Caracterizarea fenotipica si genetica a rasei
Sura de Stepa

RAPORT DE CERCETARE 2008 (FAZA II)

Obiective:

1. Stabilirea loturilor de animale analizate;

2. Documentatie de specialitate, elaborarea de programe biometrice
aplicative;

3. Alcatuire bazei de date, definitivare protocoale experimentale;

4. Caracterizarea fenotipica a rasei Sura de Stepa;

5. Estimarea indicatorilor statistici si a parametrilor genetici;

6. Stabilirea protocoalelor in vederea determinarii markerilor moleculari
(genetici si biochimici).

Proiectul de cercetare urmdreste monitorizarea nucleului de rasa Sura de Stepa

din Moldova, in vederea caracterizarii ei din punct de vedere fenotipic si genetic, date

care vor fi utilizate pentru conservaraea rasei.
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Activitatile desfasurate in cadrul proiectului de cercetare pentru etapa 2008 au vizat:

Identificarea si inregistrarea exemplarelor si a loturilor luate in studiu;

Masuratorilor si determinarilor specifice;

Elaborarea modelelor experimentale, documentatie de specialitate pentru adoptarea
modelelor biometrice de studiu;

Inregistrari specifice in vederea alcatuirii bazei de date;

Elaborarea documentatiei de specialitate in vederea prelucrarii bazei de date inregistrate;
Analiza caracterelor morfologice si de productie, (determinarea dezvoltarii corporale pe
baza de mdsuratori si aprecierea conformatiei prin descrierea lineard, controlului productiei de
lapte, gestionarea datelor privind originea, montele, fatarile, produsii obtinuti, iesirile §i intrarile
in nucleul monitorizat);

Analiza insusirilor de reproductie;

Estimarea valorilor medii si ale variabilitétii, calcularea testelor de semnificatie;
Estimarea heritabilitatii, repetabilitatii corelatiilor fenotipice, genotipice si de mediu;
Elaborarea de modele experimentale pentru stabilirea individualitatii exemplarelor;
Stabilirea protocoalelor in vederea determinarii markerilor moleculari (genetici si

biochimici).



Importanta protectiei §i conservarii resurselor genetice animale in toate statele lumii,
rezidd din preocuparea permanentd a Organizatiei Natiunilor Unite pentru Agricultura si
Alimentatie, FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) prin intalniri
anuale cu specialistii nominalizati din fiecare tara si numeroase publicatii elaborate periodic prin
IDAD (Informative for Domestic Animal Diversity) cum ar fi: Lista rosie pentru animale si
plante amenintate la scard mondiald; Strategia globala si managementul resurselor genetice a
animalelor de ferma; Principalele linii directoare pentru dezvoltarea planurilor de gestiune a
resurselor genetice la nivel national. Avand in vedere cd Romania este semnatard in 1992 a
Conventiei ONU pentru biodiversitate biologicd, si alinierea legislatiei nationale cu cea
internationald, suntem nevoiti sd revedem strategia conservarii resurselor genetice la nivel
national.

Agrobiodiversitatea este un element esential al biodiversitdtii mondiale. Mai mult de 75
% din productia agricolda alimentard mondiald, provine de la 25 specii vegetale si animale
domestice. Gestiunea si modificarile Resurselor Genetice in cadrul acestor specii sunt
indispensabile si vin 1n Tntdmpinarea asigurdrii securitatii alimentare. Presiunea pentru cresterea
productiei alimentare, productivitdtii si durabilitatii la nivel mondial este puternica.
Identificarea, obtinerea si dezvoltarea ulterioard a materialului genetic vegetal si animal, care
duc la o inaltd productivitate si o bund adaptare la conditiile locale, sunt priorititi mondiale $1 au
condus la o miscare fara precedent a materialului genetic de folosinta agricola.

Se impune a se face un recensamdnt al resurselor genetice animale in aceasta etapa.
Numarul speciilor de animale domestice exploatabile in prezent este de aproximativ 40, din care
14 specii asigura 90 % din productia animala totald. Noua din aceste 14 specii (bovine, cabaline,
porcine, ovine, caprine, bubaline, pasari si curci), reprezentand aproximativ 4.000 de rase din
lumea intreagd, alcdtuesc cea mai mare parte din numarul total de mamifere cunoscute pe terra.
In urma unei anchete mondiale asupra a 28 de specii de animale domestice, sunt indicate 3.882
de rase din care aproximativ 880 nu au un efectiv cunoscut, sunt in pericol si tipul lor genetic
poate dispare.

Organizatia Natiunilor Unite pentru Alimentatie i Agriculturd (FAO), are o lunga istorie
de participare la gestiunea mondiald a resurselor genetice animale si a acceptat responsabilitatea
de dirijor, coordonator al actiunilor concertate pentru monitorizarea resurselor genetice a
animalelor domestice. F.A.O. a lansat Tn 1995 un Program largit pentru gestiunea resurselor
genetice a animalelor de ferma, pentru orcine furnizeazd un mecanism pentru comunicare i
cooperare internationald, privind gestiunea resurselor genetice animale. Elementele tehnice ale
Programului mondial al FAO pune accent pe identificarea, descrierea, dezvoltarea, utilizarea si

supravegherea resurselor genetice animale, conservarea resurselor unice si amenintate, formarea
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si participarea populatiei la gestiunea resurselor genetice animale i ameliorarea comunicarii prin
dialog si legaturi internationale pentru gestiunea resurselor genetice animale.

Punctele cheie pentru punerea in aplicare a inventarului resurselor genetice animale
nationale se face pentru fiecare specie astfel:

1. identificarea diferitelor rase;

2. descrierea fiecarei rase;

3. evaluarea numarului de animale din fiecare rasd si evolutia efectivelor in decursul
timpului;

4. caracterizarea comparativd a pricipalelor caractere de productie si adaptarea la
principalele conditii de productie ;

5. evaluarea importantei mondiale a raselor nationale;

6. supravegherea viitoarelor modificari din interiorul rasei.

Banca de date mondiala — F.A.O. asupra resurselor genetice animale este la Roma,
precum si sistemul central de stocaj a informatiilor asupra resurselor genetice animale. Ea
contine informatii despre 4.000 rase de mamifere si pasari de crescatorie.

Informatiile continute in Banca de date mondiala de la F.A.O. si formularele pentru
sustinerea informatiilor FAO/UNEP(1995) si la DAD-IS sunt disponibile pentru persoanele
investite sd conducd inventarele nationale ale resurselor genetice animale, acestea fiind astfel
incurajate sa utilizeze formularele si listele de descriere de la FAO, pentru a profita de experienta
organizatiei in acest domeniu §i pentru a facilita intrarea viitoarelor informatii nationale in Banca
de date mondiald. In plus, Banca de rase DAD-IS este disponibild pentru o utilizare directa la
nivel national, ceea ce suprima necesitatea de a dezvolta o noud baza de date.

Sistemul de informare si de comunicare al FAO, DAD-IS, care este dezvoltat si mentinut
de catre FAO in atentia tarilor pentru gestionarea resurselor genetice animale, ajutd institutiile
nationale responsabile in sinteza datelor fiecarei tari si distribuirea informatiei pentru studiul

prioritatilor nationale, regionale si internationale.

REZULTATE OBTINUTE

In prezent se apreciazd unanim, ci societatea moderna este confruntati cu numeroase
probleme esentiale pentru viitorul omului, care apar ca rezultat al disproportiei dintre o explozie
demograficd fard precedent si resursele naturale, care in unele locuri se diminueazd si se
degradeaza rapid ca urmare a unor exploatari defectuoase. Datoritd acestor fapte, a aparut ca o
necesitate acutd problema conservarii mediului inconjurator, azi prezenta pe agenda de lucru a

numeroase guverne si organisme internationale.



Rasa Sura de Stepa pe cale de disparitie, este cuprinsd intr-un program de conservare a
resurselor genetice animale, fiind crescutd intr-un nucleu redus la Statiunea de Cercetare si
Dezvoltare pentru Cresterea Bovinelor — Dancu lagi.

Asupra taurinelor Surd de Stepd nu se gadsesc date mai recente privind caracterele
morfoproductive si valoarea genetica actuald, motiv pentru care colectivul nostru a luat in

cercetare nucleul existent in Statiunea Dancu.

Fig. 1. Rasa Sura de Stepa S.C.D.C.B. Dancu lasi

Sura de Stepa (fig. /) este o rasd neamelioratd, care provine din forma de origine Bos
taurus primigenius. Formarea rasei este in stransa legatura cu mediul natural, la care crescatorul
a contribuit foarte putin.

La noi 1n tara, pand spre jumatatea secolului trecut, rasa a fost preponderenta pentru ca
ulterior ponderea ei sa inregistreze un declin pronuntat. in prezent, se giseste sub forma de
metisi cu un grad diferit de absorbtie, sporadic in Delta Dunarii, Moldova, un efectiv compact de
35 capete la S.C.D.C.B. Dancu judetul lasi si la SC. Trei Brazi judetul Neamt. Se cunosc mai
multe varietati, care au primit denumirea dupd numele zonei de formare: moldoveneasca,
transilvaneand, ialomiteana si dobrogeand. Varietatea transilvaneana se caracterizeaza din punct
de vedere morfologic prin dezvoltare corporald mare, urmata de varietatea moldoveneasca care
se situeaza intre taurinele de marime mijlocie, avand in trecut si cea mai mare raspandire in zona

Moldovei.

MATERIAL ST MET. ODA
Cercetdrile s-au efectuat pe 30 vaci Surd de Stepd, la care s-au urmarit:

¢ indicii productiei de lapte pe lactatii succesive (primele opt lactatii);



¢ indicii dezvoltarii corporale la taurinele adulte;

e structura genetica intrapopulationala;

o heritabilitatea, repetabilitatea, corelatiile fenotipice si genetice intre principalele
caractere morfoproductive.

Datele au provenit din observatii si determindri directe in arealul de existentad al rasei.
precum si din banca de date primare a S.C.D.C.B. Dancu - lasi si a UARZ lasi.

Toate datele au fost prelucrate statistic dupa un model biometric si un program elaborat
in cadrul disciplinelor de Geneticd animalda si Tehnologia cresterii bovinelor (S.A.V.C.,
Statisticd, Analiza Variantei si Covariantei etc, Conf. dr. Creanga Steofil, Conf. dr. Vasile
MACIUC 2000-2003).

REZULTATELE OBTINUTE $1 DISCUTII

In tabelul 1 se prezinta valorile medii si variabilitatea indicilor productiei de lapte, pe
lactatii succesive, la rasa Surd de Stepd. Dupd cum se constatd, durata lactatiei totale este si
durata lactatiei normale Intrucat nu este depasita perioada de lactatie de 305 zile. Cantitatea de
lapte pe lactatie a fost cuprinsa intre 1.589,64 kg (lact. a I-a) si 2.535,43 kg 1n lactatia a V-a care
reprezinti si lactatia maxima. Incepand cu lactatia a VI-a cantitatea de lapte scate, ca in lactatia a
VIII-a sa atinga valoarea de 1.078.5 kg.

In prima lactatie s-a realizat 62,69 % din lactatia maxima, valoare care evidentiazi
tardivitatea rasei Surd de stepd pentru productia de lapte.

Variabilitatea productiei cantitative de lapte este foarte accentuata, valorile deviatiei
standard fiind cuprinse intre s = 544,10 kg lapte 1n lactatia a I-a si 1.185,89 kg in lactatia a V-a,
iar a coeficientilor de variabilitate intre V% = 36,43 s1 V % =46,77. Variabilitatea foarte
accentuatd a nucleului studiat dovedeste lipsa selectiei dupa acest parametru de bazad si
posibilitatea ameliorarii genetice prin retinerea si multiplicarea genotipurilor valoroase. Este de
mentionat cd in nucleul studiat au existat indivizi cu o productie maxima de 4.080 kg lapte pe
lactatie sau de 3.080 kg.

In structura geneticd a efectivului studiat au fost identificate trei grupe de semisurori
paterne (tabelul 2) cu productii de 1.548,22 kg (cod 79009) si 1.752,33 kg (cod 79005), valori
destul de reduse in ce priveste cantitatea de lapte.

Se remarcd 1nsa o buna dezvoltare corporald a grupelor genetice, cu valori pentru
greutatea corporala cuprinse intre 626,67 kg (cod 79005) si 549,38 kg (87027). Aceste date sunt
favorabile selectiei nucleului studiat in scopul ameliorarii productiei de carne a rasei Sura de

Stepa.



Valorile medii si variabilitatea indicilor productiei de lapte,

pe lactatii succesive, la rasa Surd de Stepa

Tabelul 1

o Lactatie totala Lactatie normala
. Statisticii
Specificare - Durata | Lapte % Kg Durata | Lapte % Kg Durata
probei
zile kg gras. gras. zile Kg gras. gras. gestatiei
n 30 30 30 30 30 30 30 30 30
} 259,80 | 1589,64 4,64 68,94 | 259,80 | 1589,64 4,64 68,94 281,89
Lactatia +s ; 14,04 112,51 0,09 5,03 11,18 102,82 0,09 4,67 1,07
I s 74,33 595,35 0,49 26,62 59,19 544,10 0,49 24,74 5,70
V% 28,68 36,69 11,24 39,18 23,74 36,43 11,21 37,48 2,02
Min 90 360 3,40 15,00 90 360 3,40 15,00 269
Max 450 2612 5,30 110,00 305 2612 5,30 107,00 293
n 27 27 27 27 27 27 27 27 27
} 254,26 | 1699,96 4,65 67,04 254,26 | 1699,96 4,65 67,04 277,26
Lactatia ts; 14,45 147,15 0,09 5,09 14,45 147,15 0,09 5,09 5,42
II s 62,29 705,71 0,45 24,42 62,29 705,71 0,45 24,42 25,99
V% 27,25 41,58 9,88 33,43 27,25 41,58 9,88 33,43 9,37
Min 32 198 3,70 10,00 32 198 3,70 10,00 161
Max 369 3565 5,40 111,00 369 3565 5,40 111,00 296
n 20 20 20 20 20 20 20 20 20
} 254,80 | 2092,80 4,51 93,00 254,80 | 2092,80 4,51 93,00 284,50
Lactatia ts; 15,39 215,08 0,12 8,76 15,39 215,08 0,12 8,76 1,35
11 s 59,61 833,01 0,49 33,95 59,61 833,01 0,49 33,95 5,08
V% 23,39 39,80 10,85 36,50 23,39 39,80 10,85 36,50 1,78
Min 116 434 3,50 22,00 116 434 3,50 22,00 276
Max 345 4080 5,30 144,00 345 4080 5,30 144,00 292
n 15 15 15 15 15 15 15 15 15
} 290,50 | 2082,10 4,62 91,10 290,50 | 2082,10 4,62 91,10 278,70
Lactatia ts; 22,75 250,46 0,13 9,71 22,75 250,46 0,13 9,71 3,18
v s 71,95 792,03 0,41 30,72 71,95 792,03 0,41 30,72 10,06
V% 24,77 38,04 8,94 33,72 24,77 38,04 8,94 33,72 3,61
Min 194 835 4,10 45,00 194 835 4,10 45,00 255
Max 470 3080 5,30 138,00 470 3080 5,30 138,00 292




Tabelul 1 (continuare)

Lactatie totala Lactatie normala
. Statisticii
Specificare - Durata | Lapte % Kg Durata | Lapte % Kg Durata
probei
zile kg gras. gras. zile Kg gras. gras. gestatiei
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8
X 285,43 | 253543 | 4,73 119,92 | 285,43 | 253543 | 4,73 119,92 | 282,00
Lactatia +s X 20,76 | 448,22 0,21 25,25 20,76 | 448,22 0,21 25,25 3,20
A s 5493 | 1185,89 | 0,57 66,82 54,93 | 1185,89 | 0,57 66,82 8,48
V% 19,24 46,77 12,06 54,01 19,24 46,77 12,06 54,01 3,00
Min 191 675 3,70 32,00 191 675 3,70 32,00 263
Max 369 4087 5,30 212,00 369 4087 5,30 212,00 287
n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
X 226,75 | 1411,00 | 4,95 69,00 | 226,75 | 1411,00 | 4,95 69,00 281,33
Lactatia +s X 21,04 | 201,67 0,15 9,28 21,04 | 201,67 0,15 9,28 1,66
VI s 42,08 | 403,35 0,31 18,56 42,08 | 403,35 0,31 18,56 2,88
V% 18,55 28,58 6,28 26,90 18,55 28,58 6,28 26,90 1,01
Min 175 818 4,60 43,00 175 818 4,60 43,00 282
Max 278 1705 5,30 87,00 278 1705 5,30 87,00 287
n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
X 298 1519,00 | 4.66 83 298 1519,00 | 4.66 83 276
Lactatia +s X 20,75 | 270,46 0,13 9,71 20,75 | 270,46 0,13 9,71 3,18
vl s 71,95 | 792,03 0,41 30,72 71,95 | 792,03 0,41 30,72 10,06
V% 14,77 18,04 3,94 13,72 14,77 18,04 3,94 13,72 3,61
Min 254 835 4,10 45,00 254 835 4,10 45,00 250
Max 350 1980 5,30 138,00 350 1980 5,30 138,00 290
n 2 2 2 2 2 2 2 2 2
X 227,77 | 1078.5 5,28 57,44 | 227,77 | 1078.5 5,28 57,44 275
Lactatia +s X 10,75 | 268,46 0,13 9,71 10,75 | 268,46 0,13 9,71 3,18
Vil s 71,95 | 792,03 0,41 30,72 71,95 792,03 0,41 30,72 10,06
V% 9,77 12,04 2,94 10,72 9,77 12,04 2,94 10,72 3,61
Min 194 875 5,19 45,00 194 875 5,19 45,00 254
Max 260 1282 5,30 68,00 260 1282 5,30 68,00 297

Semnificatia diferentelor a fost testatd intre grupele de semisurori ajungandu-se la
concluzia ca la productia de lapte nu sunt diferente semnificative respectiv, testul Fisher indica
0,6431 (F) <F0,05 (4.22). De asemenea pentru talie, diferentele sunt nesemnificative 1,1503 (F) <
F0,05 (4. 22). S-au constatat diferente semnificative la caracterul greutatea corporald prezentate in

tabelul 3.




Tabelul 2

Valorile medii si variabilitatea principalelor insusiri morfoproductive, pe grupe genetice, la taurinele Sura de Stepa

Cod 79005 Cod 79009 Cod 87027
Specificare | UM — _ — — — —
n X +s X s V% | Min | Max | n X +s X s V% | Min | Max | n X +s X s V% | Min | Max
Durata .
. zile | 3 | 284,67 1,76 3,05 1,07 | 282 288 | 9| 283,78 1,50 4,52 1,59 | 278 | 291 | 10 | 278,30 1,51 4,78 1,72 | 269 | 283
gestatiei
Durata

lactatiei zile | 3 | 281,33 13,28 23,00 8,17 258 304 | 9 | 247,89 12,42 67,27 | 27,13 | 90 305 9 270,33 17,72 53,18 | 19,67 | 150 | 305

normale

Cantitatea
kg 3 | 1752,33 | 269,80 | 467,31 | 26,66 1213 2037 | 9 | 1548,22 | 226,46 | 679,40 | 43,88 | 360 | 2296 9 1558,11 138,47 | 415,42 | 26,66 | 940 1989

de lapte

Continutul
% |3 4,70 0,20 0,34 7,37 4,50 5,10 | 9 4,74 0,11 0,33 7,07 | 430 | 530 | 9 3,98 0,09 0,27 6,85 | 3,40 | 4,20

in griasime

Cantitatea
.. kg 3 81,10 10,05 17,40 | 21,46 | 61,00 | 91,30 | 9 73,00 10,38 31,14 | 42,65 15 107 8 62,44 5,98 17,95 | 28,74 35 84

de grasime

Iniltimea
’ . cm 3 122,00 3,00 5,19 4,25 119 128 9 123,17 0,74 1,83 1,49 120 125 8 121,75 1,26 3,57 2,93 115 127

la greban

Perimetrul
. cm | 3 198,33 5,20 9,01 4,54 189 207 9 193,33 1,90 4,67 2,41 187 199 8 189,75 3,00 8,49 4,47 176 201

toracelui

Greutatea
I kg 3 626,67 49,10 85,04 13,57 540 710 9 | 580,50 17,68 43,33 7,46 520 630 9 549,38 26,10 73,84 13,44 | 435 650

corporala




Tabelul 3

Semnificatia diferentelor la caracterul greutatea corporala intre grupele de semisurori

Testul Fisher : 12, 0429 (F) > F0,001 (4 ; 22 ) 6,81 *** foarte semnificativa

Testul Tukey:

Caracterul1 | Caracterul2 | Difmed. | Q1 | Q2 | W1 w2 Semnificatia Pragul

tg87027 tg79005 77.29 nesemnificativa

tg87027 tg79008 117.50 semnificativa pentru pragul 0.05
tg87027 tg79009 31.13 nesemnificativa

tg87027 tg86002 130.63 semnificativa pentru pragul 0.05
tg86002 tg79005 53.33 nesemnificativa

tg86002 tg79008 248.13 semnificativa pentru pragul 0.01
tg86002 tg79009 99.50 nesemnificativa

tg79009 tg79005 46.17 nesemnificativa

tg79009 tg79008 148.63 semnificativa pentru pragul 0.01
tg79008 tg79005 194.79 | 4.20 | 5.23 | 108.99 | 135.72 | semnificativa pentru pragul 0.01

In tabelul 4 se prezinta valorile medii si variabilitatea dezvoltirii corporale, din analiza

carora se pot rezuma urmatoarele:

» Vacile din nucleul studiat au avut talia medie de 122,28 cm si greutatea corporala 542,86 kg,

valori care evidentiazd o bund masivitate corporald. Pentru acest caracter se constatd plus

variante care au atins greutatea de 710,00 kg;

» Variabilitatea taliei este mai putin accentuatd, lotul analizat fiind suficient de omogen (s =

3,06 cm, iar V % =2.51). In schimb greutatea corporala prezinti o variabilitate mare, cu indicii

de dispersie s = 99,38 kg, iar V % =18,30;

» Cunoasterea rezervelor de variabilitate existente, a parametrilor fenotipici si genetici, este

foarte importantd in cadrul unei populatii de vaci, aceasta determinand aprecierea asupra

stadiului de ameliorare al acestei populatii si asigura fundamentarea stiintificd a programelor

de ameliorare §i conservare genetica in perspectiva.




Tabelul 4

Valorile medii si variabilitatea dezvoltarii corporale la taurinele din rasa Sura de Stepa

% din

Specificare UM | n X . s V% Min Max
talie

iniltimeala grebin | cm |30 | 122,28 | 0,57 | 3,06 | 2.51 | 115,00 | 128.00 | 100,00

inz’tl@imea la spinare cm | 30| 121,66 | 0,58 | 3,14 | 2,58 | 116,00 | 129,00 | 99,49

iniltimea la crupi cm | 30| 125,14 | 0,61 | 3,33 | 2,66 | 119,00 | 132,00 | 102,33

fniltimea la baza cozii | cm | 30 | 126,00 | 0,58 | 3,14 | 2,49 | 120,00 | 132,00 | 103,41

Adancimea toracelui cm | 30| 70,24 | 0,71 | 3,87 | 5,50 | 63,00 | 79,00 57,44

Inaltimea la stern cm | 30| 51,62 | 0,74 | 4,02 | 7,79 | 41,00 | 60,00 | 42,21

Lungimea oblica a
. cm |30 155,10 | 1,90 | 10,23 | 6,59 | 132,00 | 169,00 | 126,84
corpului

Lungimea orizontala a
. cm |30 |134,72 | 1,14 | 6,16 | 4,57 | 121,00 | 148,00 | 110,17
corpului

Lungimea totala a
cm | 30| 191,07 | 4,67 | 25,19 | 13,18 | 78,00 | 216,00 | 156,25

corpului
Lungimea toracelui cm | 30| 87,21 | 097 | 5,25 | 6,02 | 77,00 | 99,00 | 71,31
Lungimea crupei cm | 30| 49,66 | 0,51 | 2,79 | 5,62 | 44,00 | 59,00 | 40,15

Lungimea capului cm |30 | 48,66 | 0,57 | 3,09 | 6,36 | 36,00 | 53,00 | 40,59

Largimea toracelui
cm 30| 47,00 | 0,64 | 3,47 | 7,39 | 41,00 | 53,00 | 38,43
inapoia spetelor

Largimea pieptului cm (30| 41,03 | 0,54 | 2,93 | 7,14 | 35,00 | 47,00 | 33,55

Largimea crupei la
cm | 30| 49,83 | 0,50 | 2,70 | 5,41 | 43,00 | 57,00 | 40,75
solduri

Largimea crupei la artic.
cm | 30| 43,76 | 0,42 | 2,27 | 5,20 | 40,00 | 51,00 | 35,78
coxo-femurale

Largimea crupei la ischii | cm | 30| 16,90 | 0,42 | 2,27 | 13,45 | 13,00 | 22,00 13,82

Latimea capului cm | 30| 21,79 | 0,18 | 1,01 | 4,65 | 20,00 | 23,00 17,81

Perimetrul toracelui cm |30 |189,00 | 2,18 | 11,75 | 6,22 | 158,00 | 207,00 | 154,56

Perimetrul fluierului cm | 30| 18,07 | 0,15 | 0,82 | 4,54 | 17,00 | 20,00 14,77

Greutatea corporala kg |30 | 542,86 | 18,45 | 99,38 | 18,30 | 390,00 | 710,00 | 443,94
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In tabelul 5-6 si fig. 2-7 sunt prezentate valorile coeficientilor de heritabilitate, repetabilitate
si corelatiilor intre principalele caractere morfoproductive.

Din analiza heritabilitatii principalelor caractere morfoproductive se pot retine valorile
mijlocii pentru cantitatea de lapte si grasime (h2 =0,30; 0,31), ceea ce dovedeste o buna consolidare
genetica a nucleului studiat. Acelasi aspect rezultd si din analiza heritabilitatii taliei si greutatii
corporale, selectia fenotipica pentru aceste caractere fiind eficientd. De mentionat procentul de
grasime din lapte care are un determinism genetic ridicat( h*= 0,71).

Determinarea repetatd a performantelor unui individ prelungeste timpul de cunoastere mai
exactd si In consecinta, timpul pentru luarea deciziei cu privire la retinerea sau respingerea lui in
procesul de selectie. De aceea, pentru a beneficia de aceasta certitudine sporita, fara a mai apela la
masuratori repetate In timp in vederea stabilirii difinitive a valorii animalului, se poate folosi un
parametru genetic care da indicatii asupra gradului de asemadnare a valorii caracterelor intre o
masuritoare si alta, parametru genetic denumit repetabilitate. In inteles larg, repetabilitatea se refera
la manifestarea fenotipica a aceluiasi caracter in diferite perioade ale vietii individuale.

Repetabilitatea caracterelor analizate dovedeste aceeasi bund consolidare geneticd a rasei
Sura de stepa si posibilitatea ameliorarii printr-o selectie fenotipica. Evidentiem cantitatea de lapte si
grasime cu repetabilitate medie R = 0,33-0,34 respectiv, procentul de grasime din lapte cu
repetabilitate mare R = 0,73,

Una din problemele de baza ale studiului ereditatii caracterelor cantitative este cunoasterea
gradului in care intre doua caractere exista sau nu interdependentd, care este pusd in evidenta cu
ajutorul coeficientilor de corelatie.

Referitor la corelatiile fenotipice si genetice intre diferitele insusiri analizate, sunt relevate
valori si semnificatii diferite In functie de caracterele analizate (tabelul 6). Dintre numeroasele
perechi de caractere considerate, retine atentia corelatiile fenotipice si genetice pozitive si intense
intre productia cantitativd de lapte si cantitatea de grasime (rpy = 0,98-0,97). Aceleasi corelatii
pozitive si de intensitate medie se constatd intre productia cantitativd de lapte si insusirile de
dezvoltare corporald (rps = 0,33 - 0,44). Corelatia clasicd intre productia cantitativa de lapte si
continutul de grasime este negativa (-0,21, -0,19). Corelatiile dintre durata gestatiei si unele insusiri

de productie respectiv dezvoltare corporala sunt slabe si pozitive sau slabe si negative.
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Tabelul 5

Heritabilitatea (h’) si repetabilitatea (R) principalelor caractere morfoproductive, la rasa Surd de

Stepd
Specificare Heritabilitatea Repetabilitatea
Durata gestatiei 0,15 0,17
Durata lactatiei normale 0,27 0,29
Cantitatea de lapte 0,30 0,33
Procentul de grasime 0,71 0,73
Cantitatea de grasime 0,31 0,34
iniltimea la grebin 0,37 -
Perimetrul toracelui 0,33 -
Greutatea corporala 0,41 -
0.80 0.71

Heritabilitatea

T

5 L

Fig. 2. Coeficientul de heritabilitate la principalele insusiri morfoproductive
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Fig. 3. Coeficientul de repetabilitate la principalele insusiri de productie

Tabelul 6
Corelatii fenotipice (rp) si genetice (r,) intre principalele caractere
morfoproductive la rasa Surd de Stepa
insusirile corelate IpESip
Cantitatea de lapte si:
Durata gestatiei 0,18 0,07 0,25 0,04
Durata lactatiei -0,25 0,03 -0,26 0,05
Procentul de griasime -0,21 0,02 -0,19 0,01
Cantitatea de grasime 0,98 0,01 0,97 0,03
Talia 0,38 0,06 0,33 0,01
Perimetrul toracic 0,39 0,06 0,32 0,01
Greutatea corporala 0,44 0,06 0,41 0,01
Durata gestatiei si:
Durata lactatiei 0,09 0,08 0,13 0,06
Procentul de griasime 0,07 0,08 0,10 0,07
Cantitatea de grasime 0,28 0,07 0,43 0,09
Talia -0,11 0,01 -0,13 0,05
Perimetrul toracic -0,10 0,07 -0,30 0,04
Greutatea corporala -0,08 0,09 -0,11 0,02
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Fig.4. Corelatiile genetice intre cantitatea de lapte si unele insusiri morofoproductive
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Fig. 5. Corelatiile genetice intre durata gestatiei si principalele insusiri morfoproductive
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Concluzii

v Societatea moderna este confruntatd cu numeroase probleme esentiale pentru viitorul
omului, care apar ca rezultat al disproportiei dintre o explozie demografica fara precedent si
resursele naturale, care in unele locuri se diminueaza si se degradeaza rapid, ca urmare a unor
exploatari defectuoase. Datoritd acestor fapte, a aparut ca o necesitate acutd problema
conservarii mediului inconjurdtor, azi prezentd pe agenda de lucru a numeroase guverne si
organisme internationale;

v Din analiza indicilor morfoproductivi ai nucleului de rasa Surd de Stepa exploatat in
ferma Dancu - lasi, rezulta valoarea genetica actuala si posibilitatea unei selectii eficiente pentru
ridicarea performantelor productive, precum si pentru o eficientd conservare a nucleelor
existente. Cantitatea de lapte pe lactatie a fost cuprinsa intre 1589,64 kg (lact. a I-a) s1 2535,43
kg in lactatia a V-a care reprezinta si lactatia maxima;

v Reproducatorii folositi nu sunt testati genetic iar ascendenta este necunoscuta ceea ce
influenteaza nivelul productiv al populatiei studiate;

v Din analiza heritabilitatii principalelor caractere morfoproductive se pot retine
valorile mijlocii pentru cantitatea de lapte si grasime (h2 =0,30, 0,31), ceea ce dovedeste o buna
consolidare genetica a nucleului studiat. Repetabilitatea caracterelor analizate dovedeste aceeasi
buna consolidare genetica a rasei Surd de stepd si posibilitatea ameliorarii printr-o selectie
fenotipica;

v Dintre numeroasele perechi de caractere analizate, retine atentia corelatiile fenotipice
s1 genetice pozitive si intense intre productia cantitativa de lapte si cantitatea de grasime (1, =
0,98-0,97). Aceleasi corelatii pozitive si de intensitate medie se constatd intre productia
cantitativa de lapte si insusirile dezvoltarii corporale rp, = 0,33 - 0,44;

v Nucleul de rasd Surd de stepa din ferma Dancu reprezintd un fond genetic valoros
care trebuie conservat si ameliorat in directia productiei mixte carne-lapte si dezvoltat din punct

de vedere numeric, pentru a se evita driftul genetic si consangvinizarea stransa.
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Stabilirea protocoalelor de lucru in vederea determinarii
markerilor moleculari (genetici si biochimici)

Tehnici utilizate pentru identificarea polimorfismelor proteinelor
din lapte la nivelul expresiei genice:

Electroforeza Verticala in Gel de Poliacrilamida

Tehnica a fost introdusd de Rymond si Weintraub in 1959. Utilizarea sa pe scara larga a
inceput abia in 1964, dovedindu-se a fi cel mai potrivit mediu suport pentru separari electroforetice
analitice. De atunci s-a folosit cu succes pentru separarea multor specii proteice, separarea
fragmentelor de ADN si secventiere.

Acest tip de electroforeza foloseste ca suport pentru migrare gelurile de poliacrilamida,
migrarea realizdndu-se in sistem vertical. Ele se obtin prin polimerizarea acrilamidei si metilen-
bisacrilamidei, care este indusa prin addugarea in solutia acestor monomeri a unor agenti de
polimerizare.

Polimerizarea trebuie realizatd in absenta oxigenului deoarece acesta inhibd formarea
polimerilor. Marele avantaj al acestei metode este ca marimea porilor poate fi reglatd mult mai bine
si de aceea separarea este mult mai buna, acest lucru putdndu-se realiza prin cresterea sau scaderea
concentratiei solutiei de monomeri.

Polimerizarea se realizeaza intre doud placi de sticld, de dimensiuni similare cu marimea
dorita a gelului. Intre ele se introduc spatiatoare, care pot avea grosimi cuprinse intre 0,75mm -
1,5mm, in functie de grosimea doritd a gelului. Pentru a preveni scurgerea gelului dintre placi si
obtinerea unei grosimi uniforme, inainte de turnare lui, placile de sticla sunt atasate strans una de
alta prin intermediul unor cleme.

Solutiile stoc de monomeri se prepara din pudra de acrilamida-bisacrilamida in proportie de
29:1. Concentratiile de gel folosite sunt in general cuprinse intre 4 si 20% in functie de tipul de
proteine care se doresc a fi separate. Aceste concentratii pot fi obtinute prin folosirea unor proportii
diferite de solutie de monomeri in solutta finald de polimerizare .

Peste solutia de polimerizare se adauga tampon de electroforeza, apa distilata si doi agenti de
polimerizare: persulfatul de amoniu si TEMED. Solutia astfel preparata se injecteaza intre cele doua
placi de sticld, avand grija sa nu se formeze bule de aer care ar influenta negativ polimerizarea si

migrarea. Dupa turnarea gelului, in partea superioara a placilor de sticld se introduce un piaptan, de
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grosime similara cu spatiatoarele, care poate sa aibd un numar variabil de dinti. Pentru a se forma
godeuri cu peretii complet polimerizati, piaptanul se sterge cu un tampon de vatd inmuiat in
TEMED.

Dupa polimerizare, care dureazd de obicei doua ore la temperatura camerei, clemele sunt
desprinse si se scoate usor piaptanul si spatiatoarele. Placile de sticla impreuna cu gelul polimerizat
intre ele se introduc in aparatul vertical de electroforeza.

Aparatul de electroforeza este prevazut din doua rezervoare, care prezintd doi electrozi de
platind. Dupa introducerea gelului in aparat si fixarea lui etansd, in rezervoare se introduce solutia
tampon care pot fi: Tris HCI, Tris Borat sau Tris Acetat (pH =8,6). Dupa aplicarea probelor in
godeurile formate, aparatul se inchide si se conecteaza la sursa de curent, migrarea facandu-se la
voltaje cuprinse Intre 40 si 300 volti.

Dupd migrare, gelul se scoate dintre cele doud placi si se introduce intr-o solutie de acid
tricloracetic de concentratie 10%. Desi campul electric a fost intrerupt, proteinele au tendinta de a

migra din inertie §i de aceea aceasta solutie le precipita si fixeaza in locul in care au ajuns.

In functie de concentratia de acrilamidi si bisacrilamidi intalniti pe acelasi gel,

gelurile pot fi de trei feluri:

1. Geluri de o singura concentratie.

Se folosesc in general cand proba ce se doreste a fi separatd contine molecule care au

dimensiuni relativ asemanatoare, prepararea lor facandu-se asa cum a fost descris mai sus.

2. Geluri discontinue.

Aceste geluri sunt foarte des folosite deoarece rezolutia lor este mult mai buna decat a
precedentelor. Tehnica de lucru este asemanatoare dar necesitd incd cativa pasi.

Diferenta consta in faptul ca gelul discontinuu este alcatuit din doua zone: gelul de separare
(running gel), care se prepard asemandtor cu precedentul, avind o concentratie in functie de
marimea moleculelor care umeaza a fi separate. Acesta se toarna intre placi pana cand aproximativ
80 % din spatiu este plin. El este acoperit apoi, in partea unde ia contact cu aerul, cu o solutie de apa
saturatd in izopropanol. Acest lucru ajuta la crearea unei suprafete netede importanta in procesul de
migrare, deoarece proteinele vor putea porni de la acelasi punct de start, benzile separate fiind
drepte. De mentionat este faptul ca pH-ul tamponului folosit pentru prepararea acestui gel este
identic cu cel al tamponului folosit pentru incarcarea rezervoarelor aparatului, (pH = 8,6).

Intre timp se prepara gelul de retinere (stacking gel), care are o concentratie de 4%, pH-ul

solutiei tampon folosite pentru prepararea solutiei gelului de retinere fiind de 6,8.
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Dupa polimerizarea completa a gelului de separare care dureaza aproximativ 2 ore, solutia de
izopropanol se inliturd de la suprafata lui prin spalare cu apa distilatd. In spatiul rimas se toarna
apoi gelul de retinere, se introduce piaptanul si se mai asteapta inca o jumatate pentru polimerizarea
acestuia.

Dupa aplicarea probelor in godeurile formate, aparatul se inchide si se conecteaza la sursa de
curent, migrarea facandu-se la voltaje cuprinse intre 40 si 300 volti.

Diferenta de pH dintre cele doua portiuni din gel cauzeaza o discontinuitate a voltajului
aplicat, avand ca efect migrarea moleculelor impreuni inspre gelul de separare. In momentul cand
acestea ajung la gelul de separare, ele sunt concentrate iar migrarea in acesta se face in functie de
marime, forma si incarcdtura electrica. Efectul acestui sistem discontinuu este obtinerea unor benzi

foarte bine individualizate.

3. Geluri gradient.

Se folosesc cu succes pentru separarea proteinelor si fragmentelor de ADN de dimensiuni
mici, a peptidelor si pentru separarea amestecurilor de proteine respectiv. ADN cu greutati
moleculare diferite.

Concentratia de acrilamidd in aceste geluri este de 4% in partea superioard si creste liniar
inspre partea inferioard putand ajunge la 20-25%. Benzile obtinute in acest caz sunt foarte bine
individualizate, datoritad scaderii marimii porilor pe masurd ce ne apropiem de partea inferioara a

gelului, lucru care limiteaza difuzia moleculelor.

In Jfunctie de conditiile de migrare, electroforeza in gel de poliacrilamida se poate realiza

in sistem nativ sau denaturant.

1. Electroforeza in conditii native.

Protocolul prezentat in continuare se poate folosi pentru migrarea proteinelor in conditii
native. In acest caz ele migreaza in campul electroforetic in functie de incarcatura lor electrica, de
forma si de marime. Marele avantaj al acestui tip de migrare este ca proteinele isi pastreaza structura
lor naturald, activitatea enzimatica (in cazul enzimelor), lucru extrem de important in momentul in
care se doreste realizarea diverselor studii cu privire la conformatia lor, asocierile cu alte proteine si

biomolecule, (fig. 8).

2. Electroforeza in conditii denaturante.

Consta in folosirea in gel si proba a agentilor denaturanti: uree (Urea-PAGE) si B-

mercaptoetanol. 3- mercaptoetanolul este un agent reducator capabil sa rupa legaturile disulfidice (in
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cazul proteinelor) si sd reducd polimerii la monomeri, ureea mentinand moleculele in stare
denaturata. In acest caz proteinele isi pierd proprietitile native.

Acest tip de electroforeza poate fi realizat si prin adaus de SDS, un detergent care se leaga de
proteine si le neutralizeaza incarcatura electrica. In acest caz proteinele migreaza in campul
electroforetic in functie de masa lor moleculara.

In cazul migrarii ADN-ului in conditii denaturante, ca agent denaturant se foloseste pe langa

uree si formamida.

Protocol de separare al variantelor genetice ale proteinelor din zer
(gel nativ de poliacrilamidd)

Preteine | fi-lactogle bulina
din zer | ;_lactoalbimuna

|- =

M @E =) S d. B 67 8

— . e . e e . =

—

FH*I'HM din zer

. Tgmwl de
Incarcare nativ

B o0t spaneBen — -LaB -
l;.lnsnubﬁﬁﬁ
L R R

AA BB AB AB AB AB AB AB

Veorte xare

Fig. 8. Electroforeza proteinelor din zer de la taurine in gel nativ de poliacrilamida (sistem
continuu, gel de o singura concentratie 14,2%). Aceasta metoda poate fi folosita pentru
identificarea alelelor A si B ale f-lactoglobulinei (poza gel Lum, Medrano si colab. 1997).
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Protocol de separare al variantelor genetice ale cazeinelor (Urea-PAGE pH=9 35)

Cazeine

wel- cazeina
vg2 - cazeina
fi - caseina UE:>

LG Tampon de incércare

denaturant
(Uree+ 2-mercapteetansl)

X S

-—bB -
=¥ K-cazema

-B g i
=0 f- cazeina

=B ®S51-cazena
A

Vortexare

Fig. 9. Electroforeza fractiunii cazeinice de la taurine in gel denaturant de poliacrilamida,
pH=9,5 (sistem discontinuu: 4,6% gel de retinere si 8% gel de migrare). Aceasta metoda poate fi
folosita pentru identificarea alelelor A si B ale K-cazeinei, f-cazeinei precum si a aleleor A, B si C
ale aS1-cazeinei, (poza gel Medrano si colab. 1989). 1. K-cazeina BB; [- cazeina AB;
aSl-cazeina BC; 2. [-cazeina AB; aSI-cazeina BC; 3. K-cazeina BB; [-cazeina BB;
aSlIcazeina BC; 4. K-cazeina AB; [-cazeina AA; aSI-cazeina BB; 5. K-cazeina AB; - cazeina AA;
aSl-cazeina BB; 6. f-cazeinei AA; aSI-cazeina BB, 7. K-cazeina AB; [ cazeina AA;
aS1-cazeina AB; 8. aSI-cazeina BC; standard Sigma.

Metoda Focalizarii Izoelectrice

IEF este o metoda electroforetica care separd proteinele in functie de punctul izoelectric (pl).
Proteinele sunt molecule amfoterice; ele pot sa aiba incarcatura electrica pozitiva, negativa sau zero,

in functie de pH-ul din mediul in care se afla (fig. 10).

Tehnica a fost folositd pentru prima datd pentru studierea polimorfismelor proteinelor din

lapte la vaca in 1984 de catre Seibert.
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Fig. 10. Reprezentarea schematica a punctului izoelectric

Incircatura electrici a unei proteine este dati de suma sarcinilor electrice pozitive si
negative, care caracterizeaza aminoacizii componenti. Acestia prezintd grupari amino §i grupari
carboxil terminale. In functie de compozitia in aminoacizi a proteinei respective, incarcitura per
total a proteinei poate sa fie pozitiva sau negativa.

Punctul izoelectric este specific fiecarei specii proteice, Incarcatura electrica a proteinei in
acest punct fiind zero. Proteinele sunt incarcate pozitiv la valori ale pH-ului sub punctul lor
izoelectric si Incarcate negativ la valori ale pH-ului peste punctul lor izoelectric. Daca incarcatura
netd a proteinei este reprezentatd grafic in functie de pH-ul din mediul in care se afld proteina
(fig. 10), curba care rezulta va intersecta abscisa in punctul izoelectric.

Prezenta unui gradient pH este foarte importanti pentru aceasti tehnica. Intr-un gradient pH,
sub influenta unui camp electric o proteind se va misca in gradient inspre locul unde incarcatura
electrica a sa va fi zero. O proteind cu o incarcatura totala pozitivda va migra inspre catod (-),
devenind din ce in ce mai putin pozitiva pe masura ce se apropie de punctul izoelectric. O proteina
cu o Incarcatura negativa va migra inspre anod (+), devenind mai putin negativd pe masura ce se
apropie de punctul izoelectric. Daca o proteina ar putea sa difuzeze de la punctul sau izoelectric, ea
ar putea redobandi Incarcatura sa electrica si ar migra inapoi. Acesta este efectul de focalizare folosit
de aceasta tehnica, care concentreaza proteinele la punctele lor izoelectrice si permite apoi separarea
lor pe baza unor diferente mici de incarcatura electrica.

Rezolutia acestei tehnici depinde de panta gradientului de pH si de puterea campului electric.
Tehnica foloseste de obicei voltaje foarte mari (mai mari de 1.000 de volti). Cand proteinele au atins
punctul izoelectric in gradientul de pH, existd o miscare foarte redusd a ionilor in sistem, ceea ce
duce la un curent final foarte mic (sub 1mA). Focalizarea izoelectrica pentru o anumita proba se face

in general la un numar constant de volti - ore.
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Migrarea se face in aparate de electroforeza orizontale. Ele folosesc ca si suport pentru
migrarea probei de proteina geluri de poliacrilamida de diferite dimensiuni. Gelurile pot fi preparate
din solutiile stoc de monomeri sau se pot cumpara si gata preparate (fiind necesara doar un proces de
rehidratare Tnaintea folosirii), eliminand astfel riscul contaminarii cu acrilamida si bisacrilamida
(care sunt neurotoxice si cancerigene) si se asigura astfel un mare grad de reproductibilitate.

Dupa aplicarea probelor voltajul este crescut apoi in mod gradual pana la valoarea necesara
pentru focalizare si este tinut aici cateva ore. Un voltaj initial scazut minimizeza agregarea
proteinelor din proba. Cresterea graduala a voltajului este recomandatd pentru cantitati mari de
proba incdrcata.

Vizualizarea proteinelor dupa migrare se face prin colorare cu Coomassie Brilliant Blue sau

Silver Staining.

Electroforeza in gel de agaroza

Se utilizeaza in principal pentru separarea fragmentelor de ADN, care au fost supuse unui
proces de amplificare. Se poate folosi si pentru separarea proteinelor.

Aceasta metoda foloseste ca si suport de separare agaroza, care se extrage din algele rosii ale
genului Rhodophyta. Deplasarea fragmentelor de ADN se face sub influenta campului electric,
migrarea facandu-se in sistem orizontal. ADN-ul este incarcat negativ si ca urmare probele care vor
fi supuse migrarii, vor fi aplicate in gel In partea dinspre catod . Ele vor migra prin gelul de agaroza
inspre anod, in functie de marimea lor. Gelurile de agarozd au o rezolutie mai slaba decét cele de
poliacrilamida, putdndu-se separa cu ajutorul lor, in functie de concentratia de agaroza (1- 4%),
fragmente cuprinse 100 pb — 60 kb.

Solutiile tampon folosite pentru migrarea probelor de ADN dublu catenar, contin EDTA la
pH= 8 si Tris acetat (TAE), Tris borat (TBE) sau Tris fosfat (TPE). Aceste solutii tampon se prepara
ca si solutii concentrate (10X) si se pastreaza la temperatura camerei. TAE are o capacitate mai mica
de tamponare decat celelalte doua.

Prepararea gelurilor de agaroza porneste de la alegerea concentratiei dorite, in functie de
marimea fragmentelor ce urmeaza a fi supuse migrarii. De exemplu, pentru o concentratie a gelului
de 3%, se cantaresc 3 g agaroza, la care se adaugd pana la 100 ml de TBE 1X. Aceastd solutie se
fierbe pe baie de apa, pand la topirea completd a agarozei si formarea unei solutii omogene si
limpezi. Dupa o prealabild racire (nu completd), se toarnd in cuva de electroforeza iar apoi se

introduce piaptanul, care are un numar variabil de dinti in functie de marimea gelului. Se asteapta 30
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minute pentru polimerizare, dupa care se scoate piaptanul iar gelul se introduce in aparatul de
electroforeza. Peste el se toarnd apoi tamponul de migrare TBE 1X.

Probele de ADN, care au fost in prealabil mixate cu tampon de incércare (continand 500 ul
TBE 10X, 400 pl glicerol si 100 ul Bromfenol Blue 2%), in raport de 5:1, sunt apoi Incarcate in
godeuri. Adaugarea de bromfenol blue in tamponul de incarcare, ajutd la urmarirea frontului de
migrare. Dupa inchiderea aparatului de electroforeza se aplica un curent electric de 70 - 75 volti
(voltaj constant), timpul de migrare fiind de aproximativ 3 ore la o concentratie a gelului de 3%.

Colorarea fragmentelor de ADN, se poate face cu ajutorul bromurii de etidiu. Aceasta poate
fi inclusa 1n gelul de agaroza, inainte de turnare lui in cuva. Ea va migra in sens opus ADN-ului,
adica inspre catod si se va intercala printre moleculele acestuia. Daca migrarea dureaza mult timp,
bromura de etidiu va iesi din gel iar benzile sarace in ADN vor fi mai putin vizibile. De mentionat
este faptul ca bromura de etidiu introdusa in gel, scade cu aproximativ 15% mobilitatea fragmentelor
de ADN. Colorarea se poate face si dupa migrare, aceasta avand avantajul ca aparatele de
electroforeza nu se contamineaza. Dezavantajul major este faptul ca fragmentele de ADN nu pot fi
vizualizate Tn timpul migrarii lor. Examinarea gelului se face in lumind UV, cu o lungime de 302
nm. Fotografierea gelului pentru examinari ulterioare se face in sistem polaroid sau cu ajutorul unei

camere foto digitale.

Tehnici utilizate pentru identificarea polimorfismelor proteinelor
din lapte la nivel de ADN

Tehnica PCR (Polymerase Chain Reaction).

Se bazeaza pe polimorfismul la nivel alelic in ceea ce priveste lungimea produsului de
amplificare obtinut cu ajutorul a 2 primeri specifici, complementari capetelor 3’ ai secvetei de ADN
ce urmeaza a fi amplificate. Produsii de amplificare se separa prin electroforeza in gel de agaroza
sau poliacrilamida, iar dupa colorare cu bromurad de etidiu se vizualizeaza in lumina ultravioleta,
cand apare o coloratie fluorescentd in zona unde existd fragmente de ADN migrate.

Polimorfismul poate fi foarte ridicat cand primerii sunt complementari unor secvente de
ADN unice, care flancheazd ADN-ul repetitiv. Cand polimorfismul este scazut, tehnica PCR poate fi
completatd cu RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism) numita si CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences), care presupune digestia enzimaticd a produsilor de amplificare.

Produsii de amplificare si digestie se vizualizeazd in gelul de poliacrilamida prin colorare argentica.
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Markerii PCR sunt codominanti, existdnd posibilitatea diferentierii homozigotilor de

heterozigoti.

Tehnica de lucru

Amestecul de amplificare (PCR master mix), trebuie sa contina urmatoarele componente:

1. PCR 10 X Buffer - este o solutie tampon care mentine pH-ul constant in timpul reactiei de
amplificare, fiind specific fiecarui tip de polimeraza;
2. Solutie de MgCl, 25mM - are rolul de a media procesul de fixare al primerilor si activitatea
enzimatica;
3. Dezoxiribonucleotid trifosfati 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sunt utilizati de catre
polimeraza in procesul de elongatie;
4. ADN polimerazi 5 U/pl - este o enzimi termostabild la 95° C, fiind cea care realizeaza
elongatia. In functie de bacteria de la care a fost extrasa poate s fie:
-Taq polimeraza produsa de catre bacteria termofila Thermus aquaticus
-Tth polimeraza produsa de catre bacteria termofild Thermus termofilus,
5. Primerii specifici, se folosesc de obicei in concentratie de 10pmoli/pl;
6. Amestecul se completeaza cu apa bidistilata pana la 24 ul (pentru o reactie de 25ul);
7. ADN—ul matrita a carui concentratie optimd poate sa fie cuprinsd intre 30 - 300ng/pl.

Puritatea optima este cuprinsa intre 1,7-1,8. Puritati mai mici nu afecteaza major amplificarea.

Probele astfel pregatite se introduc in termocycler, aparat care poate fi programat sa

schimbe automat temperatura in diferite etape in functie de profilul termic dorit.

Amplificarea propriu-zisa se realizeazd in trei etape, etapa doi fiind compusa la randul ei
din trei subetape, care se repetd de 35 de ori. In urma acestor etape de amplificare fragmentul tinta
este amplificat in milioane de copii.

1. Predenaturarea ADN —ului, constd in incilzirea amestecului de reactie la 95° C si
mentinerea acestei temperaturi timp de cel putin 3 minute. in aceasta etapd are loc ruperea puntilor
de hidrogen dintre catenele complementare, rezultind ADN monocatenar;

2. Denaturarea, care se realizeazi la 94° C timp de 1 minut §i are ca scop separarea
completd a lanturilor de ADN dublu catenar;

3. Fixarea primerilor sc realizeazi de obicei la 45 — 60° C, in functie de compozitia sa in
baze azotate si dimensiunea lui. Acesti primeri specifici pot sd aibd dimensiuni de 20 — 30 pb, fiind

complementari cu capetele 3’ ale secventei de ADN tinta;
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4. Extensia (Elongatia) are loc la temperatura de 72° C timp de 1 - 3 minute in functie de
lungimea produsului de amplificare dorit. Taq polimeraza functioneaza la capacitate optima la
aceasta temperaturd. Elongatia constd in alungirea secventei de ADN tinta, de la locul de fixare al
primerilor. Eficienta procesului de extensie este de 1 Kb/minut;

5. Extensia finali, care se realizeazi la 72° C timp de 7minute si are ca scop finalizarea
procesului de extensie;

6. Stocarea probelor care se face la 4° C pentru 24h, respectiv cateva luni la -20° C.

Aceste probe vor fi supuse apoi migrarii in gel de agaroza sau poliacrilamida.

Tehnica PCR —RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism)
sau CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

Cele doua tehnici combinate au fost si sunt folosite cu succes pentru identificarea alelelor
care au suferit modificari la nivelul situsurilor de restrictie prin mutatie sau restructurdri la nivelul
lor: deletia, duplicatia, inversia, translocatia unor fragmente. Tehnica RFLP se bazeaza deci pe
polimorfismul la nivel alelic, in ceea ce priveste dimensiunea si numarul fragmentelor de restrictie
obtinute Tn urma digestiei cu enzime de restrictie a produsilor de amplificare PCR.

Enzimele de restrictie taie ADN-ul in situsuri specifice (situsuri de restrictie), acolo unde
intalnesc repetitii inversate scurte de nucleotide, numite secvente palindromice (tabelul 7).

Aceste enzime sunt produse de catre bacterii, care se apard in acest fel de atacul
bacteriofagilor. In momentul in care ADN-ul fagului patrunde in interiorul bacteriei, acestea produc
restrictia. Ea nu se produce in momentul in care situsul de restrictie este metilat (adaugarea unei
grupdri metil la adenina sau citozina din structura situsului de restrictie). Fiecare tulpina bacteriana
produce o enzima de restrictie specificd, care recunoaste o anumitd secventd palindromica si taie
numai in acel situs de restrictie (tabelul 7).

Genele care codificd diferitele enzime de restrictie, au fost clonate in E.coli, care produce

astfel aceste enzime in mod curent si in cantitati mari.

Metoda PCR-RFLP necesita parcurgerea urmdtoarelor etape de lucru.

ADN-ul extras din proba de analizat este supus unui proces de amplificare PCR cu primeri
specifici, care sunt complementari cu capetele 3’ ale secventei de ADN ce urmeaza a fi amplificate.
Produsul de amplificare este supus apoi unui proces de digestie cu una sau mai multe enzime de

restrictie.
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Cateva enzime de restrictie, situsurile lor de recunoastere si bacteriile

in care au fost descoperite

Tabelul 7

Enzima Bacteria sursa Situsul de restrictie
v
EcoR I Escherichia coli 5 G--A-A-T-T-C3’
3’ C-T-T-A-A--G 5°
A
v
EcoR II Escherichia coli 5’ G--C-C-T-G-G-C 3°
3’ C-G-G-A-C-C--G ¥’
A
v
Hinf1 Haemophilus influenzae 5" G--A-N-T-C 3’
3’ C-T-N-A--G 5’
A
v
Hind I Haemophilus influenzae 5> G-T-Pi--Pu-A-C-3’
3’ C-A-Pu--Pi-T-G 5’
A
v
Hind III Haemophilus influenzae 5° A--A-G-C-T-T 3
3’ T-T-C-G-A--A 5’
A
v
Hae III Haemophilus aegypticus 5’ G-G--C-C3
3’ C-C--G-G 5’
A
v
Mae 11 Methanococcus aeolicus 5" A--C-G-T¥®
3’ T-G-C--A S
A

Alegerea enzimei potrivite necesitd cunostinte despre secventa amplificatd cu privire la

numarul si pozitia situsurilor de restrictie specifice. Acest lucru este de maxima importanta atunci

cand se doreste discriminarea Intre doud gene alele, dintre care una a suferit mutatii la nivelul unui

anumit situs de restrictie. Cunoasterea acestui fapt se poate face printr-un proces de secventiere,

lucru important in stabilirea enzimei de restrictie potrivite care urmeaza a fi folosita in procesul de

genotipizare. Folosirea unor enzime inadecvate pentru respectivul fragment de ADN, poate sa duca

la digerarea alelelor in mod identic, rezultand fragmente de dimensiuni asemanatoare (deci acelasi




profil electroforetic) sau nedigerarea acestor fragmente amplificate, in cazul cand pe ele nu exista
situsuri de restrictie pentru enzima respectiva.

Procesul de digestie se realizeaza in general la 37°C timp de citeva ore sau se poate folosi si
digerarea peste noapte, caz in care se va obtine acelasi profil electroforetic, neinregistrandu-se
procesul de supradigestie.

Fragmentele rezultate se separd in gel de agaroza, iar vizualizarea se face prin colorare cu

bromura de etidiu in lumina ultravioleta .

Protocol de identificare a alelelor A .B.C.E ale K-cazeinei prin
tehnica PCR-RFLP

¥
5 5-A-MN-T-C 3
3 3.64.80) HInfl 5 1 acs
.f.:: DO 2580 s *

5 6-6-C-C T

BB GTAG (THAXEXED =>3,64,8[) Heelll 3. cq05
5' *
Pmdus de amplificare PCR 5 .&-G-T g

{453ph) 3.64.8 E:> Maell o1 ccas
4

bigestia fiecdrei probe separat cu 3 enzime de resirictie
pentru identificarea corecta a alelelor A, B, €, E

Profil PCR-RFLP
Digestie cu
37°¢C I 9es .
HinfI HaoeIIl MoeI1
Incubare
3h

leteied 27p b

3648
AABBAEBC AABEAEBC AABBAEBC

Genotipuri la locusul k-cazeinei

L

Fig. 11. Principiul tehnicii PCR-RFLP. Protocol de identificare a alelelor A, B, C si E ale

K-cazeinei, prin digestia fiecarei probe separat cu 3 enzime de restrictie.

Utilizarea PCR — ului in zootehnie

De cand a fost descoperitd (Kary Mullis, 1985), tehnica PCR si variantele ei si-au gasit o
largd aplicabilitate in domeniul ameliorarii animalelor de ferma asistate de markeri genetici (MAS),
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permitand determinarea genotipului la un anumit locus inainte ca un anumit caracter sa se exprime
fenotipic.

De exemplu in trecut determinarea genotipului indivizilor din F1 sau F2, care prezentau un
fenotip dominant, se facea prin retroincrucisarea acestora cu parintele recesiv. Daca raportul de
segregare din R1 este de 50:50 %, inseamna ca individul la care am dorit sa 1i determinam genotipul
este heterozigot la locusul respectiv. Dacad in R1 se obtineau 100 % indivizi cu fenotip dominant,
inseamna ca individul la care am dorit sd 1i determinam genotipul este homozigot la locusul
respectiv. Aceasta metodologie de lucru desi a dat rezultate, timpul necesar determinarii genotipului
era foarte mare la animalele de ferma (cativa ani).

Tehnica PCR vine in sprijinul reducerii substantiale a intervalului dintre generatii si implicit
a timpului necesar determinarii unui anumit genotip. Metodologia de lucru este cea prezentata mai
sus, necesitdnd doar cantititi mici de ADN de la individul la care dorim sa i determindm genotipul
la un anumit locus si o aparaturd destul de accesibild. De obicei stabilirea genotipului la un anumit
locus dureaza cateva ore.

Marele avantaj al tehnicii este ca permite determinarea genotipului unui anumit individ, la un
anumit locus, indiferent de varsta (embrion, fat, tineret, adulti), sex, stare fiziologicad sau conditii de
mediu.

Pe baza acestei tehnici s-a dezvoltat o noud metodologie de lucru in ameliorarea animalelor
de ferma, numita MAS (Selectia asistata de markeri genetici), care vine in completarea schemelor
clasice de ameliorare.

In ameliorarea clasica stabilirea cAt mai corecta a valorii de ameliorare a unui individ implica
cunoasterea a cat mai multe date privind performantele proprii, ascendentilor, colateralilor si
descendentilor ale acelui individ. Toate aceste date sunt centralizate, metoda de stabilire a acestei
valori de ameliorare, fiind cunoscuta sub denumirea de BLUP.

Selectia asistata de markeri (MAS) vine in sprijinul metodei BLUP, in scopul stabilirii i mai
corecte a valorii de ameliorare.

Cercetarile efectuate au scos in evidenta o serie de markeri genetici, care sunt corelati cu
productia cantitativa si calitativa de lapte. Astfel alelele K-cazeinei si alelele B-lactoglobulinei sunt
principalii markeri genetici care se iau 1n calcul in stabilirea valorii de ameliorare. S-a determinat ca
genotipul BB la locusul K-cazeinei este corelat cu o cantitate mai mare de cazeind si lapte cu
proprietati superioare de prelucrare. Genotipul BB la locusul B-lactoglobulinei este corelat cu o
cantitate mai mare de cazeina si grasime iar genotipul AA cu o productie mai mare de lapte.

Genotipurile la cei 6 loci ce codifica proteinele majore din lapte pot fi determinate prin
tehnicile prezentate in acest capitol.

Obiectivele si activitatile aferente anului 2008 au fost indeplinite integral.

DIRECTOR PROIECT,
Prof. dr. Creanga Steofil
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