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Sazetak

Diplomskog rada studentice Valentine Vranci¢, naslova

POLIMORFIZAM DGAT1 GENA | SASTAV MASNIH KISELINA LOJA TOVNE JUNADI

Cilj rada bio je odrediti frekvencije alela i genotipova polimorfizma bovinog DGATI
gena koji kodira diacilglicerol-O-aciltransferazu, enzim koji sudjeluje u zavrSnom koraku
sinteze triglicerida, i njegovu povezanost sa taloZzenjem masti i sastavom masnih kiselina
masnog tkiva (loj) tovne junadi. DGAT1 K232A polimorfizam genotipiziran je PCR/RFLP
metodom u DNA ekstrahiranoj iz uzoraka lednog misi¢a 26 jednogodisnjih simentalskih bikova
i junica iz intenzivnog uzgoja. K alel DGAT1 gena bio je manje zastupljen kod junica (0.08%)
nego kod bikova (0.27%) sa ukupnom frekvencijom od 17% K alela. Ukupna genotipska
frekvencija bila je viSa za AA nego KA, dok genotip KK, povezan s ja¢im nakupljanjem masnog
tkiva, nije pronaden. Nije utvrdeno odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze. Zamascenje
trupa i stupanj nezasi¢enosti masti bili su visi u junica nego u bikova, bez interakcije DGAT1 i
spola. Utjecaj polimorfizma DGAT1 gena na nakupljanja i masno-kiselinski sastav masnog tkiva
nije utvrden.

Kljucne rijeci: govedo, DGAT1, masno tkivo, masne kiseline, simentalska pasmina



Summary

Of the master’s thesis — student Valentina Vranci¢, entitled

DGAT1 GENE POLYMORPHISM AND FATTY ACID COMPOSITION OF FAT IN SIMMENTAL
BEEF CATTLE

The aim of this study was to determine allele and genotype frequencies of bovine
DGAT1 gene encoding the diacylglycerol-O-acyltransferase , enzym that catalyses the final
step of triglyceride synthesis, and its association with deposition and fatty acid composition
of fat tissue in fattening beef cattle. DGAT1 K232A polymorphism was genotyped with
PCR/RFLP method from DNA extracted from longissimus muscle of 26 Simmental beef cattle
from intensive production. K allele of DGATI gene was less frequent in heifers (0.08%) than in
bulls (0.27%), with overall allelic frequency of 17% K allele. Overall genotype frequency was
higher for AA than KA, while KK genotype, associated with increased accumulation of fat
tissue, was not found. No deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was found. Heifers
showed a higher degree of carcass fattening and higher degree of unsaturation of fat than
bulls; however, there was no interaction between sex and DGAT1 gene. Effect of DGAT1 gene
polymorphism on deposition and fatty acid composition of fat tissue was not found.

Key words: cattle, DGAT1, fat tissue, fatty acid, Simmental breed



1. Uvod

Jedan od gena koji utjee na metabolizam masti goveda je diacilglicerol-O-
aciltransferaza (DGAT1) koja kodira DGAT1 enzim koji katalizira zavrSni korak sinteze
triglicerida (Sanders i sur. 2006.). Nekoliko istraZivanja na govedima su opisala lokus za
kvantitativna svojstva (eng. quantitative trait locus ili QTL) sa utjecajem na svojstvo
proizvodnje mlijeka, posebno postotak mlije¢ne masti, u 3 cM velikoj regiji u centromernom
dijelu Bos taurus autosoma 14 (BTA14) (Riquet i sur. 1999.; Loof i sur. 2001.). Kasnije su Grisart
i sur. (2002., 2004.) i Winter i sur. (2002., 2004.) identificirali dinukleotidnu supstituciju
(K232A) koja uzrokuje supstituciju K (lizin) u A (alanin) na DGAT1 genu.

Originalno istraZivanje Winter i sur. (2002.) otkrilo je da je K varijanta viSe uobicajna u
Jersey govedu (frekvencija oko 80%), Holstein-Friesian i Antolian Black govedu (frekvencija oko
35%) nego u drugim Bos taurus pasminama goveda (manje od 20% forme lizina). Od istih
autora K alel je prvo predloZen kao uzrocna varijanta koja utje¢e na svojstva masti mlijeka.
Istrazivanja na Bos indicus govedima su pokazala da oni imaju fiksiran K alel (Winter i sur.
2002.; Tantia i sur. 2006.) ili u veoma visokoj frekvenciji (Casas i sur. 2005.).

Thaller i sur. (2003.) u svom istrazivanju provedenom na njemackoj Holstein i Charolais
populaciji goveda, prvi su prikazali znac¢ajan utjecaj DGAT1 polimorfizma na intramuskularni
sadrzaj masti u musculus (m.) semitendinosus, ali ne i na m. longissimus dorsi (iako je postojala
tendencija ka veéem udjelu masti u ovom misi¢u kod lizin/lizin homozigotnih Holstein
Zivotinja). KK genotip nije pronaden kod Charolais pasmine, dok su Holstein Zivotinje sa KK
genotipom imale znacajno vise intramuskularne masti u m. semitendinosus (p <0,01) i m.
longissimus dorsi (p <0,05) od heterozigotnih i Zivotinja sa homozigotnim AA genotipom
(Thaller i sur. 2003.). Razlika u pasminama moZze se objasniti viSom frekvencijom od 0,446 za
alelnu varijantu za poveéanje mramoriranosti (K alel) kod DGAT1 njemackog Holsteina, dok
ista varijanta ima vrijednost od samo 0,111 kod Charolais pasmine (Thaller i sur. 2003.).
IstraZivanja koja slijede na govedima pokazuju da K alel DGAT1 gena ima takoder pozitivan
utjecaj na debljinu subkutane masti u Nerole govedu (Curi i sur. 2011.).

Suprotno tome, nekoliko drugih istraZivanja nisu pronasla nikakve znacajne asocijacije
¢istokrvnih Bos Taurus (Moore i sur. 2003.; Pannier i sur. 2010.) ili Bos Indicus (Fortes i sur.
2009.; Sauza i sur. 2010.) goveda.

Hrvatsko govedarstvo temelji se najveéim dijelom na proizvodnim osobinama
simentalske pasmine (Jakopovi¢ 2007.), ¢iji se udio u pasminskoj strukturi kre¢e oko 62,8%
(HPA 2016.). Kao pasmina dvojnih proizvodnih osobina, koja je dobro prilagodena
proizvodnim uvjetima u Hrvatskoj, koristi se u svim proizvodnim sustavima kako onim u
proizvodnji mlijeka tako isto i u proizvodnji mesa (Jakopovi¢ 2007.). Proizvodnja govedeg mesa
provodi se manjim dijelom na obiteljskim farmama koje drze mlijeCne krave, a najveéim
dijelom na specijaliziranim farmama za tov, pod intentivnim proizvodnim uvjetima smjestaja i
hranidbe. Glede polimorfizma DGAT1 gena kod simentalske pasmine, u svom istrazivanju L.
Hanusova i sur. (2014.) pokazuju da je u polimorfizmu K232A frekvencija genotipova AA
(alanin) veca od genotipa KA kod ceskih simentalskih bikova, dok homozigotni genotip KK
(lizin) nije pronaden. Isto tako, prijasnja istrazivanja na simentalskom govedu iz nekoliko
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zemalja su pokazala odsutnost (ili potpunu odsutnost) varijabilnosti DGAT1 lokusa, sa veoma
niskom frekvencijom lizin (K) alela (Kaupe i sur. 2004.; Pannier i sur. 2010.; Scotti i sur. 2010.).

U ovom radu bit Ce istrazene frekvencije alela i genotipova polimorfizma DGAT1 gena
te njegova povezanost s taloZzenjem masti i sastavom masnih kselina masnog tkiva kod domace
simentalske tovne junadi iz intenzivnog uzgoja.



2. Pregled literature

2.1. Diacilglicerol O-aciltransferaza 1 (DGAT1)

Genetska istraZzivanja ukazuju da polimorfizam nekoliko kandidat gena utje¢e na
metabolizam i taloZzenje masti (Thaller i sur. 2003.; Barendes 1997.). Jedan od gena predloZen
da utjece na metabolizam masti kod goveda je diacilglicerol O-aciltransferaza 1 (DGAT1) koji
katalizira zadnji korak sinteze triglicerida (Cases i sur. 1998.). Kao Sto je prikazano naslici 2.1.1.,
taj posljednji korak mozZe i¢i u dva smjera: unutar puta glicerolfosfata ili monoacilglicerol puta
(Komisarek i sur. 2004.). Enzim sudjeluje u transformaciji ugljikohidrata u masti i njihovom
skladistenju u masni depo. DGAT1 kodira mikrosomalni enzim acil-CoA: diacilglicerol
aciltransferazu koja igra znacajnu ulogu u metabolizmu stani¢nog diacilglicerola u fizioloSkim
procesima, kao Sto su crijevna apsorpcija masti, sklapanje lipoproteina, formiranje adipoznog
tkiva i laktacija, koji su uklju¢eni u metabolizam triacilglicerola u viSih eukariota (Cases i sur.
1998.). Nekoliko istraZivanja na govedima opisala su QTL sa utjecajem na svojstvo proizvodnje
mlijeka i postotak mlijecne masti u 3 cM velikoj regiji u centromernom dijelu Bos taurus
autosoma 14 (BTA14) (Riquet i sur. 1999.; Looft i sur. 2001.). Grisart i sur. (2002.) i Winter i
sur. (2002.) pokazali su da besmislena mutacija, poznatija u genetici kao ,nonsens” mutacija,
uzrokuje supstituciju lizina za alanin na poziciji 232 DGAT1 gena koji je prvo predloZen kao
uzrocna varijanta koja utjeCe na svojstva masti mlijeka (Slika 2.1.2.). Daljnja istrazivanja
takoder su pronasla ne-konzervativnu supstituciju lizina za alanin (DGAT1 K232A) kao
posljedicu supstitucije adenin/adenin u gvanin/citozin na poziciji 10433 i 10434 na egzonu VIII
u europskim populacijama goveda (Spelman i sur. 2002.; Thaller i sur. 2003.; Weller i sur.
2003.). Nakon sekvenciranja te regije u Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, Bos grunniens i
Bubalus bubalus, Winter i sur. (2002.) ustanovili su da je alanin-kodirani haplotip prisutan
samo u Bos taurus taurus, ukazujudi da lizin-kodirajuéa varijanta vjerojatno ancestralno stanje
DGATI1 gena (Slika 2.1.3.).

Znacajno smanjenje koli¢ine mlijeka i proteina u mlijeku i poveéanje u prinosu mlije¢ne
masti su povezani sa supstitucijom lizina (K alel). Varijanta alanina (A alel) je povezana s
povecanjem prinosa proteina i mlijeka te smanjenjem prinosa masti (Spelman i sur. 2002.;
Thaller i sur. 2003.; Weller i sur. 2003.). Kasnija istrazivanja su pokazala meduodnos izmedu
K232A polomorfizma u genu i zamascenosti trupa i svojstva kvalitete mesa (Istvan i sur. 2011.;
Avilias i sur. 2015.; Curi isur. 2011.; Li X. i sur. 2013.; Thaller i sur. 2003.; Wu XX i sur. 2012.).

Curiisur. (2011.) u svom istraZzivanju na govedima pokazuju da K alel DGAT1 gena ima
pozitivan utjecaj na debljinu subkutane masti u Nerole goveda, dok su Istvan i sur. (2011.)
pokazali pozitivan utjecaj K alela na sadrzaj intramuskularne masti u madarskim Angus
bikovima. IstraZivanja na Bos indicus populaciji goveda su pronasla da oni imaju fiksiran K alel
(Winter i sur. 2002.; Tantia i sur. 2006.) ili prisutan u veoma visokoj frekvenciji (Casas i sur.
2005). Lacortei sur. (2006.) izvjestavaju da je K alel fiksiran u brazilskim Bos indicus pasminama
Nelore i Guzerat. Isto tako, analizirajuéi Bos indicus populaciju, Fortes i sur. (2009.) izvjeStavaju
da je A alel manje frekventivan (< 50%) nego dominantan K alel.



Kod DGAT1 polimorfizma, A alel je povezan s haplotipovima koji daju niZe procijenjene
uzgojne vrijednosti (UV) za potkozno masno tkivo (Moore i sur. 2003.). U istraZzivanju Moore i
sur. (2003.) nije pronadena znacajna povezanost izmedu DGAT1 alela i procijenjene UV
debljine potkoZnog masnog tkiva, ali je utvrdena iznenadujuéa niska frekvencija K alela u
testiranoj populaciji komercijalnih linija Bos taurusa. Frekvencija K alela u tom istrazivanju bila
je samo 0,12 nasuprot 0,70 kod mlije¢nih goveda (Grisart i sur. 2002.). NiZu frekvenciju K alela
(0,00 do 0,38) kod razli¢itih pasmina goveda za proizvodnju mesa navode Kaupe i sur. (2002.),
dok je kod mlije¢nih pasmina frekvencija K alela iznosila 0,02 do 0,69. To moZe ukazivati na
jaci selekcijski pritisak protiv K alela kod 38 razli¢itih pasmina Bos taurus i Bos indicus goveda
(Kaupeisur. 2002.). UistraZivanju provedenom na simentalskim bikovima, Ardiclii sur. (2016.)
dobili su rezultate koji pokazuju da u K232A polimorfizmu, genotip AA znatno prevladava
(82,71%) nad KA, dok homozigotni KK genotip nije pronaden. Hanusova i sur. (2014.) u
istrazivanju provedenom na ¢eskim simentalskim bikovima takoder su dobili ve¢u frekvenciju
genotipa AA nego KA, dok homozigotni genotip KK nije pronaden. Sli¢no, alel A dominira nad
K alelom (0,945 i 0,055) (Hanusova i sur. 2014.). Za razliku od njih, Lacorte i sur. (2006.)
izvjeStavaju da KK frekvencija je jako dominantna nad AA i KA genotipom.
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Slika 2.1.1. Sinteza triglicerida i DGAT enzimi. Trigliceridi (triacilgliceroli) su krajnji proizvod
viSestrukog puta. Konacna reakcija je katalizirana s jedan od dva poznata DGAT enzima,
DGAT1 i DGAT2. GFAT oznacava glicerol-fosfat aciltransferazu; AGFAT oznacava acilglicerol-
fosfat aciltransferazu; FFH-1 oznacava fosfatidinsku kiselinu fosfohidulaza-1; MGAT oznacava

acil CoA: monoacilglicerol aciltransferazu
Izvor: https://goo.gl/kMgxme



Bos taurus:
Bigon bison:
Ovis aries:
Sus scrofa:
Homo sapiens:

K2324

1

LALMVYTILFLELFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCY
LALMVYTILFLEKLFSYRDUNLWCRERRACAKAKAALAGKKANGCAAQRTVEYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCY
LALNVYTILFLELFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCY
LALMVYAILFLEKLFSYRDVNLNCRERRATAKAKAASAGKKANGGAAQHSVSYPDNLTYRDLYYFLLAPTLCY
LALMAHTILFLEKLFSYRDVNSWC - RR—- ARAKAASAOKKASSAAAPHTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCY

Cercopichecus aechiops: LALNYHTILFLELFSYRDVNLNC=-RR~- ARAKAASAGKRASSARAPHTVSYFDNLTYRDLYYFLFAPTLCY
M. mugculus domesticus: PALASYSIMFLKLYSYRDVNLWCRQRR- - VKAKAVSTCKKVSGAAAQQRAVSYPDNLTYRDLYYFIFAPTLCY

Rattus norvegicus:

FALASYSIIFLKLSSYRDVNLWCRQRR- - VKAKAVSAGKKVSGARAQNTVSYPDNLTYRDLYYFIFAPTICY

Slika 2.1.2. ViSestruko poravnavanje sekvenci DGAT1 proteina Bos taurus, Bison bison, Ovis
aries, Sus scrofa, Homo sapiens, Cercopithecus aethiops, Mus musculus domesticus, i Rattus

norvegicus zahvaljujuéi evolucijskom ocuvanju lizina (K) mutiranom u govedem K232A

polimorfizmu
Izvor: Grisart i sur. (2001.)
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Slika 2.1.3. (A) Haplotipovi DGAT1 bazirani na nukleotidnim polozajima 3343, 10433, 10434,
11030, 11048 i 11993 koji su odredeni izravnim sekvenciranjem i (B) Preliminarne procjene
frekvencija za lizin (ljubic¢asto) i alanin (Zuto) kodiraju alele u razli¢itim vrstama i pasminama

odredenim RFLP testom (n= broj Zivotinja).
lzvor: Winter i sur. (2002.)



2.2. Genski polimorfizmi koji utjecu na nakupljanje masti i kakvo¢u mesa
goveda

Varijabilnost organolepticke kvalitete govedine jedan je od najveéih izazova za
ostvarivanje zadovoljstva potrosaca (Aass i sur. 2009.). Masni depoi u trupu goveda povezani
su ne samo uz ekonomsku vrijednost trupa pri klasifikaciji na liniji klanja, ve¢ i s ocekivanim
ugodnim okusom govedeg mesa (Jeremiah 1996.), i pod utjecajem su mnogih faktora prije
klanja, ukljucujudi i one genetske. Stoga su, kandidatni geni koji utje¢u na svojstva nakupljanja
masti i kakvoéu mesa postali koristan alat za predvidanje genotipova goveda poZeljnih
ekonomski vaznih svojstava. Medu najvaznije genske polimorfizme koji utjecu na nakupljanje
masti i kakvo¢u mesa goveda mogu se ubrojiti oni u FABP4, LEP, TG, CAPN1, SCD1 i CAST
genima.

2.2.1. FABP4 gen

FABP4 (eng. fatty-acid binding protein 4) gen je prvo predstavljen kao genetski faktor
Thaller i sur. 2003.). Pronaden je na kromosomu 14 i primarno je ekspresiran u adipocitima
gdje kodira protein koji veze masne kiseline (Matarese i Bernlohr 1988.) te je uklju¢en u
intracelularno prepoznavanje masnih kiselina (MK) (Gerbens i sur. 1998.) Funkcionalno, FABP
su unutarstani¢ni proteini koji prenose masne kiseline od staniéne membrane do mjesta
oksidacije masnih kiselina, do fosfolipida ili do mjesta sinteze triacilglicerola (Gerbens i sur.
2000.; Slika 2.2.1.1.). Polimorfizam koji uzrokuje promjena samo jednog nukleotida ( eng.
single nucleotide polymorphism ili SNP) pronaden u govedem FABP4 genu (egzon 3) izaziva
substituciju valina u metionin na poziciji 110 (pozicija nukleotida 3691=g.3691G>A) i
karakterizira ga povezanost s pozZeljnim poveéanjem razine mramoriranosti (> IMF) i ocjenom
organolepticke kvalitete mesa (Shin i sur. 2012.). Takoder utje¢e na tezinu trupa i debljinu
potkoZnog masnog tkiva (Maharoni i sur. 2012.; Shin i sur. 2012.).

—— Ateroskleroza <———————| Metabolizam lipida

INK =

+ PARy) FABP4)
FABP4) FABP4
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Slika 2.2.1.1. FABP4 provodi niz intracelularnih uloga, suzbija lipogenezu masnog tkiva
i potice lipolizu.
Izvor: https://goo.gl/6H2WHB



2.2.2. Leptin (LEP)

Leptin (LEP) gen kodira hormonski amino-kiselinski proizvod kojeg izluCuju pretezno
adipociti masnog tkiva, a njegova ekspresija je regulirana tjelesnom debljinom i energetskim
balansom u organizmu (Istvan i sur. 2012.). Ukljucen je u regulaciju tjelesne tezine putem
prijenosa lipostati¢nih signala od adipocita do receptora leptina u hipotalamusu rezultirajudi
tako smanjenjem apetita i poveéanom termogenezom (Zang i sur. 1994.; Ji i sur. 1998.) (Slika
2.2.2.1.). Leptin gen je mapiran na govedem kromosomu 4 (Stone i sur. 1996.). Nekoliko
polimorfizama u LEP genu je opisano kod goveda, ukljucujuci LEP 1620 (A/G) lociran na intronu
2 LEP gena (Lien i sur. 1997.) i LEP 305 (T/C) lociran na egzonu 2 (Buchanan i sur. 2002.). Kod
LEP 305 (T/C), cistin alel je povezan s ve¢om razinom leptin mRNA, poveéanim sadrZajem masti
u trupu i manjom mramoriranosti kod goveda (Buchanan i sur. 2002.; Di Stasio i sur. 2007.).
Zivotinje s TT genotipom polimorfizma na govedoj leptin promotornoj regiji povezane su sa
pove¢anom razinom mramoriranosti, koncentracijom leptina i debljinom potkoZnog masnog
tkiva (Nkrumah i sur. 2005.). Polimorfizam leptina povezan je i s prinosom mlijeka kod
mlije¢nih goveda (Liefers i sur. 2002.). Zivotinje s TT genotipom pokazuju povecanu
proizvodnju mlijeka i prinos proteina u mlijeku u usporebi sa CCi CT genotipovima (Buchanan
i sur. 2003.).

Gubitzk Dobitzk
tedine
o E E ; tezine
+ Leptin + Leptin
Povecan unos hrane Smanjen unos hrane
Smanjena potroinja energije Povecana potroinja energije

Slika 2.2.2.1. Kontrola sinteze i ekspresije leptina
Izvor: https://goo.gl/bYG5sT

2.2.3. Tiroglobulin (TG)

Tiroglobulin (TG) je glikoproteinska prekursorna molekula hormona koji utje€u na
metabolizam masti i sintetizira se u tiroidnoj Zlijezdi (Istvan i sur. 2012.). Mapiran je na
centromernoj regiji govedeg kromosoma 14 (Cappieters i sur. 1998.; Winter i sur. 2002.). TG
gen kontrolira sintezu tiroidnih hormona (T3 i T4) koji reguliraju adipocitnu diferencijaciju i
rast (McPeake 2005.; Ailhaud i sur. 1992.) kao i intramuskularno taloZzenje masti (McPeake
2005.). Debljina potkoznog masnog tkiva i postotak masti u tkivima generalno, ukljuc¢ujuci
mlijeko, ocekivano su pod utjecajem TG polimorfizma zato Sto jodtironini utjeCu na
diferencijaciju adipocita i razina tiroidnog hormona utjece na postotak masti u mlijeku (Folley
i Malpress 1948.).

Kod polimorfizma TG gena goveda TT genotip povezan je s manjim ukupnim sadrzajem
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misi¢nih lipida i manjom debljinom potkoZnog masnog tkiva, dok CC/CT genotipovi rezultiraju
veéim ukupnim sadrzajem lipida u musculus longissimus dorsi (MLD) (0.39%) (Kelava i sur.
2013.). Znacajno razlicite frekvencije alela u pogledu TG gena pronadene su izmedu Hereford
i Simentalskog goveda (p<0.01) i Hereford i Charolais populacije goveda (p< 0.0001) (Kelava i
sur. 2013.).

2.2.4. Kalpain 1 (CAPN1)

Kalpain 1 gen, jedan od najviSe proucavanih gena, kodira veliku podjedinicu p-kalpaina-
enzimske proteaze koja je povezana sa procesom zrenja i omekSavanja mesa post mortem
(Page i sur. 2004.; Corva i sur. 2007.) te mramoriranosti misi¢a (Cheong i sur. 2008.). Govedi
CAPN1 mapiran je na kromosomu 29 (Page i sur. 2004.). SNP G316A na egzonu 9 (aleli G/C)
CAPN1 gena odreduje substituciju alanina sa glicinom u aminokiselini 316 proteinske domene
II (Miquel i sur. 2009.; Soria i sur. 2010.). G316A genotip povezan je sa zavrSnom tezinom
(Miquel i sur. 2009.), prosje¢nim dnevnim prirastom (Miquel i sur. 2009.; Tait u sur. 2014.) i
svojstvima kvalitete mesa (Gill i sur. 2009.; Miquel i sur. 2009.; Pinto i sur. 2010.). Gen je
mapiran na telomernom kraju kromosomalne regije ukljucujuéi znac¢ajno preklapanje QTL-ova
koji reguliraju ne samo mekoc¢u govedine nego takoder rast (tezina nakon odbica, teZina trupa)
i u€inkovitost iskoristavanja hrane (Casas i sur. 2003.; Pintos i Corva 2011.).

2.2.5. Stearoil-CoA desaturaza (SCD1)

Istrazivanja genske ekspresije pokazala su da je povisena aktivnost stearoil-CoA
desatureze 1 (SCD1) povezana s poveéanim nakupljanjem masti i desaturacijom zasi¢enih
Limousin referentnoj populaciji u istrazivanju Zhihua i sur. (2008.) otkrila je da je SCD1 gen
znacajno povezan s viSe svojstava talozenja masti i sastava masnih kiselina u skeletnim
Supljinama (bubrezi-zdjelica-srce). U istom istrazivanju su potvrdili da je visoka aktivnost
stearoil-CoA desaturaze 1 pozitivno korelirana sa razinom mramoriranosti mesa, koli¢inom
mononezasi¢enih masnih kiselina (MNMK) i sadrzajem konjugirane linoleinske kiseline, ali
negativno korelirana s kolicinom zasi¢enih masnih kiselina (ZMK). Isto tako, Zhihua i sur.
(2008.) navode da je SCD1 enzim, koji katalizira sintezu MNMK, koje su komponente
triglicerida, estera voska, kolesteril estera i membranskih fosfolipida, ogranic¢ene brzine. Gen
je visoko ekspresiran u bijelom i smedem masnom tkivu u normalnim hranidbenim uvjetima
(Zhihuai sur. 2008.).

2.2.6. Kalpastanin (CAST)

Govedi kalpastanin (CAST) gen, mapiran na kromosomu 7 (BTA7), je kandidat gen za
kvalitetu mesa, posebno za post mortem zrenje i omeksSavanje mesa (Schenkel i sur. 2006.).
Serin/treonin supstitucija (S20T) na CAST genu (egzon 1C/1D) na poziciji 20 povezana je sa
svojstvima mekoce mesa (Juszczuk-Kubiak i sur. 2004.). CAST gen funkcionalni je gen za
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svojstva trupa i kvalitete govedeg mesa zbog fizioloSke aktivnosti njegovih proteinskih
produkata (Kohmaraie 1994.; Curi i sur. 2009.). Dosadasnji rezultati pokazali su visu
frekvenciju heterozigotnog genotipa CAST C20T polimorfizma kod simentalskog goveda
(65.43%) ( Ardicli i sur. 2016.). Isto je utvrdeno u istraZivanju Juszczuk-Kubiak i sur. (2004.) i
Yousefi i Azari (2012.).

2.3. Simentalsko govedo

Simentalska pasmina goveda jedna je od najstarijih i najrasprostranjenijih pasmina u
svijetu. Kao pasmina spominje se u srednjem vijeku u Svicarskim pokrajinama Simmental i
Saanenland, po kojima je i dobila ime. lzvrsna radna snaga, dobra tovna sposobnost i veéi okvir
ucinile su ovu pasminu jednom od najpopularnijih u zemljama srednje Europe (lvankovié
2014.). Dalje Ivankovi¢ (2014.) navodi da je sustavni uzgojni rad na simentalskoj pasmini
zapoceo 1806. godine utemeljenjem mati¢ne knjige u Bernu. Od tada pocinje Sirenje
simentalske pasmine diljem svijeta. Tijekom 19. stolje¢a pasmina se proSirila na podrucje
Rusije i susjednih europskih zemalja, a krajem 19. i pocetkom 20. stolje¢a na podrucje Sjeverne
i Juzne Amerike i Afrike. Na podrucju Hrvatske prvi se puta uvozi 1827. godine. Kasnije se uvozi
i u druge krajeve Hrvatske, primarno u okolicu Krizevaca, Bjelovara, Koprivnice i Vrbovca. Od
1970. godine govedarstvo Hrvatske je temeljeno na simentalcu. Svjetski savez uzgajivaca
simentalskog goveda (World Simmental Federation) osnovan je u Zagrebu 1974. godine, a na
podrucju Europe aktivno je Europsko udruzenje uzgajivac¢a simentalskog goveda. Ukupan broj
goveda u Republici Hrvatskoj prema izvjeS¢u Hrvatske poljoprivredne agencije (HPA) za 2016.
godinu iznosio je 462 361 grla, od toga krava 167 628, broj krava mlijecnih i kombiniranih
pasmina iznosio je 151 274 (Graf 2.3.1.), a unutar njih, simentalskoj pasmini pripada 105 389
krava, Sto u ukupnom udjelu svih krava odgovara 62,8% (HPA 2016.) (Graf 2.3.2.). Simentalac
je snazne konstitucije, prilagoden uvjetima proizvodnje u nizinskim i brezuljkastim krajevima
Hrvatske. Boja simentalskog goveda varira od svjetloZzute do crvene, s bijelim plohama, bijele
glave i repa. Tjelesna masa bikova 1100-1350 kg, krava 600-750 kg. Visina bikova u grebenu
145-155 cm, a krava 130-140 cm. Dlaka je mekana, koZa srednje debela i djelomi¢no
pigmentirana. Porodna masa teladi iznosi 38-40 kg. Dnevni prirasti kreé¢u se od 1200-1500 g.
Visoki udio istog mesa u polovicama (62-67%) i mramoriranost svrstavaju ga u red najboljih
pasmina za proizvodnju mesa. Prosje¢na mlije€nost u simentalskoj pasmini iznosi 4971 kg
mlijeka, s 4,0% m.m. i 3,3% bjelancevina (HPA 2016.). Za sustav krava-tele osobito je pogodan
bezroini simentalac. Premda je simentalac pasmina dvojnih osobina (kombinirana pasmina),
afirmirao se i u relativno intenzivnoj proizvodnji mlijeka. U stadima s dobrim menadZmentom
moze godiSnje proizvesti vise od 7000 kg mlijeka, zadovoljavajuéeg sastava. Ova razina
proizvodnje nema negativne posljedice na proizvodnju kvalitetne teladi za tov i kvalitativan
sastav polovica. Nesto je niZzeg kapaciteta konzumacije suhe tvari krme i trosi viSe energije za
uzdrzne potrebe. Prednost mu je duzi proizvodni vijek i kvalitetna telad za tov. Dobar je izbor
u pogledu proizvodnje mlijeka za male farme odnosno mjeSovita gospodarstva. Simentalac
mesnog tipa srednjeg je do velikog okvira, dobre muskulature sapnog, lednog i lopaticnog
dijela. Pogodan je za intenzivne do umjereno intenzivne tehnologije proizvodnje govedeg
mesa, te za uporabna krizanja s drugim pasminama (Charolais, Blonde d'Aquitane, Belgian
Blue). Postize dobre priraste, visoki randman, pozeljnu kakvo¢u mesa i udio misiénog tkiva u
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polovicama. PoZeljno je podrzavati varijabilnost okvira (veli¢ine grla), bududi da su grla manjeg
okvira pogodna i za nesto ekstenzivnije sustave koristenja.

5\ krave
miijeéne i kombinirane krave
= = = krave u kontroli mlijeénosti
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Graf 2.3.1. Kretanje ukupnog broja krava u RH
Izvor: HPA (2016.)
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Graf 2.3.2. Udio simentalske pasmine u pasminskoj strukturi RH
Izvor: HPA (2016.)
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3. Hipoteze i cilj istrazivanja

Jedan od gena s mogucim utjecajem na metabolizam masti kod goveda je diacilglicerol-
O-aciltransferaza 1 (DGAT1), koja katalizira zavrsni korak sinteze triglicerida. Ne-konzervativna
dinukletidna supstitucija AA/GC i posljedi¢na zamjena lizina alaninom (K232A) u bovinom
DGAT1 genu, prethodno mapiranom na 14 kromosomu, prvo je predloZzena kao uzrocna
varijacija s utjecajem na svojstva mlijene masti. Kasnija istraZivanja pokazala su znacajne
utjecaje K/A polimorfizma DGATI1 gena i na svojstva masnog tkiva u mesu i trupu goveda, pri
¢emu je KK genotip povezan s jac¢im nakupljanjem masnog tkiva. Medutim, u nekim od
provedenih studija kod tovnih goveda nije utvrdena znacajnija povezanost ovog polimorfizma
s svojstvima masnog tkiva, te utjecaj DGAT1 gena u tom pogledu i dalje ostaje nejasan.
Navedeno posebno vrijedi za simentalsku pasminu goveda kod koje u dosadasnjim
istrazivanjima nisu pronadene visoke frekvencije KK genotipa. Stoga istraZivanja polazi od
pretpostavke da je kod simentalske pasmine utjecaj polimorfizma DGATI1 gena na svojstva
masnog tkiva trupa jos$ uvijek nedovoljno poznat te ga je potrebno dodatno istraziti.

Da bismo potvrdili hipoteze, cilj rada bio je utvrditi:

- frekvencije alela i genotipova SNP-ova DGAT1 gena na uzorku domacih tovnih
simentalskih bikova i junica iz intenzivnog uzgoja

- povezanost DGAT1 genotipova s stupnjem zamaséenosti trupa

- povezanost DGAT1 genotipova sa sastavom masnih kiselina masnog tkiva (loja)

- utjecaj spola i moguce interakcije (DGAT1 x spol)
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4. Materijali i metode rada

U radu su dijelom koristeni materijali i metode iz istrazivanja Karolyi i sur. (2012.).

4.1. Zivotinje

IstraZivanje je provedeno na 26 tovnih simentalskih goveda (13 bikova i 13 junica) u
skladu s nacionalnim zakonodavstvom o zastiti Zivotinja (Narodne novine, 2006). Sve su
Zivotinje bile domacdeg podrijetla i uzgojene pod sli¢énim uvjetima drZzanja (unutarnji boksovi sa
betonskim podovima) i hranjenja (krmna smjesa sastavljena od kukuruznog zrna i silaze
kukuruzne stabljike, superkoncentrat i sijena). U vrijeme klanja sve Zivotinje su bile oko godinu
dana starosti sa prosjecnom zivom masom bikova od 510 kg i junica od 455 kg.

4.2. Klanje i klaonicka obrada trupa

Zivotinje su zaklane u komercijalnoj klaonici koristeéi standardne procedure koje se
sastoje od mehani¢kog omamljivanja, vertikalnog iskrvarenja, evisceracije i zavrSnog pranja.
Tezina toplih trupova izmjerena je bez uklanjanja subkutane masti i bubrega i zdjeli¢ne
Supljine. Klaonicki randman (%) izracunat je kao = (masa toplog trupa / masa prije klanja) *100.
Nakon toga je uklonjena je prekomjerna mast s trupa, u podrucju prepona i unutarnjih
skladista masti (bubrezi i zdjelicna mast) te izvagana kako bi se dobila vrijednost odstranjene
masti. Nakon 48h hladenja na 4°C, tkivni sastav trupa je procijenjen totalnom disekcijom
desne polovice (DLG method, Scheper i Sholz, 1985). Svaki dio trupa je izvagan i razdvojen u
misice, kosti, mast i vezivno tkivo. Ukupna tezina odvojenog tkiva je iskoristena kao nazivnik
za racunanje udjela odredenog tkiva u trupu.

4.3. Analiza tkiva

Nakon 48h post mortem, uzorci masnog tkiva (loja) uzeti su iz desne polovice trupa u
predjelu osmog rebra i pohranjeni smrznuti na -20°C do analize sastava masnih kiselina (MK).
Sastav masnih kiselina odreden je pomodu plinske tekuée kromatografije koristeci in situ
transesterifikacijsku metodu (Park i Goins, 1994.). Sadrzaj metilnih estera masnih kiselina
(MEMK) je odreden koristec¢i ,Agilent Technologies 6890 N“ (USA) plinski kromatograf
opremljenu sa detektorom ionizacije plamena i kapilarnom kolonom ,,Supelco Omegawax™
320“ (duZina 30 m, unutarnji promjer 0.32 mm i debljina sloja 0.25 mm) za odvajanje MEMK.
Izdvojeni MEMK su identificirani usporedbom sa vremenom njihovog zadrzavanja u
standardnoj smjesi (Nu-Check Prep, Inc, Elysian, USA). Ista smjesa je koristena za odredivanje
faktora odgovora (eng. response factor ili RF) za svaku masnu kiselinu. Maseni udio svake
masne kiseline u uzorku je odreden koristeéi RF i faktor konverzije udjela masnih kiselina iz
MEMK. Indeksi desaturacije masnih kiselina su izracunati kao: C14 indeks = C14:1 / (C14:0 +
C14:1) * 100, C16 indeks = C16:1 / (C16:0 + C16:1) * 100 i C18 indeks = C18:1 / (C18:0 + C18:1)
*100.
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4.4. Genotipiziranje DGAT1

Misi¢no tkivo (m. longissimus dorsi ili MLD) svakog trupa (desne polovice) uzorkovano
je 48h post mortem u visini 8. rebra i pohranjeno na -80°C. DNA je ekstrahirana sa ,DNeasy
Blood & Tissue Kit“ (Qiagen GmbH, Germany) prema preporukama proizvodaca. ,Polymerase
Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism“ ( PCR-RFLP) analize su
napravljene prema Winter i sur. (2002.). Tako je fragment veli¢ine 411 bp proSiren (od DGAT1
gena) koriste¢i ,forward“: (5'- GCACCATCCTCTTCCTCAAG -3') i ,reverse”: (5'-
GGAAGCGCTTTCGGATG -3') (Invitrogen) primere i proveden na restrikcijske analize sa
enzimom ,Cfrl“ (Fermentas). PCR protokol je izvoden u 50 pL restrikcijskom miksu koji sadrzi
priblizno 50 ng ukupne DNA, 0.2 uM svakog ,forward” i ,reverse” primera i ,Qiagen
HotStarTaq®Plus Master mix Kit (Qiagen, GmbH, Germany). PCR je proveden u ,iCycler”
(Biorad, USA) i sastoji se od: pocetnog denaturacijskog koraka na 95°C / 15 min pracen sa 38
ciklusana95°C/ 60 s, Zarenjana 6°C/ 60 s i elongacije na 72°C / 60 s sa zavrsnim elongacijskim
korakom od 7 min na 72°C. Restrikcijske analize su napravljene u smjesi 18 uL PCR produkta,
2 L pufera i 0.8 pL restrikcijskog enzima ,,Cfrl“ (Fermentas) na37°C/ 1 h.

4.5. Statisticke analize

Frekvencije genotipova DGATI1 polimorfizma su testirane na odstupanje od Hardy-
Weinberg equilibrium-a (HWE) pomocu Hi-kvadrat testa. Razlike izmedu utjecaja analizirane
su analizom varijance kao op¢i linearni model ( eng. General Linear Model ili GLM) koristeci
GLM proceduru u (SAS, 2012). Model je ukljucivao spol i DGAT1 genotip kao glavne efekte i
takoder njihove interakcije, koje su uvijek bile nesignifikantne te su zbog toga uklonjene iz
zavrsne analize. Kada je bilo koji od glavnih efekata bio znacajan (p<0.05), razlike izmedu grupa
su analizirane pomoéu ,Tukey” provjere. U tablicama su prikazane srednje vrijednosti
dobivene metodom najmanjih kvadrata (eng. Least Square Means ili LSM) i standardne greske.
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5. Rezultati i rasprava

Frekvencije DGAT1 alela i genotipova pokazane su u Tablici 5.1. Kod junica je K alel bio
manje ucestao (8%) nego kod bikova (27%), sa ukupnom frekvencijom K alela od 17%.
Genotipovi su dodijeljeni kao Sto je definirano u literaturi: AA, KA, KK (Winter i sur. 2002.). Za
DGAT1 gen nakon sekvenciranja i kloniranja je otkriveno da nema kombinacije dva alela lizina
(KK genotip). Distribucije genotipova za bikove, junice i ukupno nisu odstupale (p >0,05) za
HWE ocekivanja (X%=1,49, 0,12 i 1,028).

Tablica 5.1. Frekvencije genotipova i alela DGAT1 polimorfizma kod simentalskog goveda

Gen/Spol Genotipovi i frekvencije® Aleli i frekvencije alela
DGAT1 KK KA AA K A
Bikovi 0 6 5 0,27 0,73
Junice 0 2 10 0,08 0,92

Sve Zivotinje 0 8 15 0,17 0,83

aAleli ,K“i,A“ DGATI gena predstavljaju lizin i alanin.
Analiza triju uzoraka nije uspjela

Svojstva i sastav trupa, te svojstva taloZenja masti kod bikova i junica i razli¢itih
genotipova DGAT1 polimorfizma su prikazana u Tablici 5.2.

U ovom istrazivanju, bikovi su imali vecu (p <0,05) teZinu trupa od junica. Kod mladih
zaklanih Zivotinja normalno je da se tezina trupa kreée bik > junac > junica (De Smet i sur.
2004.). Jedno od glavnih kvantitativnih svojstava koje utjece na kvalitetu trupa kod goveda je
debljina potkoZnog masnog tkiva (Moore i sur.2003.). Postotak odstranjene masti s trupa bio
je vedi (p <0,05) kod junica koje su takoder imale vedéi udio izdvojenog masnog tkiva u nogama,
ramenima,rebrima, vratu, prsima i trbusnom dijelu. Udio masti na straznjem i prednjem dijelu
pleéke bio je slican (p <0.05) izmedu spolova, dok u je u gornjem dijelu unutar ramena tezio
(p <0,10) biti visi kod junica. Uzimajudéi u obzir sastav trupa, disekcija je pokazala visi (p <0,05)
udio misiénog tkiva kod bikova i masnog tkiva kod junica, dok udio kosti i vezivnog tkiva nije
bio razli¢it izmedu spolova. Utjecaj DGAT1 polimorfizma nije bio znacajan (p>0,05) niti za
jedno od prikazanih svojstava. U istraZzivanju Kelava i sur. (2013.) prikazano je da DGAT1
polimorfizam nema znacajan utjecaj na debljinu potkoZnog masnog tkiva, ali KK genotip
rezultira ve¢om debljinom loja (0,53 cm). Isti rezultati dobiveni su i od drugih autora
analizirajuci Bos taurus i Bos indicus populacije goveda (Casas i sur. 2007.; Fortes i sur. 2009.).

Generalno, nije bilo interakcija izmedu efekata spola i DGAT1 lokusa. Frekvencija K
alela (lizin) DGAT1 gena bila je preniska u istrazivanoj populaciji da bi proizvela dovoljan broj
KK genotipa i usporedba je napravljena za KA i AA genotipove.
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Tablica 5.2. Utjecaj spolai DGAT1 genskog polimorfizmana na svojstva zamasc¢enosti trupa kod

simentalskog goveda

Spol DGAT1
Varijable Bikovi Junice p AA KA p
(n=13) (n=13) (n=15) (n=8)

Tezina trupa (kg) 278,1 16,7 2449 7,3 265,4 15,9 257,6 18,2 ns
Odstranjena mast (kg) 12,30+1,02 | 17,50 +1,30 14,30 +0,92 | 15,50+1,37 | ns
Odstranjena mast (%) 4,02 0,28 6,21 +0,30 5,07 +0,25 5,16 +0,34 | ns
Masno tkivo (%) u:
Straznji dio plecke 6,22 0,51 6,35 +0,56 ns 6,16 £0,46 6,41 +0,63 ns
Noga 4,37 0,45 5,95 0,49 * 5,31 1+0,40 5,00 £0,55 ns
Leda 4,67 0,74 6,42 £0,81 ns 5,62 £0,66 5,47 £0,91 ns
Trbuh 16,67 1,65 | 22,21 +1,80 * 20,97 +1,47 | 17,91+2,02 | ns
Rebra 18,77 £1,90 | 24,90 £2,07 * 20,37 +£1,69 | 23,29+2,33 | ns
Gornji dio unutar ramena 6,11 +0,61 7,94 £0,66 t 7,67 £0,54 6,37 £0,74 ns
Vrat 4,36 £0,66 7,69 10,72 * 6,33 £0,59 5,71 £0,81 ns
Donji dio unutar ramena 15,13 £1,31 | 23,80+1,43 * 19,28 +1,17 | 19,65+1,61 | ns
Prsa 16,97 £1,34 | 22,77 £1,46 * 19,15+1,19 | 20,59+1,64 | ns
Rame 7,24 +0,71 10,66 +0,77 * 9,25 10,63 8,66 +0,87 ns
Prednji dio pleéke 1,45 0,14 1,51 +£0,15 ns 1,56 +0,12 1,39 +0,17 ns
Sastav trupa (%):
Misiéno tkivo 70,38 £0,58 | 66,93 £0,63 * 68,65 +0,51 | 68,67 10,70 | ns
Masno tkivo 7,53 0,62 | 10,79 +0,67 * 9,23 +0,55 9,10 +0,76 ns
Kostano tkivo 16,33 +0,2 | 15,97 +0,26 ns 16,39 +0,22 | 15,92 +0,30 | ns
Vezivno tkivo 5,73 £0,32 6,37 £0,35 ns 5,75 10,29 6,34 +0,40 ns

ns= p>0,05; t = p <0,10; * = p <0,05

Izvor: Karolyi i sur. (2012.)

Utjecaj spola i DGAT1 genskog polimorfizma na sastav masnih kiselina loja prikazan je u
Tablici 5.3.
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Tablica 5.3. Utjecaj spola i DGAT1 genskog polimorfizma na sastav masnih kiselina loja
(g/100g MK) kod simentalskog goveda

Spol DGAT1
Varijable Bikovi (n=13) | Junice (n=13) 0 AA KA 0
(n=15) (n=8)

C10:0 0,05 +0,002 0,04 £0,003 | ns 0,04 £+0,002 | 0,04 +0,003 | ns
C12:0 0,08 +0,003 0,07 £0,004 | ns 0,07 £0,003 | 0,07 £0,005 | ns
C14:0 3,57 £0,16 3,07 £0,20 t 3,3310,14 3,31+0,21 | ns
Cl4:1 0,46 0,06 0,62 +0,08 ns 0,49 0,05 0,58 +0,08 | ns
C15:0 0,76 0,23 0,69 £0,29 ns 0,85 10,21 0,60+0,30 | ns
C16:0 24,04 0,56 23,0910,71 | ns 23,64 0,50 | 23,49+0,75 | ns
Cle:1 2,55 10,26 3,29 +0,33 t 2,88 £0,23 2,96 +0,35 | ns
C17:0 2,30 +0,09 1,76 0,12 * 2,15 0,08 1,910,12 | ns
C18:0 21,75 1,02 16,94 £1,31 * 19,50+0,93 | 19,21+1,39 | ns
ci1s8:1 39,95 0,84 46,96 +1,08 * 43,15+0,76 | 43,25%1,39 | ns
C18:2n-6 3,42 £0,11 2,49 £0,14 * 2,96 £0,10 2,95 +0,15 ns
C18:3n-6 0,009 +0,0007 | 0,01 +0,0009 | * 0,01 +0,0006 | 0,010,001 | ns
C18:3n-3 0,24 +0,007 0,18 +0,009 * 0,21 £+0,006 | 0,210,009 | ns
C20:0 0,15 +0,008 0,10 +0,01 * 0,13 +0,007 0,12+0,01 | ns
C20:1 0,30 0,03 0,43 +0,03 * 0,37 +0,03 0,37 £0,4 ns
C20:2n-6 0,04 +0,002 0,04 £0,002 | ns 0,04 £+0,002 | 0,04 +0,003 | ns
C20:3n-6 0,03 +0,005 0,08 +0,006 * 0,05 +0,004 | 0,06 +0,007 | ns
C20:4n-6 0,03 +0,003 0,06 +0,004 * 0,05 +0,002 | 0,050,004 | ns
C22:2n-6 0,04 +0,004 0,03 +0,005 * 0,04 £+0,004 | 0,04 +0,006 | ns
C22:4n-6 0,01 +0,003 0,04 0,004 * 0,02 £0,002 | 0,03 +0,004 | ns
C22:5n-3 0,01 +0,002 0,03 +0,003 * 0,02 +0,002 | 0,02 +0,003 | ns
2ZMK 52,69 +£1,01 45,76 £1,30 * 49,71 +0,91 48,76 £1,37 | ns
2MNMK 43,27 £0,99 51,30 £1,27 * 46,91 £0,90 47,67 £1,34 | ns
2PNMK 3,85 0,11 2,97 £0,15 * 3,40 £0,11 3,42 0,16 ns
C 14 indeks 11,22 £1,25 16,75 £1,60 * 12,99 +1,13 | 14,99+1,69 | ns
C 16 indeks 9,54 0,70 12,33 £0,90 * 10,73 +0,64 | 11,14+0,94 | ns
C 18 indeks 64,81 +1,40 73,56 +1,79 * 68,92 1,26 | 69,45+1,88 | ns

ns= p>0,05; t = p <0,10; * = p <0,05.

Junice su imale visi (p €0,05) udio ukupnih i individualnih mononezasi¢enim masnim
kiselinama (MNMK) u loju i vise (p <0,05) indekse desaturacije: C14, C16 i C18. Bikovi su u
sastavu loja imali vise (p <0,05) ukupnih i neke individualne zasi¢ene masne kiseline (ZMK)
(C10:0, C12:0, C15:0, C18:0 i C20:0) i viSi (p <0,05) udio ukupnih polinezasi¢enih masnih
kiselina (PNMK).
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Simentalska pasmina znana je kao kombinirani pasminski tip koji se koristi za dvojne
proizvodne svrhe (meso i mlijeko) u Hrvatskoj se mijenjala tijekom godina u skladu s
promjenom uzgojnih ciljeva (Stokovi¢ i sur. 2009.). Frekvencije alela i genotipova DGAT1
genskog polimorfizma dobivene u ovom istraZzivanju na 26 simentalskih bikova i junica
podudaraju se s naznakama opisanim u literaturi (Kaupe i sur. 2004.; Hanusova i sur. 2014.).

U ovom istraZzivanju, genotip AA, K232A polimorfizma, znadajno je prevladao nad KA,
dok homozigotan genotip KK nije pronaden. Isti rezultati dobiveni su od strane Hanusova i sur.
(2014.) u istraZivanju provedenom u Ceskoj na simentalskoj populaciji bikova. U istom
istrazivanju, frekvencija A alela (0,945) predominira nad K alelom (0,055) sto je u suglasju s
rezultatima dobivenim i u ovom istraZivanju u kojem je analizirana grupa imala frekvenciju A
alela visu (0,73) od frekvencije K alela (0,27). Rezultate koji se slazu s ovim i prijasnjim
istrazivanjima dali su Ardecli i sur. (2016.), dobivSi u svome istrazivanju na simentalskim
bikovima frekvenciju AA genotipa 82,71%, koji je znatno prevladavao nad KA, dok homozigotni
genotip KK nije pronaden.To je drugacije od frekvencija pronadenih u njemaskom Holsteinu
(Hradecka i sur. 2008.), gdje su pronadene frekvencije 0,660 i 0,340, ali spomenuta pasmina
je krizana sa Jersey pasminom. Thaller i sur. (2003.) dobili su frekvencije alelnih varijanti
kodiranih za K alel u njemackom Holsteinu od 0,548. Cjelokupna frekvencija promotrenog K
alela od 17% u ovom istraZivanju visa je nego one dobivene za simentalsku populaciju goveda
u drugim zemljama, u rasponu od 1% u Italiji (Scotti i sur. 2010.) do 6% u Irskoj (Pannier i sur.
2002.).

Kako navode Grisart i sur (2002.) K je vjerojatno ancstralni oblik alela te je njegova
frekvencija indirektno pod utjecajem selekcije i pada kod selekcije za visi prinos mlijeka. Niska
frekvencija K alela pronadena u istraZzivanju Hanusova i sur. (2014.) podrazumijeva indirektnu
selekciju kao posljedicu svojstava prinosa proteina u mlijeku u ¢eSkom simentalskom govedu
u zadnjim desetlje¢ima. Povrh toga, ¢eski simentalac je oplemenjen koristeci Ayrshire i Red
Holstein goveda s ciljem poboljSanja sastava mlijeka i provedeno krizanje moze imati utjecaj
na frekvencije u DGAT1 polimorfnom lokusu (Hanusova i sur. 2014.). Isto navode i Winter i sur.
(2002.) koji ukazuju da je moguce da je neka visa frekvencija DGAT1 K alela, promotrenih u
prijasnjim istraZzivanjima, rezultat ¢estog uvoza uzgojnih Zivotinja iz Njemacke, a u njemackom
Fleckvieh simentalcu lizin (K) kodirajuéi alel je povezan s visokim uzgojnim vrijednostima za
udio mlije¢ne masti.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da je koli¢ina potkozne masti, diseciranog masnog
tkiva u trupu i vecini njegovih djelova znacajno visa kod junica nego kod bikova. Junice imaju
vise nakupljenog masnog tkiva (loja) sa veéim udjelom mononezasi¢enih masnih kiselina
(MNMK), dok bikovi imaju vise zasi¢enih (ZMK) i polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK). U
istrazivanju Karolyi i sur. (2012.) na istim Zivotinjama utvrdeni su vrlo sli¢ni masno-kiselinski
profili za intramuskularnu mast MLD-a kod bikova i junica. Ve¢a misi¢na zamascenost kod
junica takoder je bila povezana sa znacajno visSim indeksom desaturacije masnih kiselina i
udjelom MNMK i nizim udjelom ZMK u usporedbi s bikovima (Karolyi i sur. 2012.).

U ovom istrazivanju nije pronaden utjecaj DGAT1 lokusa na taloZenje masti i sastav
masnih kiselina masnog tkiva (loj). Nedostatak povezanosti izmedu govedeg DGAT1
polimorfizma, ali s nakupljanjem intramuskularne masti, ve¢ je objavljen (Fortes i sur. 2009.;
Pannierisur. 2010.; Karolyiisur. 2012.). U slucaju DGAT1 gena, A alel je predstavljan u jednom
od haplotipova povezanih s niZim procjenjenim uzgojnim vrijednostima (PUV) za potkozno
masno tkivo. Nije pronadena znacajna povezanost izmedu DGAT1 alela i PUV potkoinog
masnog tkiva (Moore i sur. 2003.). Nedostatak znacajne povezanostiizmedu alela DGAT1 gena
i PUV potkoZznog masnog tkiva i niska frekvencija K alela kod goveda moZe biti pokazatelj bitne
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uloge za druge gene u metabolizmu masti goveda (Cases i sur. 2001.). Takoder, u istraZivanju
Casas i sur. (2005.) DGAT1 polimorfizam nije pokazao utjecaj na debljinu potkoZznog masnog
tkiva.
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6. Zakljucak

Na temelju provedenog istrazivanja govedeg DGAT1 genskog polimorfizma u Hrvatskoj
populaciji simentalskih bikova i junica, potvrdena je niska varijabilnost u DGAT1 lokusima sa
niskom frekvencijom lizin (K) alela. Nije pronaden KK genotip u istrazivanoj populaciji sto je
vec opisano za simentalsku pasminu u literaturi u kojoj, ili nije pronaden, ili se pojavljuje u jako
niskoj frekvenciji. Ocekivano, junice su imale veéi stupanj zamascéenosti trupa sa vise
mononezasi¢enih masnih kiselina (MNMK) u loju, dok su bikovi imali vise zasi¢enih (ZMK) i
polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK). Nije utvrdena interakcija izmedu spola i DGAT1
genskog polimorfizma. Sli¢ni (P>0,05) masno-kiselinski profili i C14:0, C16:0 i C18:0 indeksi
desaturacije masnih kiselina u KA heterozigota i AA homozigota ne ukazuju na povezanost
DGAT1 polimorfizma sa svojstvima taloZenja tjelesne masti i sastavom masnih kiselina u
istrazivanom uzorku simantalske pasmine goveda. Treba uzeti u obzir da je ovo istrazivanje
provedeno na malom populacijskom uzorku (n=26) bez testiranih nositelja lizin homozigota,
Sto ukazuje na potrebu daljnjih istraZivanja.
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