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GENETICKA ANALYZA VYBRANYCH PLEMIEN HUSI
CHOVANYCH NA SLOVENSKU

Genetic analysis of selected breeds of geese bred in Slovakia

A. TRAKOVICKA, J. ZITNY, A. KUBEK

Slovenska pol'nohospodarska univerzita, Nitra, Slovak Agricultural University, Nitra, Slovak Republic

ABSTRACT

Our work describes the results of electrophoretic separation of seven polymorphic proteins, which were analysed in hemolysate
and blood plasma of three breeds of gooses bred in Slovakia — Suchovska goose (n = 74), Slovak White goose (n = 34) and
Teshedikovska goose (n = 148). The results of the analyses were divided into two groups according to number of alelles of
biochemical polymorphic markers: the 1st group — monomorphic variant A for hemoglobin (Hb*); the 2nd group — two-alelles
polymorphism for the loci esterase 1 (Esl1#, Es1®), carbonic anhydrase (CaF, Ca®), esterase 3 (Es3*, Es3®), transferin (Tf*, Tf?),
alkalic phosphatase (AfA, AfB) and ceruloplasmin (Cp#, Cp®). The genotypic structures - AA, AB and BB were identified in genetic
markers of blood -plasma and erythrocytes (enzymes and proteins) Es1, Es3, Tf, Af and Cp. Genotypes of carbonic anhydrase were
described as FF, FS and SS as per the convetion. According to a locus of hemoglobin, only a monomorphic genotypic combination
of AA was observed. Statistical analyse was carried out using the statisical formula for two-alelle polymorphic system. Obtained
alellic frequencies in selected coding loci were used for computing genetic distances (D) among tested breeds of geese by means
of statictical programme PHYLIP ver. 3.63 (http://www.phylip.com). The lowest value of gegetic distance was found between
Slovak White goose and Suchovska goose (D = 0,01834) and the highest value (D = 0,08334) was recorded between Suchovska
and Tesedikovska geese.

Key words: breeds of geese, genetic polymorphism of proteins in blood, genetic distance

UvVOoD

Kazdy druh, plemeno alebo linia sa v procese
evoltcie vyznacuje uréitym genofondom, ktory vytvara
geneticky potencial pre morfologické a fyziologické
vlastnosti. Stcastou genofondu st alelové systémy
polymorfnych bielkovin v krvi, mlieku, ale aj v d’alsich
biologickych tekutindch (napr. semenna plazma)
a svalovych tkanivach.

Vyskyt vzacnych foriem alel je ¢asto vyznamnou
informaciou o povode alebo o zmene uzitkového typu
plemena. V procese §l'achtenia je stanovenie genotypove;j
Struktury a frekvencie alel polymorfnych bielkovin
determinujuce pri selekcii na dolezité znaky a vlastnosti.

Je preto v zaujme chovatel'a vytvarat’ podmienky pre ¢o
najlepSie vyuzitie genetického potencialu pdvodnych
plemien, ako aj vytvarat najvhodnejSie genotypové
kombinacie pre uzitkové, reprodukéné vlastnosti,
odolnost’ a zdravie zvierat (Brodacki a Smalec, 2001;
Cooke a Ryder, 1971; Gahne a kol., 1977; Kuryl a
gasparska, 1985; Kuznetsov, 1995b; Markus a kol., 1970;
Valenta a Stratil, 1978).

Prv¢ literarne udaje o $tidiu v oblasti genetického
polymorfizmu bielkovin hydiny sa dotykaji analyzy
biochemickych znakov zkrvnej plazmy aséra. Stadiu
genetického polymorfizmu bielkovin krvi husi sa
v uplynulom obdobi venovalo viacero autorov (Kuznetsov,
1995b; Sruogaa kol., 2002; Trakovicka a kol. 2002).
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Z celkovej genetickej diverzity v ramci druhu
je priblizne polovica genetickych rozdielov spdsobena
medziplemennymi rozdielmi, d’alSie st pripisované
posobeniu  rozlicnych faktorov, ako napr. umela
inseminacia, prirodzena selekcia, migracie, mutacie a
geneticky tlak. Na zaklade stanovenych genetickych
vzdialenosti sa zostavuju dendogramy, ktoré znazoriuju
pribuznost’ plemien v ramci procesu $l'achtenia. Sruoga
a kol. (2002) vypocital vysokt genetickii podobnost’ z
frekvencie alel v lokusoch transferinu a ceruloplazminu
medzi litovskymi a talianskymi husami (98,4%), niZSia
genetickd podobnost’ bola medzi francuzskymi a
rynskymi husami (91,8%).

Cielom predlozenej prace bolo identifikovat
polymorfné markéry v krvi husi, vyhodnotit’ génovu a
genotypovu Struktiru a nakoniec vypocitat’ genetické
vzdialenosti medzi testovanymi plemenami husi.

MATERIAL A METODA

Punkciou kridlovej zily sme do skimaviek
s antikoagula¢nym roztokom odoberali vzorky krvi troch
najrozsirenejsich plemien husi na Slovensku (suchovska
hus, slovenska biela hus, teSedikovska hus). Plazmu
sme ziskali 10 — minutovym odstredenim erytrocytov
pri 3000 otackach za minutu. Po odpipetovani plazmy
sme hemolyzat trikrat premyli fyziologickym roztokom.
Pridali sme destilovan vodu v pomere 1:1 a nakoniec
obsah dokladne pretrepali, aby erytrocyty lyzovali.

Na separaciu bielkovin sme pouzili metddu
elektroforézy na Skrobovom géli. Chemické zlozenie
timiacich roztokov do elektrodovych nadob a zloZenie
timiaceho roztoku do gélu zaviselo od analyzovaného
polymorfného systému. Na identifikaciu polymorfnych
variantov (hemoglobin Hb, karbonicka anhydraza Ca
a transferin Tf) sme pouzili farbiaci roztok amidoceri-
10B. Ceruloplazmin (Cp) sme identifikovali po 30-
minatove] inkubacii Skrobového gélu v acetatovom
tlmiacom roztoku s parafenylendiaminom v termostate
pri 37,1°C. Na identifikdciu erytrocytarnej esterazy
1 (Esl) sme pouzili 1% roztok B-naftyl acetatu
a diazéniova sol’ Fast blue RR salt, pricom uvedené
chemikalie boli rozpustené v acetonovom roztoku. Pri
elekroforetickom $tudiu esterazy 3 (Es3) boli zvyraznené
frakcie v alkalickych podmienkach prostredia za pouzitia
elektrodového pufrového roztoku a pH=8,5.

Namatematicko-statistické spracovanie vstupnych
udajov (identifikované genotypové kombindcie) sme
pouzili vypocet pre génovi a genotypovu frekvenciu
so vzorcami pre dvojalelovy polymorfny systém. Zo
zistenych alelovych frekvencii na vybranych kédujucich
lokusoch sme Statistickym programom PHYLIP ver. 3.63
(www: http://www.phylip.com) vypocitali genetické
vzdialenosti (D) medzi prislusnymi plemenami husi.

VYSLEDKY A DISUSIA

Vzorky hemolyzatu krvi

NajrychlejSou mobilitou frakcii sa vyznacoval
lokus pre Esl, ktory bol detekovatel'ny vo vzdialenosti
6 cm od Startu, t.j. od miesta, kde sme nanasali vzorky
hemolyzatu pomocou filtraénych papierov do rezného
otvoru v $krobovom géle. Zistili sme dve zony esterazove;j
aktivity, avSak iba pri esterdze s rychlejSou mobilitou
boli frakcie zretel'né a vytvarali izoenzymové diferencie
s tzv. rychlej$im Es1# a pomal$im Es1® variantom.

Mobilita karbonickej anhydrazy bola lokalizovana
na Skrobovych géloch v kratSej vzdialenosti 2,5 - 3,5
cm od Startu. NajmensSiu elektroforetickii pohyblivost
v polymorfizme hemoglobin s jednou alternujicou
frakciou, ktor aj bez pouzitia tzv. farbiaceho roztoku
sme priamo na géloch identifikovali ako syto-Cervené
sfarbenie vo vzdialenosti 2,5 cm od Startu.

Vzorky krvnej plazmy

V krvnej plazme husi sme vyhodnocovali Styri
polymorfné bielkoviny — esteraza 3, transferin, alkalicka
fosfatdza a ceruloplazmin. Dve oblasti esterdzovej
aktivity sme pozorovali pri substrdtovom farbeni b-
naftylacetatu za pritomnosti hore¢natych idnov Mg™.
RychlejSie migrujuca oblast v albuminovej zoéne
vykazovala zretelné frakcie plazmatickej esterazy 3.
Rychlejsia frakcia A bola lokalizovana 8 cm od Startu,
pomalsia frakcia B bola zretel'na vo vzdialenosti 7,5
cm od Startu. Pritomnost’ obidvoch frakeii v lokuse Es3
potvrdila heterozygotné zlozenie genotypov.

Pre genetické Stidie jednym znajvhodnejsich
polymorfnych bielkovin bol transferinovy lokus, pretoze
sa vyznacoval znacnou heterogenitou a vyraznou ostrostou
bielkovinovych frakcii. Po zafarbeni gélu farbiacim
roztokom (amidocerni-10B) boli identifikované $tyri frakcie
vo vzdialenosti 7 cm od Startu. Medzi dvoma najblizs§imi
polymorfnymi variantami pre lokus Tf bola odhadnutd
vzdialenost’ v elektroforetickej mobilite asi 1,2 mm.

Mobilita frakcii pre alkalicka fosfatazu (A, B
frakcie) bola podobna ako pre lokus Tf (opédt’ 7 cm od
Startu). V populdcii husi boli tiez zistené frakcie pre
ceruloplazmin vo vzdialenosti asi 4,5 cm od Startu.
Diferencia a kontrast tychto frakcii bol vel'mi zretel'ny,
pretoze sa homozygotné AA, pripadne BB genotypy
ceruloplazminu  manifestovali vo forme jedného
farebného pruhu, pri heterozygotnych jedincoch genotypy
pozostavali z dvoch frakcii - rychlejSej A a pomalsej B.

Frekvencia alel a genotypovd Struktura
polymorfnych bielkovin v hemolyzate a krvnej plazme
troch testovanych plemien husi (suchovska hus,
slovenska biela hus, teSedikovskd hus) je v tabulke
1. Ako wvnej vidiet, polymorfna bielkovina Esl
bola zastupend dvoma alelami — A aB. Frekvencia
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alely Amala dominantné zastupenie pri suchovskej
a teSedikovskej husi (0,540 resp. 0,571), slovenskej bielej
husi prevladala alela B s frekvenciou 0,647. Genotypovu
Struktaru v polymorfnom systéme Esl tvorili celkove tri

kombinacie genotypov (AA, AB, BB). Heterozygotny
genotyp prevladal pri suchovskej a teSedikovkej husi (51,4
resp. 70,7%), slovenska biela hus bola charakteristicka
prevladajicim genotypom BB (47,1%).

Tabulka 1: Frekvencia alel a genotypova Struktira polymorfnych bielkovin medzi réoznymi plemenami husi
Table 1: Frequency of alelles and genotypic structure of polymorphic proteins among various breeds
of geese
. . *Frekvencia alel *Plemeno
Polymorfna Lo , - 1 - .
bielkovina a genotypova Struktura “suchovska hus Sslovenska biela hus ‘teSedikovska hus
(%) (n=74) (n=34) (n = 148)
Talela A 0,540 0,353 0,571
B 0,460 0,647 0,429
Esl AA 28,4 17,6 21,8
8genotyp AB 51,4 353 70,7
BB 20,2 47,1 7,5
lel F 0,621 0,676 0,353
aieta S 0,379 0,324 0,647
Ca FF 28,4 353 9,6
genotyp FS 67,6 64,7 51,4
SS 4,0 - 39,0
b alela A 1,000 1,000 1,000
genotyp AA 100 100 100
alela A 0,648 0,558 0,761
B 0,352 0,442 0,239
Es3 AA 48,6 32,4 65,2
genotyp AB 32,4 47,1 21,7
BB 19,0 20,5 13,1
alela A 0,418 0,426 0,427
B 0,582 0,574 0,573
Tf AA 12,2 14,7 6,1
genotyp AB 59,5 55,9 73,3
BB 28,3 29,4 20,6
alela A 0,642 0,397 0,408
B 0,358 0,603 0,592
Af AA 473 26,5 3,4
genotyp AB 33,8 26,5 74,8
BB 18,9 47,0 21,8
alela A 0,308 0,558 0,540
B 0,692 0,442 0,460
Cp AA 20,3 41,2 37,2
genotyp AB 20,3 29,4 33,8
BB 59,4 294 29,0
Esl - esteraza | — esterase 1
Ca - karbonicka anhydraza — carbonic anhydrase
Hb - hemoglobin - hemoglobin
Es3 - esteraza 3 — esterase 3
Tf - transferin - transferrin
Af - alkalicka fosfataza - alkaline phosphatase
Cp - ceruloplazmin - ceruloplasmin

polymorphic protein, *frequency of alelles and genotypic structure, 3breed, “Suchovska goose, Slovak White goose, “Tesedikovska goose,

"Alelle, 3Genotype
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Nase vysledky sa lisia od vysledkov Kuznetsova
(1995a), ktory potvrdil vacsiu genetickl variabilitu pri
severskych plemenach husi vo Stvoralelovom lokuse
Esl. Frekvencia alely Es1# kolisala medzi 0,914-0,944,
ostatné alelické frekvencie mali minimalnu hodnotu
Es18=0,07, Es1=0,04, Es1P=0,06. Sruog a a kol. (2002)
popisali polymorfizmus v lokusoch esteraza 1 a esteraza
3 v homozygotnych a heterozygotnych genotypovych
kombinaciach vo vsetkych povodnych plemenach husi
chovanych v Litovsku.

V lokuse karbonickej anhydrazy sme urcili
dve alely s oznaCenim F (rychlejsia frakcia) a S
(pomalsia frakcia). Na rozdiel od Sruoga a kol. (2002),
ktory v polymorfizme Ca zistil vyrovnané frekvencie
alel testovanych hybridnych husi (Caf = 0,425, Ca® =
0,575),namivypocitané frekvenciesapohybovaliv §irSom
rozpiti, a to 0,353 - 0,676 pre alelu Caf a 0,324 - 0,647
pre alelu CaS. Zo vzajomného porovnania testovanych
plemien husi vyplyva, ze vSetky tri genotypy (FF, FS,
SS) boli zastupené pri suchovskej a teSedikovskej husi (s
67,6 resp. 51,4 %-nom dominantnom genotypu FS). Pri
slovenskej biclej husi absentoval genotyp SS, ansak opat’
prevladal FS (64,7 %-na dominancia).

Na elektroforeogramoch sme identifikovali iba
jeden polymorfny variant hemoglobinu A, ktory bol su¢asne
produktom alely Hb*. Z elektroforetickej analyzy vzoriek
krvnej plazmy vsetkych troch plemien husi sme zistili, ze
genotyp Hb AA manifestoval ako monomorfna frakcia.

Esteraza 3 bola tvorend alelou A s rychlejSou
migraciou (jej frekvencia kolisala od 0,558 pri slovenske;j
bielej husi do 0,761 pri teSedikovskej husi) a alelou B s
pomal$iu migraciou v Standardnych elektroforetickych
podmienkach skrobového gélu. Genoformy polymorfnych
variantov navzajom tvorili genotypy AA, AB aBB.
Aj v literarnych zdrojoch (Sruoga a kol., 2002) su v
polymorfizme pre Es3 uvadzané homozygotné ako
aj heterozygotné genotypové kombinacie v populacii
povodnych plemien husi chovanych v Litovsku.

V transferinovej zéone sme na Skrobovych géloch
pozorovali zastipenie dvoch alelovych variantov - Tf* a
Tf®. V testovanych populaciach husi sme potvrdili vyssiu
azaroven aj vyrovnani medziplemennt frekvenciu
alely B, ktora kolisala v nizkych hraniciach 0,573 —
0,582. Vo vsetkych vzorkach krvnej plazmy sa vyskytli
homozygotné AA a BB genotypy. Heterozygotny AB
genotyp jednoznacne prevladal najma pri tesedikovske;j
husi (73,3 %-ny podiel). Pri autochtonnych plemenach
severskych husi Kuznetsov (1995a) popisuje v Tf lokuse
vysoku frekvenciu alely B, ktora v niektorych kmenoch
bola  charakteristickd  vysokou  monomorfnostou
(Tt®=1,0), alela Tf* bola identifikovana vo vel'mi nizkej
genotypovej frekvencii s 0,006. Pri talianskej a litovske;j
husi Sruoga akol. (2002) zistili vyskyt troch polymorfnych
variantov transferinu s vyrovnanou frekvenciou alel Tf*
: Tf B : Tf €. Pri rynskych a franctzskych husiach autori

udavaju $tyri polymorfné varianty Tf*, Tf%, Tf¢, Tf".
Zriedkava frekvencia alel C a D bola potvrdena pri oboch
plemenach husi. Podobne aj alela D sa vyskytovala vzacne
pri hybridnych kombinaciach husi a nepresahovala
vypocitani hodnotu 0,025.

Dvojalelovy lokus pre polymorfny systém
alkalickej fosfataizy mali vSetky tri plemend husi
(pri¢om pri slovenskej bielej a teSedikovskej husi mierne
prevladala alela Af B), ktoré navzajom vytvorili vSetky
tri mozné genotypové kombinacie. Kym my sme zistili
a popisujeme dve polymorfné varianty alel A a B, tak
Kuznetsov (1995a) identifikoval az Sest’ typov alel v
populacii severskych husi s rozsiahlou heterogenitou
(Af*=0,525,AfF=0,356, Af“=0,050, Af°=0,035, Aff =
0,038 Aff=0,06). Zistili sme tiez medziplemenné rozdiely
v podiele homozygotnych a heterozygotnych genotypov,
ked’ genotyp AA pri suchovskej husi bol 47,3 %, genotyp
AB pri slovenskej bielej husi 0,603 % a genotyp BB bol
pri tesedikovskej husi 0,592 %. Trakovicka a kol. (2002)
pri hodnoteni hybrida teSedikovska hus x ceskd hus
identifikovali pritomnost’ dvoch alel alkalickej fosfatazy
(A a B, pricom vyssiu frekvenciu mala alela B).

V krvnej plazme husi sme zistili polymorfni
bielkovinu pre ceruloplazmin s dvoma alelami Cp*, Cp?,
ktoré navzajom vytvorili tri genotypové kombindcie
— AA, AB a BB. Potvrdila sa vyrazne pozitivna expresia
homozygotnych genotypov AA pri slovenskej bielej
a teSedikovskej husi (41,2 a 37,2%), pri suchovskej husi
prevladal genotyp BB (59,4 %). Genetickll variabilitu
uvedeného lokusu popisali aj Trakovicka a kol. (2002)
ako dvojalelovy systém s rychlej$ie migrujicou alelou
A apomalSou alelou B, ktoré navzajom vytvaraja tri
kombinacie genotypov—AA, AB a BB. Vysoka frekvencia
heterozygotnych AB-genotypov ceruloplazminu bola
identifikovana pri krizencoch tesedikovska hus x ceska
hus . Frekvencia alel v testovanej skupine kmenového
stada husi dosiahla zna¢ne vyrovnanu tendenciu s Cp =
0,547 a Cp® = 0,452.

Zistovanie genetickych vzdialenosti sa vel'mi Casto
pouziva na porovnanie stupna pribuznosti roznych plemien.
Tento ukazovatel sved¢i o vplyve zoslachtujuceho
plemena na pévodnu populaciu, pripadne o jeho podiele
na tvorbu nového plemena. Cim je tato hodnota vysSia,

Tabulka 2: Genetické vzdialenosti medzi
réznymi plemenami husi

Table 2: Genetic distance among various
breeds of geese

1 3 A

Genetickd slov. biela hus tesedik. hus

vzdialenost

suchovska hus 0,01834 0,08334

slov. biela hus - 0,02372

'Genetic distance
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tym s sledované populacie geneticky vzdialenejsie.
Geneticku vzdialenost sme vypocitali zuz uvedenych
genotypovych frekvencii pre polymorfné markéry Es1, Ca,
Hb, Es3, Tf, Af a Cp. Z tabul’ky 2 vyplyva, ze geneticky
najblizsie maju k sebe slovenska bicla a suchovska hus (D
= 0,01834), najvacsiu genetickl vzdialenost sme zistili
medzi suchovskou a teSedikovskou husou (D = 0,08334).
Sruogaa kol.(2002)interpretujenazaklade geneticke;j
analyzy polymorfizmu enzymovych a bielkovinovych
systémov piatich plemien husi vysoku geneticki podobnost’
medzi litovskymi a talianskymi husami (D = 0,98400).

ZAVER

Analyza biochemickych polymorfnych systémov
krvi plemien troch populacii husi (suchovska, slovenska
bicla a teSedikovska hus) dovol'uje konstatovat’:

1. Vpolymorfizme hemoglobinu sme identifikovali
monomorfnu alelu A (Hb*). Dvojalelova frekvenciu
sme zistili v lokusoch esterdza-1 (Esl?, Esl®),
karbonicka anhydraza (CaF, Ca%), esteraza 3 (Es3%,
Es3B), transferin, (Tf*, Tf®) alkalicka fosfataza (Af*,
Af®) a ceruloplazmin (Cp*, Cp®).

2. Monomorfny genotyp AA bol analyzovany iba
v lokuse pre hemoglobin, v ostatnych lokusoch (Esl,
Es3, Tf, Af, Cp) sa vyskytovali tri polymorfné varianty
AA, AB BB (pre polymorfnu bielkovinu karbonicka
anhydraza genotypy s oznacenim FF, FS, SS).

3. Zvypocitanej genetickej vzdialenosti vyplyva, Ze
geneticky najblizSie maju k sebe slovenska biela
a suchovska hus (D = 0,01834) a najviacsia genetické
vzdialenost’ je medzi suchovskou a tesedikovskou
husou (D = 0,08334).

4. Informacie o genetickom polymorfizme bielkovin su
dolezitym zdrojom pre vyhodnocovanie genetickej
diverzity plemien (medzipopulaénd geneticka
vzdialenost).

Vysledky boli ziskané vramci Agentury pre
podporu vedy a techniky z vyskumného projektu APVT
20-006102 “Vyuzitie biotechnologickych metod pre
Slachtenie, vyzivu a ochranu biodiverzity v Specialnych
odvetviach zivo¢i$nej vyroby”.
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