i produkcijom mesa
(Soumillion et al., 1997; Gerbens et al., 1997) kao i dnevnim prirastom (Clamp et
al., 1997). Za analizu nekih od pomenutih markera razvijeni su brzi PCR-RFLP
testovi koji omogucavaju prouCavanje povezanosti sa karakteristika rasta.

Zakljucak

Razvoj tehnologije DNK markera imao je revolucionarni uticaj na mapiranje
gena, a wopste i na animalnu genetiku. Moderna animalna genetika e pomoci
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naucnicima da identifikuju gene koji su ukljuceni u kontrolu animalne produkcije
ida razumeju mehanizme koji imaju ulogu u njihovoj aktivnosti. Glavno dostignuce
je pomoc u planiranju vestacke selekcije.

Istrazivanja na DNK nivou usredsredena su na identifikaciju gena odgo-
vornih za vclrijdbilnost kvantitativnih osobina i detekciju genetiCkih markera koji
se mogu koristiti pr1 qelekcm i ukrStanju. Selekcqa bazirana na tehnologlp markera
uspesno se primenjuje u uzgajivackim programima u nekoliko zemalja i u buducéno-
sti ova tehnologija bi trebalo da postane sastavni deo tradicionalne selekcije i
uzgajivackih programa, kako bi se maksimalno povecala ekonomska vrednost
populacija domacih Zivotinja.
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Review paper

GENETIC MARKERS AND SELECTION OF THE
ECONOMICALLY IMPORTANT TRAITS

Milena Stevanovic, Jelena Durovic i Tamara Rajic *

Summary

Molecular genetics made available genetic markers as a powerful tool for genetic
improvement of animal selection and production. The development of DNA-based markers
has had a revolutionary impact on gene mapping and animal genetics. The research is
focused on the identification of the genes responsible for the variability of traits and
detection of the genetic markers useful for selection and crossbreeding programs.

Genetic marker technologies, such as marker-assisted selection (MAS), parentage
identification and gene introgression can be applied to livestock selection programs.
Marker-assisted selection (MAS) is a method which uses information on the location of
markers to predict production potential and to improve the efficiency of selection. The
major goal is 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 production, disease and stress resistance
and meat quality, growth and caracass traits. Selection based on marker technologies will
allow maximum improvement in the economic value of domestic populations.

Key words: genetic markers, selection, economically important traits.
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