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Sazetak

Diplomskog rada studentice Marine Salkovi¢, naslova

Polimorfizam DGAT1 gena u subpopulaciji isto¢nofrizijske ovce, safolka i travnicke pramenke
u Republici Hrvatskoj

Enzim diacilglicerol O-aciltransferaza (DGAT1) ima vaZznu ulogu u sintezi triglicerida, a gen koji ga
kodira predstavlja kandidatni gen za mnoga svojstva kakvoce i koli¢ine ovéjeg mesa i mlijeka. Cilj
istrazivanja bio je utvrditi polimorfizam DGAT1 gena u subpopulacijama istocnofrizijske ovce,
safolka i travnicke pramenke u Hrvatskoj. Takoder, cilj je bio razmotriti potencijal selekcije ovaca
kod istrazivanih pasmina temeljem dobivenih rezultata i publiciranih u€inaka gena DGAT1 na
neka vazna svojstva u proizvodnji mesa i mlijeka. IstraZivani lokus je bio polimorfan kod safolka i
travnicke pramenke, a monomorfan kod isto¢nofrizijske ovce. lzrazita prevalencija alela C i
genotipa CC utvrdena je kod sve tri pasmine. Ocekivana heterozigotnost kod safolka (He=0,073) i
travni¢ke pramenke (He=0,127) je bila izrazito niska dok je kod istoCnofrizijske ovce bila ravna
nuli (He=0,0). Temeljem razlika izmedu opaZenih i ocekivanih frekvencija genotipova, utvrdeno
je da su istraZivane populacije u Hardy-Weinbergovoj ravnoteZi (P>0,05). Uzimajuci u obzir
utvrdene frekvencije genotipova i poznate (publicirane) utjecaje polimorfizma DGAT1 gena na
vedi broj svojstava, moze se zakljuciti da je profil DGAT1 u istraZivanim populacijama u povoljan
za koli€inu proizvedenog mesa i kvalitetu mlijeka, a nepovoljan za koli¢inu mlijeka i kvalitetu
mesa

Kljucne rijeci: gen DGAT1, ovce, mast, meso, mlijeko



Summary

Of the master’s thesis — student Marina Salkovi¢, entitled

Polymorphism of DGAT1 gene in subpopulation of East Friesian sheep, Suffolk and Travnik
pramenka sheep in the Republic of Croatia

Enzyme diacylglycerol O-acyltransferase (DGAT1) plays an important role in the final stage of
triglyceride synthesis. The gene that encodes this enzyme represents an important candidate
gene for numerous quantitative and qualitative meat and dairy traits. The study aimed to
determine the polymorphism of this gene in subpopulations of the East Friesian, Suffolk and
Travnik pramenka breed in Croatia. The study also aimed to roughly examine the potential of
selection in these populations, based upon the obtained results and known (published) effects
of the gene on some important meat and dairy traits. The examined locus was polymorphic in
Suffolk and Travnik pramenka, while it was monomorphic in the East Friesian breed. Allele C and
genotype CC were prevalent in all of the examined breeds. Extremely low expected
heterozygosity was found in Suffolk (H.=0.073), and Travnik pramenka (H.=0.127), while it
equated zero in the East Friesian breed (H.=0). Based upon the differences between the
determined and expected frequencies of the genotypes, it was determined that all the
populations under consideration were in Hardy-Weinberg equilibrium (P>0.05). By taking into
account the determined frequencies of genotypes and the known (published) effects of DGAT1
polymorphism on numerous traits, it can be concluded that the DGAT1 profile in the studied
populations is favorable for meat yield and milk quality traits and unfavorable for milk quantity
and meat quality traits.

Keywords: DGAT1 gene, sheep, fat, meat, milk



1. Uvod

Uzgoj ovaca u Hrvatskoj je primarno orijentiran na proizvodnju mesa. Sukladno tome,
janjetina predstavlja najvaZniji proizvod hrvatskog ovéarstva. Uz stanovite razlike uvjetovane
uzgojnim podruc¢jem, pasminom i posebnim zahtjevima potrosaca, vecina janjadi uzgojene u
hrvatskoj se kolje pri tjelesnoj masi 20-25 kg (trupovi mase cca. 10-13 kg). Maniji broj
gospodarstava u Hrvatskoj je orijentiran na proizvodnju mlijeka, koje se najcesc¢e preraduje u
tradicijske sireve (istarski, paski) na samim gospodarstvima ili se predaje mljekarama (siranama).
Proizvodnja vune je od marginalnog znacaja i u pravilu nema gospodarstava u kojima vuna
predstavlja znacajan izvor dohotka (Mioc€ i sur. 2007.).

Uzgojno selekcijski rad u ovcarstvu diljem svijeta, pa tako i u Hrvatskoj, uglavhom je
usmjeren na poboljSanje svojstava od ekonomskog znacaja. “Program uzgoja ovaca u Republici
Hrvatskoj“ (Mioc i sur. 2011.) je temeljni dokument u organizaciji i provedbi uzgojno selekcijskog
rada u ovcarstvu u Republici Hrvatskoj kojim su propisani: nacin prikupljanja podataka, nacin
procjene uzgojnih vrijednosti te diseminacije dobivenih rezultata i njihova implementacija u
praksi. Postupci kontrole proizvodnih osobina su u skladu s procedurama propisanim od strane
medunarodne organizacije za provodenje kontrola u stoCarstvu (engl. International Committee
for Animal Recording), a genetsko vrednovanje jedinki obuhvacenih uzgojno selekcijskim radom
temelji se na rezultatima najboljeg linearnog nepristranog predvidanja (engl. Best linear
unbiased prediction). Znacajnim razvojem suvremenih molekularnih genetskih metoda u novije
vrijeme omoguceno je simultano koristenje veéeg broja genetskih markera pri procjeni uzgojnih
vrijednosti Zivotinja (Meuwissen i sur. 2001.). Medutim, ovaj koncept poznat pod nazivom
»,genomska selekcija“, pored svih potencijalnih benefita nad klasicnim genetskim vrednovanjem,
jos uvijek nailazi na velik broj prepreka za masovnu implementaciju u brojne ovcarske uzgojne
programe.

Veca produktivnost Zivotinja je od zacetka suvremenog uzgojno selekcijskog rada glavni cilj
u gotovo svim svjetskim uzgojnim programima. Medutim, u novije vrijeme sve se viSe paZnje
posvecuje kvaliteti dobivenih proizvoda (mesa i mlijeka), kao i brojnim drugim svojstvima koja
definiraju dugovjecnost Zivotinja u proizvodniji. Diljem svijeta provode se brojna istrazivanja koja
imaju za cilj utvrditi povezanost genotipa i fizikalno-kemijskih karakteristika ov¢jih proizvoda.
Visok stupanj mramoriranosti mesa i visok udio mlije¢ne masti samo su neke od pozeljnih
karakteristika mesa i mlijeka, pa su napori mnogih znanstvenika usmjereni ka trajnom
poboljsanju istih. Diacilglicerol O-aciltransferaza 1 (DGAT1) je vazan enzim u sintezi masti koji
kontrolira brzinu sinteze triglicerida u adipocitima (Coleman i Bell 1976.), a kodiran je
istoimenim genom DGAT1 koji je kod ovaca smjesten na devetom kromosomu. Najvedi stupanj
ekspresije gena DGAT1 je u adipoznom tkivu i tankom crijevu (Chen i Farese 2005.), a obzirom
na esencijalnu ulogu koju ovaj enzim ima u metabolizmu masti, DGAT1 gen se smatra vaznim



kandidatnim genom za intramuskularnu mast (Xu i sur. 2008.) i mlije¢nu mast (Scata i sur. 2009.)
kod ovaca. Do sada su provedena brojna istrazivanja s ciljem utvrdivanja ucinka DGAT1 na
spomenuta svojstva kod brojnih vrsta i pasmina prezZivaca, a utvrdeni rezultati sugeriraju
postojanje veze genotip-fenotip. Ipak, razlike u utvrdenom stupnju i smjeru djelovanja
supstitucijskih ucinaka alela istrazivanog gena za pojedina svojstva nisu u potpunosti
konzistentne izmedu pojedinih istraZivanja, Sto oteZava potpunu generalizaciju ucinka ovog
gena na spomenuta svojstva.

Istrazivanje pretpostavlja polimorfizam DGAT1 gen u subpopulacijama stocnofrizijske
ovce, safolka i travnicke pramenke u Hrvatskoj, a pretpostavka se temelji na Cinjenici da je gen
bio polimorfan u svim do sada publiciranim istrazivanjima kod ovaca. Geni koji imaju znacajan
u¢inak na vazna svojstva Zivotinja i/ili njihovih proizvoda predstavljaju vaZzan alat za selekciju, a
genetska varijabilnost (polimorfizam) istih je osnovni preduvjet selekcije. Stoga, cilj istrazivanja
je utvrditi polimorfnost gena DGAT1 u spomenutim pasminama ovaca, te temeljem dobivenih
rezultata okvirno procijeniti mogucnost selekcije na neka svojstva vazna u proizvodnji mesa i
mlijeka, referirajuci se na dosad utvrdene i publicirane ucinke ovog gena kod ovaca.



2. Pregled literature
2.1. Ovcarstvo u svijetu

Ovcarstvo je vaZzna poljoprivredna grana u mnogim drzavama svijeta, a posebice u
podrucjima klimatskih, geoloskih i pedoloskih uvjeta koji limitiraju mogucnosti uzgoja drugih
vrsta Zivotinja (Mioc i sur. 2007.). Ovce se primarno uzgajaju radi proizvodnje mesa i mlijeka, a
vuna, koZa, gnoj itd. predstavljaju neke od sporednih, ali takoder vrlo vrijednih proizvoda
ovCarstva. Ovéje meso se moze konzumirati bez ikakvih religijskih prepreka, Sto doprinosi
njegovoj konzumaciji u svim krajevima svijeta. Prema FAO (2018.) broj ovaca u svijetu je bio
otprilike 1,21 milijardu. U Grafikonu 2.1. moZe se uociti generalni trend povecanja broja ovaca u
svijetu od 2008. do 2018., uz blagi pad izmedu 2008. i 2010., te 2013. i 2014. godine.
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Milijardi grla
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—@—Broj ovaca u svijetu od 2008. do 2018. godine

Grafikon 2.1. Broj ovaca u svijetu
Izvor: FAO 2018. — pristup 03.09.2020.

U uzgoju ovaca po kontinentima dominira Azija (42,6%), potom Afrika (31,7%), Europa
(10,8%), Oceanija (8,1%) te Amerika (Sjeverna, Srednja i Juzna) sa 6,8% (FAO 2018).

Vodecde drzave u uzgoju ovaca 2018. godine bile su Kina (164,078,900 ovaca) potom
Australija (70,067,316), Indija (61,666,343), Nigerija (42,971,860), Sudan (40,846,000), Iran
(39,670,704), Ujedinjeno Kraljevstvo (33,781,000), Turska (33,677,636; FAO 2018.).

Prema HAPIH-u (2020.) na podrucju Europske unije nalazi se 94 milijjuna ovaca i koza
(87,5% ovaca i 12,5% koza), a ukupna proizvodnja mesa ovaca i koza iznosi oko milijun tona
godisnje. Iz Grafikona 2.2. je vidljivo znatno opadanje brojnosti ovaca Europskoj uniji u razdoblju
izmedu 2008. i 2012. godine. Uz oporavak populacije u razdoblju izmedu 2012. i 2017. godine,
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nakon 2017. slijedi ponovni pad brojnosti ovaca, Sto sve skupa sugerira negativan trend
brojnosti ovaca u zemljama Europske unije u posljednjem desetljecu. Kako bi se sprijecilo daljnje
opadanje brojnosti ovaca, Europski parlament usvojio je Rezoluciju o stanju i buduénosti sektora
ovéarstva i kozarstva u uniji (2017/2117 (IN1)%). U rezoluciji se kao glavni nedostaci sektora isti¢u
nedostatak kvalificirane radne snage, niska profitabilnost bavljenja ovcarstvom te izrazita
sezonalnost ovc¢jih proizvoda na trzistu. Cilj rezolucije je poticanje donoSenja mijera
poljoprivredne politike koje ¢e omoguditi opstojnost i napredak te grane stocarstva (HAPIH
2020.).

104,26

98,43

97,09 97,17

Milijuni grla

96,66

2008. 2009. 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. 2016. 2017. 2018.

=—@=—Broj ovaca u Europskoj Uniji (28)

Grafikon 2.2. Broj ovaca u Europskoj uniji u razdoblju izmedu 2008. i 2018. godine.

Podatci obuhvacdaju 28 drzava €lanica Europske unije.
Izvor: FAO 2018. — pristup 03.03.2020.

Kao Sto je ve¢ napomenuto, proizvodnja mesa i mlijeka Cine vecinu ovcarske proizvodnje
u svijetu. U proizvodnji ovéjeg mesa po kontinentima prednjaci Azija (52,4%), potom Afrika
(20,3%), Oceanija (12,3%), Europa (11,9%) te Amerika (Sjeverna, Srednja i Juzna) (4,2%). U
proizvodnji ovéjeg mlijeka vodeca je Azija s 46,3% udjela u ukupnoj proizvodnji, potom slijede
Europa (29,8%), Afrika (23%) te Amerika (Sjeverna, Srednja i Juzna) s 0,9%. U Tablici 2.1. nalazi
se popis drzava koje su dominirale u proizvodnji mesa i mlijeka (izrazena u tonama) u 2018.
godini.

'INI - Sa moinicijativni postupak (engl. Own-initiative procedure)



Tablica 2.1. Top pet drZzava u svijetu i Europskoj uniji u proizvodnja mesa i mlijeka.

Proizvodnja mesa (izraZzeno u tonama) Proizvodnja mlijeka (izraZzeno u tonama)
Svijet Europska unija Svijet Europska Unija
. Ujedinjeno .
Kina 2,422,857 289,000 Turska 1,446,271 Grcka 753,819

Kraljevstvo

Australija 735,009  Spanjolska 119,642 Kina 1,180,276 Rumunjska 626,145

Novi .

Zeland 470,813 Francuska 102,010 Grcka 753,819  Spanjolska 544,541
elan

Turska 362,560 Rumunjska 71,857 Sirija 647,311 Italija 524,717
Alzir 325,008 Irska 67,112 Rumunjska 626,145 Francuska 323,758

Izvor: FAO 2018. — pristup 24.09.2020.

2.2. Ovcarstvo u Republici Hrvatskoj

Prema MiocCu i sur. (2007.) u Hrvatskoj se ovce uzgajaju jo$ od dolaska llira pa sve do
danas. Prema izvje$¢u Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu (2020.), ukupan broj ovaca na
kraju 2019. godine iznosio je 657,197 (porast za 3,5% u odnosu na 2018. godinu). Najvedi broj
ovaca se nalazi na podruc¢jima Zadarske (113,133), Licko-senjske (83,299) te Bjelovarsko
bilogorske Zupanije (60,249) (Ministarstvo poljoprivrede 2020.). Od ukupnog broja ovaca, broj
uzgojno valjanih grla iznosio je 44,158, (porast za 7% odnosu na 2018. godinu). Grafikon 2.3.
prikazuje kretanje ukupnog broja uzgojno valjanih ovaca u RH od 2008. do 2019. Od ukupno
44,158 uzgojno valjanih grla ¢ak 80% uzgaja se na priobalju i otocima s obzirom da se na tom
podrucju provodi tradicijski uzgoj ovaca te je proizvodnja mesa i mlijeka vrlo izrazena. Devet
izvornih hrvatskih pasmina obuhvaceno je selekcijskim radom, a to su: istarska ovca, creska
ovca, kréka ovca, rapska ovca, dubrovacka ruda, paska ovca, dalmatinska pramenka, cigaja, te
licka pramenka. Takoder, u provedbu uzgojno selekcijskog rada je uklju¢eno i osam inozemnih
pasmina a to su: lacaune, solCavsko-jezerska ovca, romanovska ovca, istocnofrizijska ovca,
suffolk, njemacki merino (merinolandschaf) i ille de france (MP 2020.).
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Grafikon 2.3. Kretanje ukupnog broja uzgojno valjanih ovaca
Izvor: MP i HAPIH 2020. — pristup 03.09.2020.

U Hrvatskoj se ovce primarno uzgajaju za proizvodnju mesa tj. janjetine, a u znatno
manjoj mjeri za proizvodnju mlijeka, dok ciljanog uzgoja za proizvodnju vune niti nema vec se
vuna javlja kao nusproizvod u proizvodnji mesa i mlijeka (Antunovi¢ i sur. 2012.). Tradicijski,
meso janjadi se prodaje kao cijeli trup, medutim u zadnje vrijeme postoji potraznja i za
konfekcioniranim mesom. Mlijeko se uglavhom preraduje u sir i to na gospodarstvima gdje se
proizvodi ili u siranama (mljekarama). Prema navodima HAPIH-a (2020.) broj klasiranih trupova
na liniji klanja raste u posljednje vrijeme (povecéanje za 31% izmedu 2015. i 2019. godine).
Najzastupljenija kategorija su trupovi ovaca mladih od 12 mjeseci (L kategorija). Njihov udio u
ukupnom broju razvrstnih trupova iznosi 97,59%. Unutar kategorije L najzastupljeniji su janjedi
trupovi laksi od 13 kg (lakSa janjad) te njihov udio iznosi 79,92%.

U Grafikonu 2.4. navedeni su podaci o broju klasiranih ov¢jih trupova porijeklom iz
Republike Hrvatske i iz uvoza. 1z podataka se moze vidjeti vidjeti trend smanjenja broja trupova
porijeklom iz uvoza te povecanje broja trupova porijeklom iz Republike Hrvatske. U Republici
Hvatskoj 2018. godine proizvedeno je 5270 tona mesa (FAO 2018.).

Prema procjenama Ministarstva poljoprivrede (2020.), uz sav tradicijski, gospodarski,
socioloski i etnoloski znacaj, ovcarstvo kod nas jos uvijek nije doseglo svoj vrhunac.
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2.3. Pasmine ovaca

2.3.1. Istocnofrizijska ovca

Isto¢nofrizijska ovca (Slika 2.1.) je mlije¢na pasmina porijeklom iz pokrajine Ostfriesland
koja se nalazi na granici izmedu Njemacke i Nizozemske. Smatra se jednom od najplodnijih i
najmljecnijih ovaca u svijetu (MioC i sur. 2007.). Zbog tih odlika Cesto se kriza s drugim
pasminama kako bi se povecala plodnost i mlijecnost kod pasmina uzgajanih za proizvodnju
mesa ili mlijeka.

Neke karakteristike koje ova pasmina posjeduje, a izdvaja ju od ostalih pasmina, su: Sutost
oba spola, te obraslost dijela sjedne kosti, repa, glave i donjih dijelova nogu dlakom. Trup je
Sirok i dubok, srednje dug s lijepo zaobljenim rebrima, dok je vrat srednje dug, snazan i misSicav.
Sapi su blago nagnute, duge i Siroke, te s obzirom da se radi o mlije¢noj pasmini, vime je
razvijeno sa izrazenim sisama. U tablici 2.1. navedene su poZeljne karakteristike istocnofrizijske
ovce.

Tablica 2.1. PoZeljne tjelesne mjere i proizvodne osobine istoCnofrizijske ovce.

Osobina Ovce Ovnovi
Visina grebena (cm) 60-70 70-80
Tjelesna masa (kg) 60—-75 90-110
Plodnost (%) 180 — 250
Proizvodnja mlijeka (L) 250 - 400
Tjelesna masa janjadi (kg) u dobi 4 mjeseca 35-40
Vuna (um) 36-42
Vuna (kg) 4,0-4,5 4,0-6,0

Izvor: Mioc€ i sur. 2011.



Slika 2.1. Isto¢nofrizijska ovca
Izvor: B.Mioc¢

2.3.2. Safolk (Suffolk)

Safolk (Slika 2.2.) je engleska mesna pasmina ovaca, nastala u pokrajini Suffolk krizanjem
rogatih, nisko proizvodnih ovaca pasmine norfolk sa sautdaun ovnovima (Mioc i sur. 2007.). Od
izvornog engleskog safolka nastali su ostali tipovi kao Sto su: francuski safolk, novozelandski
safolk, njemacki, Svicarski, itd. Postoje tri tipa safolka, a to su: crni, bijeli i smedi, od kojih je crni
zastupljen u Republici Hrvatskoj.

Odlike mesnih pasmina, pa tako i safolka, su razvijen tjelesni okvir kvadrati¢nog izgleda, te
naglasena Sirina trupa. Odlikuje ga miSicavost sa Sirokim pleckama, dok su prsa Siroka, duga i
duboka sa zaobljenim rebrima. Trup i straznji dio trupa je Sirok, miSi¢av i dug Sto se pruZa na
noge, koje su jake i cvrste. Zbog dobre konformacije trupa, ovnovi se kriZaju s drugim
pasminama kako bi se poboljSala mesnatost. S obzirom na veliku porodnu masu janjadi, koja se
krece od 4,9 kg do 5,9 kg, pogoduje im Cinjenica da je glava manja od trupa. U Tablici 2.2.
navedene su pozeljne proizvodne karakteristike safolka.



Tablica 2.2. PoZeljne tjelesne mjere i proizvodne osobine pasmine safolk.

Osobina Ovce Ovnovi
Visina grebena (cm) 72-78 80-90
Tjelesna masa (kg) 65 -80 90-120
Plodnost (%) 150- 180
Tjelesna masa janjadi (kg) u dobi 3 mjeseca 35-40
Vuna (um) 30-34
Vuna (kg) 3,0-4,0 4,0-5,0

Izvor: Mioc i sur. 2011.

Slika 2.2. Safolk pasmina

Izvor: B. MioC

2.3.3. Travnicka pramenka

Travni¢ka pramenka (Slika 2.3.) pripada kombiniranoj skupini pasmina koje se koriste za
proizvodnju mesa i mlijeka. Nastala je na podrucju Travnika (Bosna i Hercegovina), te se
posebice uzgaja na podrucju planine Vlasi¢, pa se josS naziva i vlasi¢ka ili dubska pramenka. Kako
navode Mioc i sur. (2007.) procijenjeno je da je izmedu 1992. i 1993. godine u Hrvatsku
dopremljeno oko 10,000 grla travnicke pramenke, koja se danas najviSe uzgaja na podrucjima
Like i zapadne Slavonije.

Okvirom je krupnija od ostalih sojeva pramenki, te zbog kasnozrelosti svoj potpuni tjelesni
razvitak postize izmedu trece i Cetvrte godine (Pavic i sur. 1999.). Ovnovi i ovce mogu biti Suti ili
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rogati, te imaju srednje razvijenu crnu ili bijelu glavu s polustrseé¢im crnim usima, a duz cela do
nozdrva im se pruza bijela linija. Greben im je izraZen te prosjecne visine oko 66,76 cm, ledna
linija je ravna i pravilna, dok je vrat slabije tj. osrednje misSi¢av i dug, a prsa su uska i duboka.
Tijelo im je prekriveno runom, no iznimka su donji dio vrata, trbuh i donji dijelovi nogu koji nisu
prekriveni vunom, veé¢ gustom dlakom. U Tablici 2.3. navedene su poZeljne proizvodne

karakteristike travni¢ke pramenke.

Tablica 2.3. PoZeljne tjelesne mjere i proizvodne osobine travni¢cke pramenke.

Osobina Ovce Ovnovi
Visina grebena (cm) 66 —-70 73-78
Tjelesna masa (kg) 70-75 82-90
Plodnost (%) 120-150
Proizvodnja mlijeka (L) 130-180
Tjelesna masa janjadi u dobi od 45 do 60 dana (kg) 15-18
Vuna (um) 42 - 43
Vuna (kg) 2,5-3,0 3,5-4,5

Izvor: MiocC i sur. 2011.

Slika 2.3. Travnicka pramenka
Izvor: V. Drzai¢
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2.4. Karakteristike janjeceg mesa

U brojnim drZzavama ovce se uzgajaju primarno zbog proizvodnje mesa. Meso je vrlo bitan
izvor Zivotinjskog proteina u ljudskoj prehrani, a ovéje tj. janje¢e meso sadrzi gotovo sve hranjive
sastojke, aminokiseline, bjelancevine, vitamine i minerale koji su potrebni ljudskoj prehrani
(Mioc€ i sur. 2007.). Na kvalitetu trupa i mesa znacajan utjecaj imaju genetski i okolisni ¢imbenici.
Najvazniji ¢imbenici kvalitete mesa su pasmina, spol, dob, anatomski polozaj misi¢a, sustav
uzgoja, hranidba, stupanj utovljenosti, sezona uzgoja, predklaonicki postupci sa Zivotinjama,
uvjeti i postupci s mesom nakon klanja (manipulacija nakon klanja, uvjeti cuvanja), itd. Osnovni
kemijski sastav, boja i pH vrijednost mesa, te sastav masnih kiselina su neki od osnovnih
pokazatelja kakvoce janjeceg mesa. U Tablici 2.4. prikazan je osnovni kemijski sastav i pH mesa
utvrden na dugom lednom misicu (lat. m.longissimus dorsi) creske janjadi zaklane pri tjelesnoj
masi od 20 kg u prosje¢noj dobi od 90 dana.

Tablica 2.4. Kemijski sastav i pH mesa creske janjadi u dugom lednom misicu.

Pokazatelj %
Voda 73,68
Suha tvar 26,33
Bjelancevine 21,45
Mast 3,45
Pepeo 1,31
pH 6,28

Izvor: Vnucec i sur. 2014.

Boja mesa ovaca i ovnova (ovcetina) je svjetlije do tamno crvene boje, specificnog okusa
te izrazenog mirisa, posebice kod ovnova. JanjeCe meso je svjetlije boje, sadrzi manje
intramuskularne masnoce, ima aromati¢an miris te ugodan okus (Bedekovié¢ i sur. 2007.). Uz
SadrZaj masnoce u mesu se povecava se sa staros¢u zivotinje, a mast (lipidi) u trupu se nakuplja:
supkutano (potkozno), intermuskularno (izmedu misi¢a), intramuskularno (unutar misic¢a) te
unutar tjelesnih Supljina (trbusna, zdjeli¢na i bubrezna). Lipidi janjeceg mesa mogu biti prisutni u
obliku triglicerida, fosfolipida, stearida i sterina, a osobito su cijenjeni intramuskularni lipidi koji
sadrze vise fosfolipida (Woods i sur. 2009.). Zastupljenost pojedinih masnih kiselina u
intramuskularnoj, intermuskularnoj i supkutanoj masti navedeni su u Tablici 2.5..
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Tablica 2.5. Sadrzaj masnih kiselina (g/100g™ od ukupne koli¢ine) u supkutanoj,
intermuskularnoj i intramuskularnoj masti sisajuée janjadi Churra pasmine.

- . Supkutana Intermuskularna Intramuskularna

Podrucje pohrane masti
mast mast mast
Zasi¢ene masne kiseline 48,60 50,3 40,47
Mononezasi¢ene masne kiseline 44,82 43,29 39,90
Polinezasi¢cene masne kiseline 6,34 6,76 19,65
n-3 0,82 0,82 3,09
n-6 3,32 3,39 14,36

n-3- Omega 3 masne kiseline; n-6-Omega 6 masne kiseline
Izvor: Osorio i sur. 2007.

2.5. Karakteristike ovCjeg mlijeka

Prema Pravilniku o mlijeku i mlije¢nim proizvodima (NN 20/09), mlijeko je prirodni sekret
mlijecne Zlijezde Zivotinja iz uzgoja, dobiven jednom ili viSe muznji, kojem nista nije dodano niti
oduzeto. Sastav ovéjeg mlijeka se uvelike razlikuje od kravljeg u kolicini mlijeéne masti, koja je
veca u ovaca, koli¢ini bjelancevina, mlijecnog pepela te suhe tvari. Kemijski sastav ov¢jeg mlijeka
varira tijekom laktacije, te ovisi o nekoliko faktora kao $to su pasmina, duZina i stadij laktacije,
dob ovaca, tehnika muinje, interval izmedu muznji i broj muznji (Antunac i Havranek 1999.). U
Tablici 2.6. prikazan je kemijski sastav ov¢jeg mlijeka. Bitan sastojak mlijeka je mlijeCna mast.
Mlije¢na mast je mjeSavina triglicerida koji su sastavljeni od glicerola i masnih kiselina. Lipidi u
mlijeku sluze kao izvor energije i izvor esencijalnih masnih kiselina (linolenska), te imaju bitan
ucinak na okus i aromu mlijeka.

Tablica 2.6. Kemijski sastav ovéjeg mlijeka.

Sastav g/100 g
Vlaga 82,9
Mlije¢na mast 5,9
Mlijec¢ni pepeo 0,9
Laktoza 4,8
Protein 5,5
Kazein 4,7

Izvor: Balthazar i sur. 2014.
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2.6. Diacilglicerol O-aciltransferaza (DGAT1)

Diacilglicerol O-aciltransferaza 1 (DGAT1) je pojam koji se u literaturi koristi za definiranje
enzima i gena.

Diacilglicerol O-aciltransferaza 1 je mikrosomalni enzim Cija je uloga katalizirati zadniji
korak u sintezi triacilglicerola koristedi diacilglicerol i acil-CoA kao supstrate (Cases i sur. 1998.).
Trigliceridi sintetizirani pomoc¢u DGAT1 enzima potom se pohranjuju u citosol u obliku lipidnih
kapljica ili u druge organe kao Sto su jetra i tanko crijevo (Chen i Farese 2005.).

DGAT1 gen u ovaca je smjesSten je na devetom kromosomu. Njegova uloga je kodiranje
enzima diacilglicerol O-aciltransferaze. Najvedi stupanj ekspresije gena DGAT1 je u adipoznom
tkivu i tankom crijevu (Chen i Farese 2005.). Kod goveda je ovaj gen smjeSten na Cetrnaestom
kromosomu i predstavlja kandidatni gen koji ima utjecaj na proizvodnju mlijeka, posebice na
sadrzaj mlije¢ne masti. Medutim, kod ovaca jos uvijek je nedovoljno pojasnjen utjecaj tog gena
na proizvodne karakteristike mesa i mlijeka.

2.6.1. Utjecaj DGAT1 gena na meso

Potaknuti poznatom ulogom enzima DGAT1 u sintezi triglicerida, znanstvenici su nastojali
utvrditi utjecaj istoimenog DGAT1 gena na koli€inu i kvalitetu mesa kod preZivaca. Najvise je
istrazivanja za sada provedeno kod goveda. Npr. povezanost DGAT1 gena i sadrZaja masti u
govedem mesu istrazili su Sorensen i sur. (2006.) na uzorcima dugog lednog misi¢a (lat. m.
longissimus dorsi), te polutetivastog misi¢a (lat. semitendinosus) kod bikova Holstein i Charolais
pasmine. U genotipa KK naspram genotipa KA i AA utvrden je veéi sadrzaj masti i vedéa
mramoriranost u oba misiéa Holstein bika, uz poveéanu aktivnost DGAT1 gena u dugom lednom
misicu. Za razliku od goveda kod gdje je uloga DGAT1 gena bila predmetom mnogih istrazivanja,
relativno je malo istraZivanja koja su izuCavala utjecaj DGAT1 gena na kvalitetu i sastav ovcjeg,
odnosno janjeceg mesa.

Noshahr i Rafat (2014.) su u istraZivanju provedenom na mesnoj pasmini Moghani
dokazali da postoji statisticki znacajan (P<0,05) utjecaj genotipa na masu toplog trupa i randman
(pozitivan ucinak alela C). Mohammadi i sur. (2013.) proveli su istrazivanje na masnotrticnim
pasminama Lori-Bakhtiari i Zel , te su utvrdili da alel C ima pozitivan ucinak na koli¢inu trti¢ne
masti i debljinu supkutane masti na ledima. Kod Akkaraman pasmine nije pronaden genotip TT,
no pronadeni su genotipovi CC i CT, pri ¢emu je genotip CT imao u prosjeku vecu porodnu masu
u odnosu na CC genotip (Bayram i sur. 2019.). Alel T kod Texel pasmine imao je pozitivan ucinak
na masu nakon odbica, a alel C genotipa na masu toplog trupa (Armstrong i sur. 2018.). Xu i sur.
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(2008.) su ustanovili statisticki zna€ajnu povezanost izmedu genotipa i kvalitete mesa kineskih
pasmina ovaca, tocnije, da ovce sa genotipom TT imaju bolju mramoriranost mesa, veéi sadrzaj
intramuskularne masti, manji otpor mesa na sjeCenje te manji kapaoni gubitak vode. Kao Sto je
vidljivo iz napisanog, dosadasnji rezultati istraZzivanja koja su provedena s ciljem izucavanja
utjecaja DGAT1 gena na svojstvima prinosa i kvalitete, upucuju kako alel C ima pozitivan ucinak
na svojstva prinosa mesa i zamascenja trupa, a alel T na svojstva vazna sa stanovista kakvoce
mesa.

2.6.2. Utjecaj DGAT1 gena na mlijeko

Obzirom na vec¢ spomenutu vaznost enzima DGAT1 u sintezi glicerida, gen DGAT1 se
smatra vaznim kadidatnim genom za veci broj svojstava svojstava vaznih u proizvodnji mlijeka
(Xu i sur. 2008; Scata i sur. 2009.). U istrazivanju Tabaran i sur. (2014.) ustanovljeno je kako
polimorfizam na egzonu 17 DGAT1 gena kod Turcana pasmine, nije imao nikakav utjecaj na
koli¢inu mlije¢ne masti u mlijeku. Genotip CC kod Assaf pasmine pokazao je vece koliCine
laktoze, maslacne kiseline i palmitinske kiseline u mlijeku naspram jedinki s genotipom CT
(Dervishi i sur. 2015.), medutim nije dokazana povezanost sa kolicinom mlijeCcne masti.
Sekvencioniraju¢i DGAT1 gen Scata i sur. (2009.). su ustanovili statisticki znacajke supstitucijske
ucinke alela (jednog od istrazivanih pojedinacnih polimorfizma nukleotida DGAT1 gena) na
prinos mlijeka, postotak proteina i postotak mlijeCne masti, ipak obzirom da su koristili drugi
oblik genotipizacije, rezultate njihova rada je teSko povezati sa prethodno spomenutim
istrazivanjima. lako u istraZzivanju Dervishi i sur. (2015.) nije pronadena statisticki znacajna veza
izmedu genotipa i veceg broja analiziranih svojstava, njihovi tabelarno prezentirani rezultati
sugeriraju na mogucnost postojanja pozitivnog utjecaja alela C na komponente suhe tvari
mlijeka, a negativan ucinak na koli¢inu proizvedenog mlijeka.
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3. Materijali i metode

3.1. Zivotinje kori$tene u istrazivanju

Istrazivanje na polimorfnosti DGAT1 gena provedeno je tijekom lipnja i srpnja 2020.
godine, dok su uzorci prikupljeni tijekom 2015. i 2016. godine na podrucju Republike Hrvatske.
Koristeno je 30 uzoraka DNK izolirane iz krvi travnicke pramenke, 29 uzoraka DNK izoliranih iz
dlake isto¢nofrizijske ovce, te 27 uzoraka pasmine safolk takoder izoliranih iz dlake.

3.2. lzolacija genomske deoksiribonukleinske kiseline (DNK)

Iz prikupljenih uzoraka dlake i krvi izolirana je genomska deoksiribonukleinska kiselina
(DNK) koristenjem GenElute® Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit-a (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA). Prije pocetka postupka izolacije DNK priredene su otopine potrebne u
postupku izolacije. Koncentrat otopine za ispiranje DNK razrijeden je s 80 mL 96% etanola, dok
je sadrZaj (10 mg) jedne bocice proteinaze K otopljen u 0,5 mL Milli Q vode (Sigma-Aldrich) kako
bi se priredila otopina proteinaze K od 20 mg/mL.

3.3. Postupak izolacije DNK iz dlake

Izolacija DNK iz korijena dlake napravljena je po modificiranim uvjetima proizvodaca Sigma
(http://www.sigmaaldrich.com). Protokol za izolaciju DNK iz dlake bio je sljededi:

1. Priprema uzorka za izolaciju
a) od svakog uzorka koristeno je minimalno 50 dlaka kojima je laboratorijskim Skaricama
odrezan korijen i stavljen u tubice od 1,5 mL.

2. Razgradnja korijena dlake
a) u 1,5 mL tubicu s pripremljenim korijenom dlake dodano je 180 pL Lysis otopine T

(B6678) i 20 pL otopine proteinaze K;

b) smjesa je snazno protresena te stavljena na inkubaciju tijekom no¢i na temperaturu od
55°C uz tresenje na 600 rcf na uredaju Eppendorf Thermomixer comfort.

3. Raspadanje stanice (engl. Lyse cells)
a) slijedece jutro smjesi je dodano 200 puL Lysis otopine C (B8803), nakon cega je otopina
snazno protresena u trajanju od 15 sekundi.

4. Priprema kolona
a) u tubice s kolonama od 2 mL (GenElute Miniprep Binding Column) dodano je 500 plL
otopine za pripremu kolona, a zatim su tubice centrifugirane u trajanju od 1 minute na 12
000 rcf;
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b) nakon centrifugiranja tekudi sadrzaj iz tubica je odbacen i kolone su spremne za nastavak
izolacije DNK.

5. Priprema za vezivanje
a) u tubu s uzorkom dodano je 200 pL hladnog 96% etanola (Cuvan na -20°C), smjesa je
snazno protresena u trajanju od 10 sekundi sa svrhom dobivanja homogene smjese.

6. Premjestanje smjese lizata
a) s pipetom od 1 000 plL sav sadrzaj lizata iz 1,5 mL tubica je premjesten u prethodno
pripremljene 2,0 mL tubice s kolonama;
b) zatim je uslijedilo centrifugiranje 1 minutu na 6 600 rcf;
c) po zavrsetku centrifugiranja kolone su prebacene u Ciste 2,0 mL tubice.

7. Prvo ispiranje
a) u svaku kolonu dodano je 500 uL otopine za ispiranje (Wash Solution), nakon cega je
uslijedilo centrifugiranje 1 minutu na 6 600 rcf;
b) po zavrSetku centrifugiranja kolone su prebacene u Ciste 2,0 mL tubice.

8. Drugo ispiranje
a) ponovno je u svaku kolonu dodano 500 plL otopine za ispiranje nakon cega je uslijedilo
centrifugiranje od 3 minute na 14 000 rcf;
b) po zavrsetku centrifugiranja kolone su prebacene u Ciste 2,0 mL tubice.

9. Otapanje DNK
a) u svaku kolonu dodano je 80 pL otopine za otapanje DNK (Elution Solution), nakon
inkubacije u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi uzorci su centrifugirani 1 minutu na
6 600 rcf;
b) nakon toga postupak je ponovljen s ciljem dobivanja vece koli¢ine DNK.

Izolirana DNK je do upotrebe bila pohranjena u zamrzivacu na temperaturi od -20°C.

3.4. Postupak izolacije DNK iz krvi

Prije pocetka izolacije DNK uzorci krvi su odmrznuti na sobnoj temperaturi i temeljito
izmijeSani. DNK je izolirana iz bijelih krvnih stanica (leukocita). U tubice od 1,5 mL odpipetirano
je 200 pL krvi. Sa svrhom dobivanja leukocita u tubice s uzorkom krvi, odpipetirano je 800 pL
1XTE pufera, nakon cega je uslijedilo snazno tresenje te centrifugiranje 1 minutu na 12 000 rcf.
Nakon centrifugiranja leukociti su ostali zalijepljeni za dno tubice, a sav tekudi sadrzaj je
odbacen. Postupak je ponovljen Sest puta sve dok pufer nije bio proziran, a leukociti bijele do
blago Zuckaste boje. Peletu leukocita je potom dodano 200 pL otopine za resuspenziju
(Resuspension Solution) i 10 pL otopine proteinaze K, nakon ¢ega je uslijedilo snazno tresenje.
Uzorcima je potom dodano 200 pL Lysis otopine C (B8803), snazno su protreseni i inkubirani 10
minuta na 55°C uz centrifugiranje na 700 rcf. Daljnji koraci izolacije DNK bili su identi¢ni onima
opisanim za izolaciju DNK iz dlake.
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3.5. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

UmnozZavanje ciljne sekvence DNK sedamnaestog egzona DGAT1 gena provedeno je
postupkom lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction; PCR) prema
protokolu proizvodaca s EmeraldAmp® MAX HS PCR Master Mix (TaKaRa Bio Europe). PCR je
proveden u ukupnom volumenu od 15 pL ukljucujudi:

5,4 pL vode slobodne od nukleaza;

7,5 pL EmeraldAmp® MAX HS PCR Master Mix;

0,45 pL oligonukleotidne pocetnice prema naprijed (engl. forward) 10 uM;
0,45 pL oligonukleotidne pocetnice prema natrag (engl. reverse) 10 uM;
1,2 plL tj. 50 ng genomske DNK.

U PCR reakciji koristeni su oligonukleotidne pocetnice (Metabion International AG) koje su
omogucile amplifikaciju sekvence dijela sedamnaestog egzona DGAT1 gena (GenBank Acc. No.
EU178818) duljine 309 baznih parova:

oligonukleotidna pocetnica prema naprijed: 5'- GCATGTTCCGCCTCTGG -3';
oligonukleotidna pocetnica prema natrag: 3'- TCAGGGGTGTTGGACTCC -5".

PCR reakcija je radena na mastercycleru (Eppendorf) prema sljede¢em temperaturno-
vremenskom okviru:

reakcija aktivacije Taq polimeraze na 98°C/3 minute; -
denaturacija 98°C/10 sekundi, 35v C'lflusf'j‘_

- o L L . ) umnaZzanja ciljnog
prilijeganje oligonukleotidnih pocetnica 57,5°C/30 sekundi; DNK odsjecka

produljenje DNK lanca 72°C/20 sekundi;
krajnje produljenje multiplicirane Zeljene sekvence DNK na 72°C/5 minuta;
hladenje na 4°C.

Kontrola uspjesnosti amplifikacije PCR produkata vrSena je na 1% agaroznom gelu pomocu
gel elektroforeze. Za izradu gela korisSteno je 0,75 g agaroze i 75 mL 1x TBE pufera (0,5 M Tris
baza, 0,5 M borna kiselina, 10 mM EDTA), zagrijanih do klju¢anja u koje je nakon hladenja gela
na 602C dodano oko 3 pl etidijevog bromida. U jazice na gelu dodano je 5 puL PCR produkta
paralelno sa standardom od 50 parova baza. Prilikom stavljanja uzoraka u jaZice na gelu nije
koristen aplikacijski pufer buduéi da ga sadrzi koristeni EmeraldAmp® MAX HS PCR Master Mix
(TaKaRa). Elektroforeza je trajala 120 minuta na 80 V. Vizualizacija (Slika 3.1.) je provedena
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pomocu etidij bromida (EtBr) osvjetljavanjem gela ultraljubi¢astim (UV) svjetlom na UV
transiluminatoru (Biorad).

Slika 3.1. Amplifikacija sedamnaestog egzona DGAT1 gena duljine
309 baznih parova (bp) lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR) u ovaca.
M — standard razmaka 50 bp, 1 — 7 PCR amplificirani produkt.

3.6. Determinacija polimorfizama DGAT1 gena

Determinacija DGAT1 alelnih varijanti obavljena je cijepanjem PCR produkta s Alul
restrikcijskom endonukleazom (Promega). Reakcijski miks za restrikcijsku razgradnju PCR
produkata imao je ukupni volumen od 20 plL, sadrzavaju¢i 10 uL PCR produkta i 10 plL
reakcijskog miksa koji se sastojao od sljedecih komponenti:

e 7,70 puL demineralizirane vode;
e 2,0uL10x puferB;

e 0,2 uL0,1% BSA;

e 0,1uLAlul10U/pL.

Nakon mijeSanja 10 pL reakcijskog miksa i 10 uL PCR produkta uzorci su stavljeni na
inkubaciju u mastercycleru (Eppendorf) u trajanju od 16 sati na 37°C. Kontrola uspje3nosti
restrikcijskog cijepanja PCR produkata s Alul restrikcijskom endonukleazom vr$ena je na 4%
agaroznom gelu pomocu elektroforeze. U jaZice na gelu apliciran je cjelokupan sadrZzaj nakon
inkubacije, odnosno 20 uL, paralelno sa standardom od 50 parova baza.

Genotipizacijom (Slika 3.2.) uoceni su slijededi fragmenti DGAT1 gena:

e CC (309 bp)
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e CT(309i272bp)

Slika 3.2. Gel restrikcijske razgradnje PCR produkta DGAT1 gena ovaca
i primjer dobivenih genotipova (CCi CT).
M - standard razmaka 50 baznih parova; 1 — 7 - oznake uzoraka.

3.7. Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka (utvrdivanje frekvencija alela i genotipova, ocekivane
heterozigotnosti i odstupanja populacija od Hardy-Weinbergove ravnoteze) provedena je u R
programskom okruzenju (R Core Team 2020.) koriStenjem paketa “genetics” (Warnes 2019.) i
"HardyWeinberg" (Graffelman 2015.). Graficki prikaz testa odstupanja populacija od Hardy-
Weinbergove ravnoteze (engl. ternary plot), izvrSen je “HWTernaryPlot” funkcijom (Graffelman i
Morales-Camarena 2008.) integriranom unutar paketa "HardyWeinberg".
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4. Rezultati istrazivanja i rasprava

Od inicijalno koriStenih 30 uzoraka po pasmini, uspjeSno je genotipizirano 29 uzoraka
(97%) istoCnofrizijske ovce, 27 uzoraka (90%) safolka i 30 uzoraka (100%) travnicke pramenke.
DGAT1 gen pokazao se polimorfan u populaciji safolka i travnicke pramenke, dok je u populaciji
istoCnofrizijske ovce bio monomorfan. U Tablici 4.1. prikazane su frekvencije alela i genotipova
DGAT1 gena i populacijski genetski parametri istocnofrizijske ovce, safolka i travnicke pramenke.

Tablica 4.1. Frekvencija alela i genotipova DGAT1 gena i populacijski genetski parametri
istoCnofrizijske ovce, safolka i travnicke pramenke.

. falela f genotipova HWE
Lokus Pasmine PIC H, L.
C T CcC CT TT P-znacajnost
IstoCnofrizijska
ovca 1,00 0 1,00 0 0 0 0 1
(n=29)
Safolk
DGAT1 (n=27) 0,96 0,04 093 0,07 0 0,069 0,077 0,842
n=
Travnicka
pramenka 093 0,07 0387 0,13 0 0,117 0,130 0,700
(n=30)

n-broj jedinki; f-frekvencije; PIC-indeks polimorfnosti markera; He-ocekivana heterozigotnost; HWE-Hardy-
Weinbergova ravnoteza.

Pronalazak samo jednog C alela na DGAT1 lokusu kod Isto¢nofrizijske ovce upucuje na
mogucénost fiksacije alela C u ovoj populaciji. U opseZznom istrazivanju kojeg su proveli Dervishi i
sur. (2015.) i protom proveli istovjetni oblik genotipizacije (PCR-RFLP, egzon 17, Alul restrikcijski
enzim) utvrdena je takoder izrazita prevalencija alela C kod svih istrazivanih mlije¢nih pasmina
(Assaf (f(C) = 0,96), Latxa (f(C) =0,92) i Manchega (f(C) =0,83)). U njihovom istrazZivanju je lokus
DGAT1 bio monomorfan samo kod pasmine Churra lebrijana (kombinirani tip). Obzirom na
utvrdeni pozitivan ucinak C alela na komponente suhe tvari ovéjeg mlijeka (Dervishi i sur. 2015.),
izrazita prevalencija alela C kod mlije¢nih pasmina je vjerojatno posljedica odgovora na selekciju
na kvalitativna svojstva mlijeka. Istrazivani lokus u ovom istraZivanju je kod safolka i travnicke
pramenke bio polimorfan ali takoder sa izrazito visokom prevalencijom alela C (>90%). Dobiveni
rezultati su u suglasju s rezultatima Meena i sur. (2015.) koji su u istraZivanju provedenom na
mesnoj pasmini Malpura ovaca utvrdili frekvenciju alela C (0,92) i alela T (0,08). Rezultati su
takoder suglasni sa rezultatima istrazivanja Bayrama i sur. (2018.) provedenog na mesnoj
pasmini Akkaraman prilikom cega su utvrdene frekvencije alela C (0,96) i alela T (0,04).
Utvrdene frekvencije alela C u ovom istraZivanju bile su nesto nize od onih koje su utvrdili
Dervishi i sur. (2015.) kod veéeg broja mesnih i kombiniranih pasmina ovaca kod kojih je takoder
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utvrdena dominacija C alela (f(C) = 0,69 — 0,85). Suprotno navedenom, Xu i sur. (2008.) su kod tri
mesne autohtone kineske pasmine (Han, Tan i Inner Mongolia) utvrdili manje frekvencije alela C
(raspon od 0,26 do 0,38) u odnosu na frekvenciju alela T (rasponu od 0,59 do 0,74). Sli¢cno
navode i Noshahr i Rafat (2014.) za Moghani pasminu kod koje su frekvencije alela T bile 5 puta
vecée u odnosu na frekvencju alela C (f(C) : f(T) = 0,17 : 0,83).

Monomorfnost gena kod istocnofrizijske pasmine je uvjetovala pojavnost samo jednog
genotipa (CC) dok su kod safolka i travnicke pramenke uz homozigote (CC) pronadeni jos samo
heterozigoti (CT). Frekvencije homozigotnih jedinki genotipa CC u populaciji safolka i travnicke
pramenke iznosile su 0,93 i 0,87, dok su frekvencije heterozigotnih jedinki CT iznosile 0,07 i 0,13.

U istrazivanju provedenom na mesnoj pasmini Akkaraman, Bayram i sur. (2018.) su utvrdili
prisutnost dva genotipa, CC i CT. Frekvencije CC genotipa iznosile su 0,91 a genotipa CT 0,09 Sto
je priblizno rezultatima ovog istrazivanja. Yang i sur. (2011.) te Mohammadi i sur. (2013.) su u
svojim istrazivanjima utvrdili pojavnost sva tri genotipa CC, CT i TT. Yang i sur. (2011.) su kod
kineskih pasmina Tan, Oula, Ganjia i Qiaoke utvrdili frekvencije genotipa CC od 0,50 do 0,59,
frekvencije genotipa CT od 0,22 do 0,38 te frekvencije genotipa TT od 0,03 do 0,26. Dobiveni
rezultati se u dobroj mjeri podudaraju sa onima Dervishi i sur. (2015.) i to za sve tri skupine
pasmina (mlijecni, mesni i kombinirani tip) iako postoje stanovita odstupanja u magnitudi
utvrdenih frekvencija Sto znaci da je rangiranje genotipova po utvrdenim frekvencijama
istovjetno ali da se apsolutne frekvencije razlikuju. Nasuprot navedenom, u istrazivanju
povezanosti polimorfizma DGAT1 gena s odlikama trupa mesnih pasmina Zel i Lori-Bakhtiari,
Mohammadi i sur. (2013.) utvrdili su frekvencije genotipa CC 0,16 i 0,07, genotipa CT 0,19 0,24
te genotipa TT 0,65 i 0,69. Xu i sur. (2009.) su kod tri mesne autohtone kineske pasmine (Han,
Tan i Inner Mongolia) pronasli takoder sva tri genotipa, s tim da je u njihovom istrazivanju bila
znatno drugadija distribucija genotipova (TC<CC<TT).

Sukladno utvrdenim frekvencijama alela, ocekivana heterozigonst kod travnicke
pramenke, safolka i istoénofrizijske ovce je bila redom 0,130 0,077 i 0,00. Ocekivana
heterozigonst (H.) kod svih triju istrazivanih populacija nije se znacajno razlikovala od utvrdene,
Sto u pravilu odgovara rezultatima gore navedenih istraZivanja gdje su utvrdene frekvencija
genotipova bile (f{CC)>f(CT)>f(TT)). Obzirom na visi stupanj polimorfnosti istrazivanog lokusa, u
istrazivanjima Xu i sur. (2009.) i Yang i sur. (2011.) utvrdene su znatno vecde vrijednosti
oCekivane heterozigotnosti koje su se u vecini slu¢ajeva znacajno razlikovale od utvrdene.

Odstupanje ocekivanih od utvrdenih frekvencija genotipova, odnosno odstupanje od
Hardy-Weinbergove ravnoteze provjereno je Hi kvadrat testom prilikom cega je utvrdeno je da
su sve tri populacije bile u Hardy-Weinbergovoj ravnoteZi (Grafikoni 4.1., 4.2., i 4.3.). Postojanje
Hardy-Weinbergove ravnoteze na lokusu DGAT1 utvrdili su takoder i Dervishi i sur. (2015.) i to
kod osam od devet istrazivanih pasmina ovaca (izuzetak je bio pasmina Ansontana), zatim
Mahrous i sur. (2014.) kod tri egipatske pasmine ovaca, te Yang i sur. (2011.) kod pasmina Tan i
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Oula. S druge strane, odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteie je utvrdeno kod sve tri
kineske pasmine u istrazivanju koje su proveli Xu i sur. (2009.), te dvije od Cetiri kineske pasmine
u istraZzivanju koje su proveli Yang i sur. (2011.). Odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze je
takoder utvrdeno kod indijske pasmine Malpura (Meena i sur. 2015.), te kod iranskih pasmina
Lori-Bakhtiari i Zel (Mohammadi i sur. 2013.).

Utvrdene frekevencije genotipova i izrazita dominacija C alela u subpopulacijama
istrazivanih pasmina u Hrvatskoj upucuju na vrlo limitiranu mogucnost selekcije na povecanu
frekvenciju alela T koji prema dosadasnjim pronalascima ima pozitivan ucinak na kvalitativna
svojstva mesa u smislu povecane intramuskularne masti i mramoriranosti mesa, mekoce mesa
(manja sila presjecanja), te manjeg kapaonog gubitka vode (Xu i sur. 2009.). S druge strane, za
isti alel T je utvrden negativan ucinak na zavrsnu klaonicku masu, randman i zamasc¢enost trupa
(Mohamadi i sur. 2013.,, Noshahr i Rafat 2014.). Uzimajuéi u obzir dobivene rezultate
(frekvencije genotipova) i rezultate gore navedenih istrazivanja, moguce je donekle zakljuditi
kako je profil DGAT1 gena u istrazivanim populacijama ovaca povoljan za svojstva koli¢ine, a
nepovoljan za svojstva kvalitete proizvedenog janjeceg mesa.

UvazZavajuéi rezultate dosad provedenih istraZivanja po pitanju utjecaja polimorfizma
DGAT1 gena na svojstva vazna u proizvodnji ovéjeg mlijeka moze se zakljuciti da je utvrdeni
profil DGAT1 gena u istraZzivanim populacijama povoljniji za kvalitativne nego za kvantitativne
osobine ov¢jeg mlijeka. Naime, Dervishi i sur. (2014.) su utvrdili pozitivnhu vezu C alela sa
komponentama suhe tvari mlijeka, a negativhu veza sa koli¢inom proizvedenog mlijeka. Ipak
ovdje valja napomenuti kako utvrdene razlike u prosjecima izmedu istrazivanih genotipovi nisu
bile statisticki znacajne. U provedenom istraZivanju genotip je imao statisti¢ki znacajan utjecaj
samo na sadrzaj laktoze i masno-kiselinski sastav mlijeka. Jedinke genotipa CC na DGAT1 lokusu
proizvele su vise laktoze i imale povoljniji (nizZi omjer n-6:n-3) odnos masnih kiselina od
heterozigotnih jedinki genotipa CT. Scata i sur. (2009.) su proveli opsezno istraZivanje
sekvencioniraju¢i DGAT1 gen i ustanovili statisticki znacajke supstitucijske ucinke alela (jednog
od istrazivanih pojedinacnih polimorfizma nukleotida DGAT1 gena) na prinos mlijeka, postotak
proteina i postotak mlijecne masti. Ipak, u kontekstu ovog rada taj rezultat ide samo u prilog
Cinjenici kako polimorfizam gena DGAT1 utjeCe na svojstva mlije¢nosti, ali obzirom na drugaciji
oblik genotipizacije nije ga moguce po niti jednoj drugoj osnovi povezati sa rezultatima ovog
istrazivanja.

23



CT

C TT

Grafikon 4.1.Graficki prikaz testiranja populacije na
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Grafikon 4.2. Graficki prikaz testiranja populacije na

Hardy-Weinbergovu ravnotezu (Safolk).
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Grafikon 4.3. Graficki prikaz testiranja populacije na

Hardy-Weinbergovu ravnotezu (Travnicka pramenka).



5. Zakljucak

Rezultati provedenog istrazivanja upucuju na vrlo malu zastupljenost T alela na lokusu
DGAT1 u istrazivanim populacijama safolka i travnicke pramenke, te potpuno odsustvo
istog u populaciji isto¢nofrizijske ovce.

Sve tri istraZzivane populacije su u Hardy Weinbergovoj ravnoteZi po pitanju lokusa
DGATL1.

Utvrdeni profili istrazivanih DGAT1 gena upucuju na vrlo limitiranu mogucnost selekcije
kod safolka i travnicke pramenke u smjeru alela T koji prema dosadasnjim spoznajama
ima pozitivan u¢inak na nekoliko svojstava vaznih sa stanovista kakvoce janje¢eg mesa.

Utvrdeni profil DGAT1 gena u populaciji isto¢nofrizijske ovce sugerira fiksaciju alela C koji
ima pozitivan ucinak na sadrzaj laktoze i masno-kiselinski sastav mlijeka.

Opseznim pregledom literature je utvrdeno kako su polimorfizmi DGAT1 gena, a
pogotovo njihov utjecaj na vazna svojstva u proizvodnji ov¢jeg mesa i mlijeka, joS uvijek
slabo istrazeni kod ovaca. Potrebna su dodatna istraZzivanja za vjerodostojnu
generalizaciju u¢inaka DGAT1 gena na brojna svojstva od selekcijskog znacaja kod ovaca.
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