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Sazetak

Zavrsnog rada studenta/ice Zvonimir MijadZikovié, naslova

GENOMSKA INTROGRESIJA U HRVATSKIM PASMINAMA GOVEDA

Hrvatske pasmine goveda imaju dugu povijest u poljoprivredi Hrvatske. Danas nisu toliko
zastupljene u proizvodnji zbog uvezenih komercijalnih pasmina. Medutim, hrvatske pasmine
goveda posjeduju gene za otpornost koji su rezultat lokanih adaptacija, §to opravdava potrebu
za njihovom konzervacijom. Pasmine su se razvijale i prilagodavale razli¢itim geografskim
podru¢jima Republike Hrvatske, ¢ime svojim izgledom i prilagodljivos¢éu odrazavaju te uvjete.
U ovom istrazivanju koristen je lllumina Bovine HD BeadChip (777 K) te ukupno 674 goveda
raspodijeljena u 25 pasmina. Klju¢ne informacije koje SNP-ovi sadrze koriStene su u daljnjim
analizama genetske raznolikosti i strukture populacija. Cilj rada bio je identificirati genetsku
introgresiju unutar hrvatskih pasmina. Uoc¢eno je izdvajanje slavonsko-srijemskog podolca kao
zasebne pasmine ve¢ u samim pocecima analiza. Busa i istarsko govedo ¢esto su se grupirali
zajedno tijekom analiza glavnih komponenti i neighbor-net mreza. Analize strukture populacija
ukazuju na visoke razine primjese (engl. admixture) unutar pasmine buse, dok su ne§to manje
razine zabiljezene unutar istarskog goveda. Slavonsko-srijemski podolac u analizama strukture
populacije ponovno se izdvaja od svih ostalih pasmina koriStenih u analizi. Analize migracije
gena nisu prikazale protoke gena izmedu hrvatskih i lokalnih pasmina, poput talijanskih i
komercijanih. Rezultati ovog rada pokazuju genetsku razli¢itost hrvatskih pasmina goveda u
odnosu na ostale pasmine te potvrduju njihov neupitan status. Za precizniju i pouzdaniju analizu

potrebno je poveéati uzorak i ukljuciti dodatne metode identifikacije introgresije.

Klju¢ne rijeci: hrvatske pasmine goveda, SNP, introgresija, genetska varijabilnost



Summary

Of the final work — student Zvonimir Mijadzikovi¢, entitled

GENOMIC INTROGRESSION IN CROATIAN CATTLE BREEDS

Croatian cattle breeds are deeply rooted in the agricultural history of Croatia. Today, they are
not involved in production due to the introduction of imported commercial breeds. However,
Croatian cattle breeds possess resistance genes that are the result of local adaptations, which
justifies the need for their conservation. These breeds have developed and adapted to various
geographical regions of the Republic of Croatia, reflecting those conditions in their appearance
and adaptability. In this research, the Illumina Bovine HD BeadChip (777 K) was used, and a
total of 674 cattle were divided into 25 breeds. The key information contained in these SNPs
was used in further analyses of genetic diversity and population structure. The aim of the study
was to identify the genetic introgression within Croatian cattle breeds. The Slavonian-Syrmian
Podolian was identified as a separate breed early in the analysis. Busa and the Istrian cattle
frequently grouped together in principal component analyses and neighbor-net networks.
Population structure analyses indicate high levels of admixture within the BusSa breed, while
somewhat lower levels were observed within the Istrian cattle. The Slavonian-Syrmian
Podolian again stood out as distinct from all other breeds in the structure analyses. Analyzes of
gene migration did not show gene flows between Croatian and local breeds, like Italian and
commercial breeds. The results of this study highlight the genetic distinctiveness of Croatian
cattle breeds compared to other breeds, confirming their unquestionable status. For more precise
and reliable analysis, it is necessary to increase the sample size and include additional methods

for identifying introgression.

Keywords: Croatian cattle breeds, SNP, introgression, genetic variabililty



1.Uvod

Procesi pripitomljavanja i migracija goveda usko su vezani uz ljude migracije. Kretanje ljudi
diljem Europe i promjena nacina zivota iz nomadskoga u sjedilacki imalo je znacajan utjecaj
na migracijske putanje goveda kroz Europu (Zeder 2008., Clutton-Brock 1996.). Moderno
govedo se kroz tisu¢e godina adaptacije i evolucije podijelilo na dvije vrste, Bos taurus i Bos
taurus indicus. Jedna je teorija da su se prva taurina goveda pripitomila prije 10 000 godina na
podrucju plodnog polumjeseca (Orozco-terWengel i sur. 2015.), dok se za mjesto domestikacije
indijskoga goveda smatra dolina Inda prije 2000 godina (Troy i sur. 2001). Medutim Stock i
Gifford-Gonzalez (2013.) u svome radu opisuju teoriju o jo§ jednome mjestu domestikacije
goveda, a to je sjever Afrike. Nakon ekspanzije poljoprivrede, taurino govedo koloniziralo je
Europu, Aziju i Afriku i dospjelo u juznu Europu prije 8.000 godina (Zeder 2008.). Trenutna
geografska distribucija podrijetla euroazijskih pasmina goveda odrazava te migracijske putove,
s taurinim govedima koja naseljavaju Europu i sjevernu Aziju, odnosno indijskim u juznoj Aziji
(Upadhyay i sur. 2017, Sermyagin i sur. 2018.). Analize cijelog genoma pruzile su dokaze da
nekoliko juznoeuropskih pasmina ima podrijetlo iz afri¢kih taurinih goveda i indijskih goveda
(Decker i sur. 2014.). Na prvim istrazivanjima koja su se bavila s populacijskom strukturom i
filogenetskim odnosima izmedu taurinih i indijskih pasmina goveda, temeljila su se na
alozimima, sekvencama mitohondrijske DNA i mikrosatelitima (Kantanen i sur. 2000.).

Razvoj tehnologije i novih nacina analiza dovodi do upotrebe SNP-ova kao izrazito
bitnih izvora informacija 1 varijabilnosti za diferencijaciju pasmina goveda. Takoder ekstrakcija
DNA iz arheoloskih uzoraka kostiju Bos taurus primigenius moze sluziti kao izvor informacije
kada se koristi u svrhu istrazivanja genetske introgresije i protoka gena.

Podru¢je balkanskoga poluotoka ima bogatu povijest te se Cesto nalazilo na
migracionim putanjama raznih naroda. Podrucje je bilo pod nadzorom mnostva carstava, bilo
to rimsko, tursko ili slicno. Narodi koji su obitavali na podrucju sa sobom su dovodili i svoje
zivotinje. MijeSanjem tih Zivotinja s lokalnima dovelo je do stvaranja novih tipova koje su se
onda adaptirale na podrucje. Introgresija koja se tada deSava u lokalnim pasminama povecava
genetsku varijabilnost, donosi nove gene kao $to su geni otpornosti na visoke temperature.

Danas se mehanizmi introgresije Cesto koriste u svrhu oplemenjivanja i unaprijedenja
proizvodnih svojstava pasmina. Proufavanje promjene genetske varijabilnosti i mehanizama
introgresije unutar pasmina zbog modernih metoda selekcije i krizanja postaje sve vaznije.

Preucestalim pretapaju¢im krizanjima pasmina, one gube visoko vrijednu varijabilnost 1

1



adaptacija koju je pasmina stekla obitavaju¢i i1 razvijaju¢i se na njenom podrucju. Proces
introgresije u hrvatskim autohtonim pasminama goveda je dosta neistrazeno podrucje. U ovome
se radu proucavaju SNP-ovi triju autohtonih pasmina goveda iz Republike Hrvatske i to busa,
istarsko govedo i slavonsko-srijemski podolac. Kako bi se usporedile hrvatske pasmine, u
ovome radu su koriStene komercijalne europske pasmine, pasmine koje su geografski blizu
hrvatskima te africke i indijske pasmine, ¢iji su SNP-ovi preuzeti iz javno dostupnih izvora.
Koriste¢i informacije dobivene iz SNP ¢ipa velike gustoce na razini cijeloga genoma, proveden
je niz analiza kojima su se utvrdili genetski parametri populacija, inbriding unutar populacija,

razine introgresije izmedu pasmina goveda.



2. Ciljevi rada

Do sada se procjena razine introgresije hrvatskih autohtonih pasmina goveda temeljila
na analizi mikrosatelita, SNP ¢ip genotipova ili nekodirajuce kontrolne regije mtDNA (D-loop).
SNP ¢ip velike gusto¢e do sada nije bio koriSten u analizama genetske introgresije i rezultati

nisu bio usporedeni s ostalim svjetskim pasminama..

Ciljevi ovog rada su:
e Analiza genetskih parametara hrvatskih pasmina goveda
e Prostore analize udaljenosti izmedu hrvatskih pasmina goveda i svjetskih pasmina
e Analiza genetske introgresije i primjese pasmina sa hrvatskim pasminama

e Vizualizacija gore navedenih analiza



3.Pregled literature

3.1. Genomika i SNP-ovi

Molekularna genetika i genomika revolucionarno su djelovali na poljoprivrednu
znanost, nude¢i dosad nevidene uvide u genetsku osnovu svojstava usjeva i stoke. Te
tehnologije omogucuju identifikaciju i manipulaciju gena odgovornih za poZeljna svojstva kao
$to su otpornost na bolesti, prinos i tolerancija na stres. Poljoprivredne znanosti suoc¢avaju se s
brojnim izazovima, ukljuc¢ujuéi potrebu da se prehrani rastuc¢a globalna populacija, klimatske
promjene i potraznja za odrzivom poljoprivrednom praksom. Molekularna genetika i genomika
pruzaju mocne alate za rjeSavanje ovih izazova poboljSavajuéi naSe razumijevanje genetskih
mehanizama koji leze u osnovi vaznih svojstava. Napredak u tehnologijama sekvenciranja
DNA, posebice sekvenciranja sljedeée generacije (NGS), transformirao je genetska
istrazivanja. NGS omogucuje brzo i isplativo sekvenciranje cijelih genoma, omogucujuci
sveobuhvatne studije genetske varijacije i funkcije gena. Tehnologije genotipizacije
identificiraju genetske varijacije, kao §to su polimorfizmi jednog nukleotida (SNP), koji su
povezani s odredenim osobinama. Visokoucinkovite platforme za genotipizaciju omogucuju
velike genetske studije i razvoj genetskih markera za programe uzgoja. SNP ¢ipovi omogucuju
istovremenu analizu tisu¢a SNP-ova, $to ih ¢ini neprocjenjivim za studije asocijacija na cijelom
genomu (GWAS) i selekciju potpomognutu markerima (MAS) u poljoprivredi. Ti su ¢ipovi
razvijeni za razne vrste domesticiranih zivotinja, olakSavajuéi identifikaciju genetskih varijanti

povezanih s osobinama (Rafalski 2002.).

Slika 3-1. Prikaz SNP ¢ip-a



izvor:https://www.researchgate.net/figure/Picture-of-an-1llumina-SNP-single-nucleotide-
polymorphism-chip-25-x-8-cm-left-each_figl 265382219 — pristup 14.04.2024

Genomski podatci dobivaju se putem takozvanih SNP ¢ipova. Oni se medusobno mogu
razlikovati po koli¢ini SNP-ova koje mogu prepoznati pa zato imamo SNP ¢ipove male, srednje
1 velike gustoc¢e. Gustoca ponajvise ovisi o Cipu a i samoj potrebi za genomskom informacijom,
tako da postoje SNP ¢ipovi koji mogu prikazati samo par tisu¢éa SNP-ova, a neki od ¢ipova
velike gustoce mogu nekoliko stotina tisu¢a. Polimorfizmi jednog nukleotida (SNP) najces¢i su
tip genetske varijacije u Zivotinjskom genomu. SNP-ovi se pojavljuju otprilike jednom svakih
100 do 300 parova baza u genomu, $to ih ¢ini neprocjenjivim alatima za genetska istrazivanja.
Ove promjene pojedinacnih parova baza igraju klju¢nu ulogu u genetskoj raznolikosti i1 vrijedni
su markeri za proucavanje genetskih povezanosti sa svojstvima, otporno$¢u na bolesti i
evolucijskom biologijom. SNP-ovi nastaju iz tockastih mutacija, koje ukljuc¢uju supstituciju,
umetanje ili brisanje jednog para nukleotida u sekvenci DNA. Postoje razni mehanizmi zbog
kojih dolazi do nastanaka polimorfizma jednog nukleotida. Spontane mutacije prirodno se
javljaju tijekom replikacije DNA. Pogreske u aktivnosti DNA polimeraze ili spontane kemijske
promjene u nukleotidima mogu dovesti do ugradnje neto¢nih baza, $to rezultira SNP-ovima
(Kunkel 1 Bebenek 2000.). Takoder jedan od mehanizama nastanka SNP-a moze biti
rekombinacija. Genetska rekombinacija tijekom mejoze moze stvoriti SNP-ove kroz razmjenu
genetskog materijala izmedu homolognih kromosoma. Polimorfizmi jednog gena imaju razne
primjene u podru¢ju animalne proizvodnje, dobrobiti, populacijskoj i konverzacijskoj genetici.
Kod mlije¢nih goveda, SNP-ovi su koristeni za identifikaciju QTL-ova povezanih s prinosom
mlijeka, sadrzajem masti 1 proteina. GWAS 1 SNP genotipizacija odredila je specifi¢ne gene,
kao sto su DGATI1 1 ABCG2, koji utjecu na svojstva proizvodnje mlijeka (Grisart 1 sur. 2002.,
Lehnert i sur. 2015., Naserkheil i sur. 2019.).

SNP-ovi su takoder vrijedni za identificiranje genetskih varijanti povezanih s
otporno$¢u na bolesti. KoriSteni su u istraZivanima bolesti papaka 1 klinickog mastitisa (Naderi
i sur. 2018.), respiratornih bolesti goveda (Neupane i sur. 2018.). Uporaba SNP-ova nam moze
sluziti kako bi se unaprijedio menadZment reprodukcije 1 selekcije na samoj farmi jer nam
omogucava otkrivanje jedinki nositelja Stetnih recesivnih alela, koje se potom mogu izluciti iz
populacije (Biscarini i sur. 2016.). Oni se Cesto koriste 1 vrlo su bitni u istrazivanjima kojima
se bave populacijska i konzervacija genetika. Daju nam uvid o genetskoj varijabilnosti unutar i
izmedu populacija, strukturi i povijest samih. Informacija koje nam pruzaju SNP-ovi

omogucavaju nam uvid u genetsku raznolikost populacije $to nam je od velike pomo¢i kada
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govorimo o konzervaciji ugrozenih vrsta i pasmina. Parametri poput efektivne veliCine
populacije, homozigotnosti u populaciji i sl., informiraju nas o ugrozenosti promatranih vrsta i

prijevremeno nas upozoravaju o propadanju iste.

3.2. Genetska varijabilnost i introgresija

Genetska varijabilnost temelj je uzgojnih programa i prilagodbe goveda, bitna za
poboljsanje produktivnosti, otpornosti na bolesti i prilagodljivosti promjenjivim okruzenjima.
Genetska varijabilnost odnosi se na varijacije u sekvencama DNA medu pojedincima unutar
populacije. Kljuéne su za opstanak i prilagodljivost vrsta, pruzajuci temelj za prirodnu i umjetnu
selekciju. Genetska varijabilnost kljuéna je za uspjeh uzgojnih programa usmjerenih na
poboljsanje pozeljnih osobina kao §to su proizvodnja mlijeka, stope rasta i otpornost na bolesti.
Varijabilnost se moze pojaviti kao posljedica mutacija, rekombinacija ili prijenosa gena izmedu
populacija migracijom i krizanjem, unoSenjem novog genetskog materijala. Postoje mnoge
mjere kojima se utvrduju razine genetske varijabilnosti, mjere poput heterozigotnosti, alelnog
bogatstva i genetske udaljenosti. Svi ti parametri nam pruZzaju klju¢ne informacije o
varijabilnosti 1 stanju unutar 1 izmedu populacija. One su nam kljuéne za uspjeh uzgojnih
programa usmjerenih na poboljSanje poZeljnih svojstava kao $to su proizvodnja mlijeka, stope
rasta 1 otpornost na bolesti. Takoder se mogu koristiti u svrhe adaptacija pasmina pa je 1
dokazano da su pasmine goveda s vecom genetskom raznolikoS¢u pokazale bolju
prilagodljivost toplinskom stresu (Freitas i sur. 2021.), suSnim uvjetima (Bhardwaj i sur. 2021.)
1 okruZenjima na velikoj nadmorskoj visini. OdrZavanje genetske varijabilnosti klju¢no je za
ofuvanje pasmina goveda, osiguravajuci njihov dugoro¢ni opstanak i prilagodljivost (Barker
2011.).

Genomska introgresija odnosi se na proces prenosenja gena iz jedne populacije u drugu
kroz hibridizaciju i povratno krizanje. Kod goveda ovaj proces ima mnostvo implikacija na
biolosku raznolikost, poboljSanje pasmine i upravljanje genetskim resursima. Sam proces moze
nastati prirodnim i umjetnim putem, gdje se pod umjetnim misli na ljudski utjecaj. Povijesno
gledano do introgresije je najceSce dolazilo zbog hibridizacije pasmina koje su se u tome
trenutku nalazile na istome podru¢ju. Primjer tome bi bila hibridizacija Bos primigenius s
domacim pasminama Bos taurus, sto je ujedno i dovelo do introgresije gena Bos primigenius u

populacije pasmina domacih goveda (Park i1 sur. 2015., Bradley i sur. 1998.). Introgresija



pomaze u odrzavanju i poboljSanju genetske raznolikosti unutar populacije goveda, §to je
kljuéno za prilagodljivost promjenjivim okruzenjima i bolestima. Kao primjer umjetne
introgresije mogao bi se uzeti bilo koji ljudski poduhvat kojemu je cilj unaprijediti proizvoljna
svojstva goveda. Pa se u tu svrhu introgresija koristila kako bi se poboljsala svojstva poput
mlije¢nosti, mesnatosti i svojstva kvalitete mesa, reprodukcije te konverzije hrane. Medutim
proces ne mora stati samo na karakteristikama proizvodnje pa se tako mehanizmi introgresije
mogu koristiti kako bi se poboljsala adaptabilnost pasmina. Primjer tome je Cesto krizanje
visoko produktivnih pasmina s primitivnim pasminama kako bi im se poboljSala otpornost na
parazite, bolesti, visoke temperature (Shannon i sur. 2023., Hernandez-Rivera i sur. 2019.),
otpornost na susu i sl. (Bessong 2016.). Medutim sam proces moze imati i neke mane.
Neplansko sparivanje pasmina koje nisu kompatibilne moze narusiti genetsku varijabilnost
pasmine koju se Zeli unaprijediti (Adavoudi i Pilot 2021.). Cesto dolazi do toga da se procesom
krizanja izgube adaptabilna svojstva pasmina koje su one dobile prilagodavajuéi se na svoje
okoli$ne uvijete. Uz to losa provedba hibridizacije moze dovesti do smanjenja proizvodnih i
reprodukcijskih svojstava, veceg broja mrtvorodenih potomaka. Kako bi se ostvarili pozitivni
rezultati genomske introgresije treba osigurati dobar uzgojno-selekcijski program, koji ¢e

onemoguciti pojavi negativnih posljedica samog procesa.



3.3. Hrvatske pasmine goveda

3.3.1 Busa

Busa je jedna od na$ih autohtonih pasmina goveda. Kao i ostale pasmine svojim
eksterijerom, kondicijom i konstitucijom te proizvodnjom savrSeno opisuje podrucje u kojemu
obitava. Ona je skromno govedo brachicernog tipa, koja se adaptirala na krski reljef u kojemu
se 1 sama uzgaja. Njen manji tjelesni okvir joj omoguéuje pristup vegetaciji koja raste medu
vapnenackim stijenama. BuSu Cesto opisuju kao maleno, ¢vrsto, otporno, zbijeno govedo
¢vrstih nogu 1 papaka. U prosjeku visina grebana busSe iznosi 114 cm, duzina trupa 136 cm,
obujam prsa 162 c¢cm, dubina prsa 61 cm (Konjaci¢ i sur. 2004.). Glava joj je uska i duguljasta.
Vrat je srednje dug, trup je kratak, a rep tanak i seze do sko¢noga zgloba. Busa je najcesce

jednobojna a moze biti bijele, crvene, smede i crne boje. Rjede se pojavljuju prugaste buse.

Slika 3-3. Busa na pasnjaku

izvor: https://www.boskinac.com/blog/en/busa-an-indigenous-cattle-breed-served-as-a-

delicacy-at-the-boskinac-restaurant/ - pristup 16.04.2024.



https://www.boskinac.com/blog/en/busa-an-indigenous-cattle-breed-served-as-a-delicacy-at-the-boskinac-restaurant/
https://www.boskinac.com/blog/en/busa-an-indigenous-cattle-breed-served-as-a-delicacy-at-the-boskinac-restaurant/

Ona kao pasmina ne postoji samo na podru¢ju Republike Hrvatske, nego je prosSirena i u
susjedne zemlje. U jednome trenutku potkraj 20.st. busa je bila na rubu opstanka te je bilo
potrebno provesti program zastite i revitalizacije. Populacija danas ima trend porasta, kao §to

je vidljivo u grafu 3-1., medutim busa je i dalje svrstana kao ranjiva pasmina.
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Graf 3-1. Veli¢ina populacije istarskoga goveda u zadnjih 10 godina.
Izvor: FAO, 2024



3.3.2 Istarsko govedo

Istarsko govedo ili lokalno poznat kao boskarin jedan je od predstavnika istarske
kulture. UvrijeZen je uz samu kulturu i zivote ljudi u toj Zupaniji. Pripada u primitivne pasmine,
kao 1 ostale hrvatske pasmine goveda, §to joj se ne uzima za manu buduci sama pasmina moze
posluziti u brojnim krizanjima kojima ¢e se mijenjati genetska varijabilnost. Tradicionalno se
uzgaja na podrucju Istarske Zupanije i okolnim otocima. Tijekom davnina se istarsko govedo
koristilo kao radno govedo uz to §to je davalo meso i mlijeko. Istarsko govedo vanj§tinom
nalikuje na podolska goveda, §to bi dalo naslutiti na povijesnu prisutnost Bos primigenius-a. U
povijesnim zapisima se ¢esto spominju krizanja s talijanskim pasminama poput romangole i
maremmane u svrhu introgresije. BoSkarin je kasnozrelo i dugovje¢no govedo. U grebenu je
visoko 138 cm, trup je dugacak oko 162 cm, obujam prsa iznosi 196 cm, a dubina 74 cm. Glava
je srednje duga, a krase ju prepoznatljivi rogovi u obliku lire koji mogu biti dugacki 45 cm
(Ivankovi¢ i sur. 2006.). Pasmina je to grube radne konstitucije, Sto se na njoj i vidi. Goveda
imaju razvijeniju prednju polovicu, snazne noge i pravilne papke. Zenke mogu dosti¢i Kilazu

od 650 kg, dok muzjaci mogu teziti izmedu 700 i 800 kg (Ivankovi¢ i sur. 2006.). Najcesc¢a boja

je bijela i nijansa svijetlosive, dok se kod muzjaka ¢esto pojavljuju tamnije pigmentacije.
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Slika 3-4. Muzjak istarskog goveda
izvor: https://banka-gena.mps.hr/hrvatske-izvorne-i-ugrozene-pasmine/istarsko-govedo/ -
pristup 16.04.2024.

Populacija istarskoga goveda ima pozitivan trend u zadnjih par godina $to se da uociti u grafu
3-2, medutim istarsko govedo se i dalje smatra ranjivom pasminom. Zahvaljujuéi raznim
udrugama koje promoviraju pasmine i dobro osmisljenim uzgojno-selekcijskom programima

danas se istarsko govedo smatra cijenjenom pasminom.
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Graf 3-2. Velic¢ina populacije istarskoga goveda u zadnjih 10 godina.
Izvor: FAO, 2024
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3.3.3 Slavonsko-srijemski podolac

Slavonsko-srijemski podolac pripada u skupinu dugoroznih goveda i predstavlja
udomaceni oblik izvornog oblika goveda Bos primigenius. Pasmina se originalno Koristila za
teSku vucu po Sumama U podru¢jima Slavonije, Baranje te Srijema. Osim koristi za rad takoder
je bila bitna zbog proizvodnje mesa. Dolaskom industrijalizacije lagano se po¢eo smanjivati
broj podolaca te su njihovu ulogu radnih Zivotinja preuzeli teski hladnokrvni konji. Slavonsko-
srijemski podolac je ¢vrsto i jako govedo grube konstitucije. Visina u grebenu mu je u prosjeku
127 cm, dugo je 152 cm, dubina prsa iznosi 68 cm, a obujam 187 cm. Glava je duga i Siroka s
rogovima duzine 46 cm (Brinzej i Rastija 1974.). Budu¢i je pasmina koja ima radne
predispozicije, prednji dijelovi trupa su joj razvijeniji od ostatka tijela. Tjelesna tezina krava
iznosi izmedu 400 1 550 kg, a bikova izmedu 550 1 700 kg (Brinzej i Rastija 1974.). Boja im je

sivobijela do tamnosiva. Cesto su podru¢ja oko vrata, glave i plahtice tamnije pigmentacije

(Caput i sur 2010.).

Slika 3-5: Slavonsko-srijemski podolac na pasnjaku
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Izvor: https://pp-lonjsko-polje.hr/programi/uzgojni-program-za-slavonsko-srijemsko-

podolsko-govedo - pristup 16.04.2024.

Slavonsko-srijemski podolac najugrozenija je pasmina hrvatskoga goveda. Pred kraj 20.st.

pasmina je bila na rubu opstanka. Zbog Zelje za oCuvanjem pasmine 1997. godine je pokrenut

program sustavne zastite ukupne populacije podolca. Danas je pasmina u uzlaznome trendu,

kao $to se da vidjeti u grafu 3-3, makar se i dalje smatra kriticno ugrozenom pasminom.
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Graf 3-3. Veli¢ina populacije slavonsko-srijemskoga podolca u zadnjih 10 godina.

Izvor: FAO, 2024
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3.4. Migracije goveda

Migracije goveda diljem Europe kroz proslost znacajno su oblikovale genetsku
raznolikost 1 prilagodljivost modernih europskih pasmina goveda. Razumijevanje ovih
migracijskih obrazaca klju¢no je za oCuvanje genetskih resursa i upravljanje programima
uzgoja goveda. Govedo je prvi put pripitomljeno na Bliskom Istoku prije otprilike 10 500
godina (Durham i sur. 2005.). Pripitomljena goveda, koja potjecu od divljih aurocha (Bos
primigenius), rasirila su se Europom s ranim neolitskim poljoprivrednicima (Helmer i sur.
2005.). Sirenje stoarstva u Europu usko je povezano s neolitskom ekspanzijom, koja je
zapocela oko 7000. pr.Kr. Kako su rani farmeri migrirali s Bliskog Istoka u Europu, sa sobom
su doveli domace zivotinje, ukljucujuci goveda. Ta je migracija iSla dvjema glavnim rutama:
sredozemnom rutom duz obale i podunavskom rutom kroz srednju Europu (slika 3-6.)
(Balaresque i sur. 2015., Milisauskas 2002.). Tijekom bron¢anog i zeljeznog doba, ljudska
druStva u Europi postala su sloZenija, $to je dovelo do povecanja trgovine i kretanja stoke
(Bartosiewicz 2013.). Uvodenje kotaca i poboljsanje transporta omogucilo je kretanje stoke na
veée udaljenosti. Rimsko Carstvo odigralo je znacajnu ulogu u $irenju pasmina goveda diljem
Europe (MacKinnon 2004.). Rimske poljoprivredne prakse i stvaranje poboljSane cestovne
mreze olaksali su kretanje stoke i razmjenu rasplodne stoke diljem carstva (MacKinnon 2004.).
U tom su razdoblju u sjevernu i zapadnu Europu uvedene mediteranske pasmine goveda.
Raspad Rimskog Carstva i naknadne migracije raznih plemena tijekom ranog srednjeg vijeka
doveli su do daljnjeg mijesanja populacija goveda (MacKinnon 2004.). Ekspanzija Vikinga, na
primjer, uvela je skandinavske pasmine goveda na Britansko oto¢je i druge dijelove Europe
(O'Sullivan i sur. 2010.).
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Slika 3-6. Migracijske putanje goveda kroz Europu.
Izvor: Felius i sur. 2014.

Razvoj modernih pasmina goveda zapoceo je u 18. 1 19. stoljeu osnivanjem pasminskih
drustava 1 registara. Praksa selektivnog uzgoja dovela je do stvaranja modernih pasmina
goveda. Uvodenje pasmina goveda iz Novog svijeta, kao $to su holstein i hereford, dodatno je
diverzificiralo europsku populaciju goveda (Felius i sur. 2010). Povijesne migracije goveda
ostavile su sloZeno genetsko nasljede u modernim europskim pasminama goveda. Studije koje
su koristile markere mitohondrijske DNA i Y-kromosoma otkrile su znacajnu genetsku
raznolikost unutar i izmedu pasmina (Medugorac i sur. 2009.). Napori o¢uvanja usmjereni su
na ocuvanje ove genetske raznolikosti kako bi se odrzala prilagodljivost i otpornost populacije

goveda.
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4. Materijali i metode

Genomski podatci za tri hrvatske pasmine goveda dobiveni su pomo¢u lllumina
Bovine HD BeadChip (777 K), a analizirani su iz uzoraka krvi 112 jedinki u sklopu projekta
,ANAGRAMS*, dok su ostali genomski podatci bili prikupljeni iz javno dostupnih
repozitorija. Od tih prikupljenih podatka je tada napravljen zajednicki set podataka kojim se

sluzilo u daljnjim analizama (Tablica 4-1.).

4.1. Izrada seta podataka

Analizirani skup podataka sadrzavao je SNP podatke za cijeli genom za tri autohtone
hrvatske pasmine goveda: slavonsko-srijemski podolac (CCSSP), istarsko govedo (CCIG) i
busa (CCB) sa 112 jedinki. Za usporedbu genetske povezanosti izmedu hrvatskih i ostalih
pasmina i za analize strukture populacije i primjese uzoraka, takoder se koristilo genotipizirani
podatci iz dvanaest slljede¢ih pasmina iz Europe: angus (ANG), smede govedo (BSW),
chianina (CHI), fleckvieh (FLV), Hereford (HFD), Holstein (HOL), limousin (LMS), maltese
(MAL), maremmana (MAR), merchigiana (MCG), piedmontese (PIE), romanian grey (RMG),
romagola (ROM) te Sest slijedecih afri¢kih pasmina: n’dama (NDA), ankole-watussi (ANW),
nganda (NGA), east african zebu (AZB), sokoto guali (UGA), karamojog zebu (NGE) i 3
slijedece indijske pasmine: gir (GIR), lohari (LOH) i tharparkar (THA). Broj genotipiziranih
zivotinja za svaku pasminu naveden je u tablici 4.1.1. Zbog specifi¢nog geografskog i
povijesnog polozaja balkanskoga poluotoka ocekivanje je da postoji nekakva veza izmedu
hrvatskih i ostalih pasmina. Svaka od ovih pasmina moze se smatrati distinktno populacijom s
vlastitim setom alelnih frekvencija, mutacija i genetskih kombinacija. Ova genetska raznolikost
pasmina omogucéuje dubinsko istrazivanje evolucijskih putova, fluktuaciju populacija i
migracijskih dogadaja. Razli¢ite pasmine ¢esto imaju jedinstvene haplotipske strukture, koje su
rezultat povijesnih selektivnih pritisaka, geografske izolacije ili specifi¢nih uzgojnih praksi.
Genomski podatci o ostalim pasminama bili su prikupljeni s javno dostupnih repozitorija. U
pocetku su se setovi podataka razlikovali u broju SNP-ova te se spajanje setova podataka u
finalni provelo putem PLINK v 1.9 softvera (Purcell i sur. 2007.). Kontrola kvalitete podataka
genotipizacije provedeni su s PLINK v 1.9 koristenjem slijedec¢ih parametara kontrole kvalitete:
uzeti su samo autosomni SNP-ovi s poznatim kromosomskim polozajima kako bi se iskljucila
pristranost izmedu muskih 1 Zenskih jedinki; iskljuceni su svi pojedinci i SNP sa stopom poziva
ispod 0.9. Nakon kontrole kvalitete konac¢na baza podataka sadrzavala je 439 608 SNP markera

1674 Zivotinja.
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Tablica 4-1. Tablica pasmina koriStenih u analizama

Pasmina Kod N Broj SNP Izvor
Angus ANG 37 727,115 Barbato i sur. 2020.
Ankole-Watussi ANW 25 727,115 Barbato i sur. 2020.
East African Shorthorn Bahbahani i sur.
AZB 19 777,962
zebu 2017.
Smede govedo BSW 54 727,115  Barbato i sur. 2020.
Busa CCB 40 695,074 Drzai¢ et al, 2023
Istarsko govedo CCIG 40 695,074 Drzai¢ et al, 2023
Slavonsko-srijemski
CCSSP 32 695,074 Drzaié et al, 2023
podolac
Chianina CHI 16 727,115  Barbato i sur. 2020.
Fleckvieh FLV 55 727,115  Barbato i sur. 2020.
Gir GIR 28 727,115 Barbato i sur. 2020.
Hereford HFD 24 727,115 Barbato i sur. 2020.
Holstein HOL 55 727,115 Barbato i sur. 2020.
Limousin LIM 40 727,115 Barbato i sur. 2020.
Lohari LOH 13 727,115 Barbato i sur. 2020.
Upadhyay i sur.
Maltese MAL 4 777,962
2016.
Upadhyay i sur.
Maremmana MAR 5 777,962
2016.
Merchigiana MCG 13 727,115  Barbato i sur. 2020.
N’Dama NDA 48 727,115 Barbato i sur. 2020.
Nganda NGA 26 727,115  Barbato i sur. 2020.
. Bahbahani i sur.
Sokoto gudali NGE 13 777,962
2017.
Piedmontese PIE 24 727,115  Barbato i sur. 2020.
) Upadhyay i sur.
Romanian grey RMG 4 777,962
2016.
Romagnola ROM 30 727,115  Barbato i sur. 2020.
Tharparkar THA 13 727,115 Barbato i sur. 2020.
) Bahbahani i sur.
Karamojong zebu UGA 15 777,962

2017.
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4.2. Analiza genomske raznolikosti

Opazena heterozigotnost (Ho), o¢ekivana heterozigotnost (He) i Fis za svaku populaciju
pasmina goveda izracunati su s pomoc¢u PLINK v1.90 (Purcell i sur. 2007., Chang i sur. 2015.).
Procjene heterozigotnosti osjetljive su na razliite pristranosti utvrdivanja kada se SNP-ovi
otkriveni u jednoj pasmini koriste za genotip drugih pasmina (Nielsen 2004., Edea i sur. 2015.).
Alelno bogatstvo i privatni aleli unutar populacija izraunati su koriStenjem metode rarefrakcije
za prilagodbu za razliCite veli¢ine populacija s pomocu Alelic Diversity AnalyZEr (ADZE)
(Szpietch i sur. 2008.). Koeficijent inbridinga izracunat je s pomocu paketa detectRUNS
(Biscarini i sur. 2019.) u programu R. Procijenjen je putem duljine ROH segmenata ( >1mb,
>2mb, >4mb, >8mb, >16mb) gdje nam duljina segmenata daje uvid o tome koliko vremena je
proteklo od sparivanja u srodstvu. Veliki segmenti upucuju na nedavno sparivanje u srodstvu,

dok mali na sparivanje srodnih jedinki u proslosti (Nosrati i sur. 2021.).

4.3. Procjene sli¢nosti populacija

Analize Fst-a su izracunate s pomoc¢u PLINK v1.9 (Purcell i sur. 2005), uzevsi u obzir
pristranost veli¢ine populacija na samu analizu. Naime, kada govorimo o izra¢unima u PLINK-
u treba pripaziti na veli¢ine uzoraka populacija koje mogu nepovoljno utjecati na rezultate
analize (Albrechtsen 1 sur. 2021). Uzevsi pristranost veli¢ine uzoraka u obzir analize Fst-a su
radene samo izmedu onih populacija koje su bile ve¢e od 20 jedinki. Analiza glavnih
komponenti (PCA) provedena je u R za dvije razliite veli¢ine populacija. Napravljena je za
populacije koje imaju viSe od dvadeset i za one koje imaju vise od 10 jedinki. Za procjenu
varijacijskih autokodera (POPVAE) koristen je softvere popVAE (Battey 1 sur. 2020.) koji
uklapa varijacijski autokoder u skup genotipova i ispisuje latentni prostor. Splittree (Huson i
Bryant 2006.) je koristen za analizu i vizualizaciju neighbor — net-a. Neighbor-net je metoda
koja se temelji na udaljenosti. NajbliZe je povezana s piramidalnim grupiranjem i podijeljenom
dekompozicijom. Piramidalno grupiranje, kao Neighbor-Net, radi aglomerativno, tj. svrstava
individualne elemente u zasebne grupe. Mreze su vizualizirane za jedinke (preko p distanci) 1
pasmine (nei distance). Za analizu strukture populacija provedena je analiza temeljena na
Bayesovom modelu u softveru STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard i sur. 2000.). Ovaj softver
pretpostavlja model u kojem postoji K populacija (klastera), koje doprinose genotipu svake
jedinke i svaka je karakterizirana skupom frekvencija alela na svakom lokusu markera. Metoda
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pokusava dodijeliti jedinke populacijama na temelju njihovih genotipova, dok istovremeno
procjenjuje frekvencije alela izvorne populacije. Monte Carlo Markovljeva lan¢ana metoda
koriStena je za procjenu ucestalosti alela u svakoj od K populacija i stupnja primjesa za svaku
pojedinu zivotinju. Broj klastera je izveden koriStenjem pet neovisnih ciklusa s 1 000 000
ponavljanja i razdobljem izgaranja od 10 000 prema modelu porijekla primjesa i koreliranih
frekvencija alela s K vrijednostima u rasponu od dva do dvadeset pet. Vizualizacija rezultata
STRUCTURE analize je radena pomocu StructureSelectora (Li i Liu 2017.).

4.4, Efektivna veli¢ina populacije

Efektivna veli¢ina populacije (Ne) hipotetske idealne populacije moze se definirati kao
veliina koja bi rezultirala istom koli¢inom genetskog pomaka kao $to je opazeno u stvarnoj
populaciji (Wright, 1931.). Ovaj je parametar kljucan za razumijevanje evolucije populacije
(Hill 1 Mackay 2004.) i pomaze u modeliranju 1 razumijevanju genetske arhitekture koja lezi u
osnovi slozenih svojstava (Hayes i sur. 2003.). Procjena veli¢ine populacije provedena je s
pomocu softvera GONE (Santiago i sur. 2020.). Pristup procjene u GONE-u temelji se na
odnosu izmedu neravnoteZe u povezivanju gameta i/ili gena i efektivne velicine populacije (Hill
1981.), izraunatog kroz pristup sloZzenog modeliranja. Genetski algoritam u GONE (Coombs
i sur. 2012.) izvodi povijesni niz efektivnih veli¢ina populacije koji najbolje minimizira zbroj
kvadrata razlika izmedu promatranih D vrijednosti (srednja kvadratna korelacija izmedu dviju
frekvencija alela na lokusu, ponderirana njihovom varijjancom i1 one predvidene za
odgovaraju¢e demografske putanje (Saura i sur. 2021.). Uz to, koriSten je softver GONE za
procjenu trenutne i povijesne Ne ukljucujuéi fazirane genotipske informacije. Faziranje je
izvrSeno koriStenjem genetskog modela s rekombinacijom, koriStenjem zadanih opcija u
softveru SHAPEIT?2 (Delaneau i sur. 2013.). Povijesne procjene produzile su do 50 generacija,
Sto je ekvivalentno priblizno 250 godina, uzimajuéi u obzir generacijski interval od 5 godina
kod goveda (Schefers i Weigel 2012.).
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4.5. Analize migracije gena

Procjene migracija izmedu populacija izracunate su pomo¢i TreeMix softvera (Pickrell
i Pritchard 2012). TreeMix modelira genetski pomak na polimorfizmima cijelog genoma kako
bi zaklju€io o odnosima i protoku gena izmedu populacija. Program procjenjuje genetske
odnose i1 dogadaje migracije medu pasminama, modeliranjem genetskog pomaka na
polimorfizmima diljem genoma. Dendrogram najvece vjerojatnosti generiran je na temelju
opazene strukture kovarijance izmedu pasmina. Kada pasmine nisu odgovarale ra¢vanju na
stablu, dodan je dogadaj primjesa. Kao input za softvere su postavljeni haploblokovi od 20
SNP-ova te bootstrap od 10000. Outputi dobiveni s pomocu treemix-a tada su analizirani u
RStudio s pomocu paketa optM, koji procjenjuju optimalni broj migracija izmedu populacija

po Evanno metodi. Takoder, vizualizacija outputa radena je u RStudio.
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5. Rezultati i rasprava

5.1. Parametri genetske raznolikosti

Rezultati dobiveni za hrvatske pasmine goveda pruzaju znacajne informacije o
genetskoj strukturi i diverzitetu ovih vrsta. Procjene genetske raznolikosti (Ho, He, FIS, Ar,
Ar(p)) na temelju varijabilnosti SNP-ova prikazani su u tablici 5-1. Raspon za promotrenu
heretozigotnost 25 analiziranih pasmina iznosio je izmedu 0.18 (ROM) i 0.33 (CCIG), medu
hrvatskim pasminama najmanju promotrenu heterozigotnost ima busa (CCB). Raspon
ocekivane heterozigotnosti poprima vrijednosti izmedu 0.16 (ROM) 1 0.32 (CCIG), a izmedu
hrvatskih pasmina busa (CCB) ponovno ima najmanju heterozigotnost. Tri hrvatske pasmine
imaju vecu heterozigotnost od prosjeka svih 25 pasmina. Dobiveni rezultati heterozigotnosti
imaju odredenu razinu podudarnosti s radom koga je proveo Blott i sur. (2003). Parametar
koeficijenta fiksacije mjeri se u rasponu izmedu -1 i 1. Dok se negativne Fis vrijednosti tumace
kao sklonost outbridingu ili izbjegavanju parenja s bliskim srodnicima, pozitivne Fis vrijednosti
ukazuju na srodstvo ili parenje izmedu bliskih srodnika. Prili¢no velike razlike u procijenjenim
fiksacijskim indeksima uocen je izmedu ovih 25 pasmina. Najmanji procijenjeni fiksacijski
indeks ima pasmina RMG (-0.345), a najve¢i ima HFD (0.053). Iz tablice se takoder moze
iS¢itati da su pasmine kod kojih je ucestalije sparivanje u srodstvu ANG, AZB, CCIG i HFD
dok se kod svih ostalih pasmina prakticira izbjegavanje sparivanja u srodstvu. Jedina hrvatska
pasmina kod koje se pojavljuje pozitivan Fis je istarsko govedo, a moze se pripisati uzgojno-
selekcijskom programu ¢iji je cilj povecati proizvoljna svojstva pasmine. Rezultati alelnog
bogatstva, izracunati s pomo¢u ADZE softwera, prikazuju sam broj alela 1 privatnih alela za
svaku pasminu. Najvece alelno bogatstvo (Ar) ima hrvatsko istarsko govedo, dok najmanje ima
talijanska maremmana. Male vrijednosti Ar kod pasmina kao §to su MAR 1 RMG dijelom mogu
biti objaSnjeni s malom veli¢inom uzorka. Naime, veca je Sansa da ¢e se u velikom uzorku
nalaziti viSe razli€itih alela §to samim time povecava alelno bogatstvo, dok je kod malih uzoraka
ta Sansa manja (Leberg 2008.). U prosjeku najvece vrijednosti Ar imaju africke pasmine s 11,
potom europske s 9 i na kraju indijske sa 7. Velike vrijednosti Ar kod afri¢kih pasmina ukazuju
na njihovu vrijednost kao rezervoar genetske varijabilnosti. Kod vrijednosti privatnoga broja
alela nisu uocene velike razlike izmedu pasmina. Zanimljivo je napomenuti kako europske

pasmine imaju najvece i manje vrijednosti alelnog bogatstva i privatnoga broja alela.
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Tablica 5-1. Tablica genetskih parametra pasmina.

Pasmina Ho He FIS Ar Ar(p)
ANG 0.29+0.19 0.29+0.18 0.005 10£3.45  3£1.08
ANW 0.3+0.19 0.29+0.17 -0.016  13+£5.03 4+1.38
AZB 0.28+0.19 0.29+0.17 0.007 11+4.62  4+1.47
BSW 0.28+0.20 0.27£0.18 -0.042 9+3.08  3+£1.02
CCIG 0.33+0.17 0.32+0.16 0.016 15+6.37 44+1.48

CCSSP 0.29+0.18 0.29+0.17 -0.043  114£3.96 3£1.15
CCB 0.28+0.20 0.27+0.18 -0.005 9+2.71 3+0.7
FLV 0.29+0.20 0.28+0.18 -0.035 8+2.95 2+0.7

GIR 0.30+0.19 0.29+0.18 -0.010 11+3.96 3+1.18
HFD 0.21+0.19 0.21+0.18 0.053 11+4.01  3+£1.18
HOL 0.29+0.18 0.31+0.17 -0.020 10+3.22  3+1.06
CHI 0.30+0.19 0.29+0.18 -0.042  11+3.27 3+1.13
LMS 0.30+0.18 0.30+0.17 -0.008 12+4.66 4+1.28
LOH 0.20+0.21 0.19+0.19 -0.063 7£2.36  3+£1.04
MAL 0.23+0.26 0.2+0.19 -0.175 8+2.93  3+£1.23
MAR 0.29+0.25 0.27+0.19 -0.074 3+0.85 2+0.44
MCG 0.31+0.21 0.29+0.18 -0.059 4+1.54  3£0.79
NGA 0.24+0.18 0.24+0.18 -0.044 11+4.38 3+1.12
NDA 0.32+0.19 0.30+0.17 0.026 134498 4+1.42
NGE 0.30+0.20 0.29+0.17 -0.032 8+3.34  4+1.43
PIE 0.32+0.19 0.31+0.17 -0.029 1344.89 4+1.38
RMG 0.30+0.19 0.29+0.17 -0.345  4+1.14  340.83
ROM 0.18+0.23 0.16+0.19 -0.029 11+3.88 3+1.17
THA 0.29+0.20 0.28+0.17 -0.116 5+¢1.55  3+0.77
UGA 0.30+0.20 0.29+0.18 -0.028  10+4.17 4+1.47

Ho - promotrena heterozigotnost,; He — o¢ekivana heterozihotnost; Ar — alelno bogotstvo (rarefrakcija); Ar(p) —

privatni broj alela (rarefrakcija)

(ANG-ANngus, ANW-Ankole-Watussi, AZB-Africki zebu, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-Slavonsko-
srijemski podolac, CCIG-Istarsko govedo, CHI-Chianina, FLV-Flechviech, GIR-Gir, HFD-Hereford, HOL -
Holstein, LMS-Limousin, LOH-Lohari, MAL-Maltese, MAR-Marammana, MCG-Merchigiana, NDA-N’dama,

NGA-Nganda, NGE-Sokoto gualdi, PIE-Piedmontese, RMG-Romanian grey, ROM-Romagnola, THA-

Tharparkar, UGA-Karamojong zebu)
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5.2. Efektivna veli¢ina populacije

Procjena efektivne i ,,ancestral® efektivne veli¢ine populacije odradena je u GONE
softveru. Iz tablice 5-2. moze se iScCitati efektivna veli¢ina populacije izraCunata preko
varijabilnosti SNP-ova za trenutnu generaciju, a isto tako se vidi ,,ancestral* veli¢ina populacije
pedeset generacija unazad. Ancestralni Ne pruza uvid u povijesnu genetsku raznolikost i
demografske dogadaje kao Sto su ,,bottleneck* i Sirenja koja su oblikovala sadasnju populaciju.
Preko procijenjenih parametara iz tablice 5-2. vidi se da hrvatske pasmine goveda imaju male
efektivne veliCine populacija, Sto se moze povezati s njihovim ugrozenim statusom. Izmedu tri
pasmine da se primijetiti da je slavonsko-srijemski podolac najugroZeniji. Kod svih hrvatskih
pasmina primjetan je drasti¢an pad efektivne veli¢ine populacije u zadnjih 10 generacija, koji
je uvjetovan dolaskom komercijalnih pasmina goveda zbog kojih autohtone pasmine izlaze iz
trenda. Pozitivni trendovi oporavka u zadnjih 5 generacija mogu se primijetiti kod istarskoga
goveda (graf 5-1.) i slavonsko-srijemskog podolca (graf 5-2.), dok za busu taj trend stagnira
(graf 5-3.). Busa takoder ima najveéi pad efektivne veli¢ine populacije tako da danasnja
populacija ima samo 7 % od prijaSnjih generacija. Izmedu svih 25 pasmina AZB ima najvecu
efektivnu veli¢inu populacije dok najmanju ima MAL. Maltese (MAL) je pasmina koja je
uzgaja na Malti, pa je i za ocekivati da ¢e joj genetski parametri poput efektivne veli¢ine
populacije biti znatno manji od ostalih. Naime smanjena genetska varijabilnost, veli¢ina
populacije i sli¢na svojstva ¢esta su pojava kod oto¢nih pasmina ili pasmina koje su izolirane.
U takvome nacinu uzgoja sparivanje u srodstvu je gotovo neizbjezno, Sto ¢e tijekom vremena

dovesti do erozije genetske strukture same pasmine.
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Tablica 5-2. Efektivna veli¢ina populacije procijenjena na 50 generacija.

Pasmina 1. gen 10.gen  20.gen 30.gen 40.gen 50.gen

ANG 166 171 151 168 1094 4171
AMW 400 4768 6222 4831 3661 1870
AZB 2157 4130 8531 9327 8676 9062
BSW 76 50 3251 7465 7870 8796
CCIG 60 168 5312 6114 6147 6075
CCSsp 43 28 204 362 432 391
CCB 138 19192 18922 19037 17753 19700
FLV 83 189 1831 1702 1568 1708
GIR 122 799 1844 1707 1699 1933
HFD 164 120 89 92 510 8085
HOL 68 76 2378 2580 2435 2818
CHI 141 117 131 2315 4171 4528
LMS 206 431 1935 1862 1864 1862
LOH 22 1124 1072 1643 2723 4269
MAL 25 5 43 46 48 48
MAR 52 1042 3328 3822 3957 3730
MCG 90 91 2792 3007 3097 3517
NGA 40 59933 67859 57675 55791 49384
NDA 53 4511 4609 4029 4040 3993
NGE 712 3006 3743 3416 2695 1884
PIE 167 4835 5507 5020 4200 3839
RMG 51 28 39 61 72 82
ROM 103 93 2254 3437 3582 3688
THA 13 27 134 467 590 526
UGA 334 2625 23542 24554 25507 20132

(ANG-Angus, ANW-Ankole-Watussi, AZB-Afri¢ki zebu, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-Slavonsko-
srijemski podolac, CCIG-Istarsko govedo, CHI-Chianina, FLV-Flechviech, GIR-Gir, HFD-Hereford, HOL -
Holstein, LMS-Limousin, LOH-Lohari, MAL-Maltese, MAR-Marammana, MCG-Merchigiana, NDA-N’dama,
NGA-Nganda, NGE-Sokoto gualdi, PIE-Piedmontese, RMG-Romanian grey, ROM-Romagnola, THA-
Tharparkar, UGA-Karamojong zebu)
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Graf 5-1. Efektivna veli¢ina populacije za zadnjih 10 generacija istarskoga goveda.
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Graf 5-2. Efektivna veli¢ina populacije za zadnjih 10 generacija slavonsko-srijemskog

podolca.
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Graf 5-3. Efektivna veli¢ina populacije za zadnjih 10 generacija buse.
Ovako dobiveni rezultati ukazuju da je pracenje efektivne veli¢ine populacije, sa pracenjem

geneti¢ke varijabilnosti, veoma znacajno za populacijsko geneticka istrazivanja i ima veliku

primjenu u uspostavljanju konzervacijske strategije.
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5.3 Koeficijenti inbreedinga

Koeficijenti inbredinga za 439 608 SNP-ova izracunati su s pomo¢u ROH fragmenata
razli¢itih duljina. Procjena inbredinga odradena je za segmente ve¢e od 1, 2,4, 81 16 Mb, uzevsi
u obzir da ve¢i ROH segmenti predstavljaju nedavno sparivanje u srodstvu. FROH procijenjen
iz podataka sekvence izravna je i to€na procjena razina homozigotnosti. Uglavnom odrazava
regije koje su bile IBD na genomu. Raspon koeficijenata inbridinga za segmente vece od 1 Mb
bio je izmedu 0.13 (CCB) i 0.34 (THA), s prosjekom od 0.22. Za segmente vece od 2 Mb,
raspon je bio od 0.01 (ANW) do 0.27 (MAL), s prosjekom od 0.07. Za segmente vece od 4 Mb,
raspon je bio od 0.01 (ANW) do 0.26 (MAL), s prosjekom od 0.06. Segmenti ve¢i od 8 Mb
imali su raspon od 0.01 (ANW) do 0.09 (CCSSP), s prosjekom od 0.03. Kona¢no, za segmente
vece od 16 Mb, raspon je bio od 0.01 (promatrano u AZB, CHI, GIR, LMS, MCG, PIE, ROM
i THA) do 0.04 (CCSSP), s prosjekom od 0.01. Segmenti ROH nastaju zbog mehanizama
sparivanja u srodstvu, a njihova duljina ovisi o crossing overu. Naime duljina ROH nam govori
o razdoblju koje je proslo od sparivanja u srodstvu. Djelovanje crossing overa kroz duzi period
pocijepat ¢e vece segmente u manje (Peripolli i sur. 2018, Forutan i sur. (2018.). Jedna od
pasmina koja ima najvece zabiljeZene koeficijente je Maltese (MAL) $to moze biti objasnjeno
s time da je ona oto¢na izolirana pasmina te da je u takvim uvjetima sparivanje u srodstvu
gotovo neizbjezno. Koeficijent inbridinga za sve 3 hrvatske pasmine je u granicama normale,
tj. nije vec¢i od dopustenih 5 %. (Margolin i Bartlett 1945.). Dobar uzgojno-selekcijski rad i
program te izbjegavanje sparivanja u srodstvu zasluzni su za niske vrijednosti koeficijent
inbridinga. Kada govorimo o populacijama koje broje mali broj jedinki i koje su k tome i
svrstane u ranjive ili ugroZene vrste, U potpunosti bi trebale izbjegavati sparivanje u srodstvu,

kako ne bi doslo do negativnih posljedica za samu pasminu.
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Tablica 5-3. Koeficijenti inbreedinga za ROH odredenih duljina u Mb.

Pasmina >1Mb >2Mb >4Mb >8Mb >16Mb

ANG 0.27 0.12 0.09 0.05 0.02
ANW 0.18 0.01 0.01 0.01 0
AZB 0.18 0.03 0.04 0.02 0.01
BSW 0.25 0.11 0.09 0.05 0.02
CCB 0.13 0.03 0.06 0.05 0.03
CCIG 0.23 0.12 0.1 0.07 0.02
CCSsp 0.23 0.14 0.11 0.09 0.04
CHI 0.22 0.1 0.07 0.03 0.01
FLV 0.2 0.04 0.03 0.02 0.02
GIR 0.24 0.04 0.02 0.01 0.01
HFD 0.32 0.19 0.14 0.09 0.04
HOL 0.22 0.08 0.07 0.04 0.02
LMS 0.19 0.04 0.03 0.02 0.01
LOH 0.27 0.08 0.05 0.02 0
MAL 0.39 0.27 0.26 0.1 0.02
MAR 0.23 0.08 0.03 0.01 0
MCG 0.19 0.07 0.05 0.02 0.01
NDA 0.28 0.04 0.03 0.02 0.02
NGA 0.14 0.02 0.04 0.02 0
NGE 0.15 0.01 0.01 0 0
PIE 0.15 0.01 0.01 0.01 0.01
RMG 0.15 0.02 0.01 0 0
ROM 0.2 0.08 0.06 0.03 0.01
THA 0.34 0.15 0.09 0.03 0.01
UGA 0.16 0 0 0 0

(ANG-Angus, ANW-Ankole-Watussi, AZB-Africki zebu, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-Slavonsko-
srijemski podolac, CCIG-Istarsko govedo, CHI-Chianina, FLV-Flechviech, GIR-Gir, HFD-Hereford, HOL -
Holstein, LMS-Limousin, LOH-Lohari, MAL-Maltese, MAR-Marammana, MCG-Merchigiana, NDA-N’dama,
NGA-Nganda, NGE-Sokoto gualdi, PIE-Piedmontese, RMG-Romanian grey, ROM-Romagnola, THA-
Tharparkar, UGA-Karamojong zebu)
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5.4 Procjene sli¢nosti populacija

5.4.1 Fst izmedu populacija

Fst je mjera genetske diferencijacije, mjerena kao smanjenje heterozigotnosti
subpopulacija u odnosu na ukupnu populaciju (Weir i Hill 2002.). Fst se izracunava kao
korelacija izmedu para nasumicnih alela u subpopulaciji i nasumicno odabranih alela iz cijele
populacije. Vrijednosti za Fst kreu se izmedu O i 1. Niske vrijednosti Fst medu
subpopulacijama ukazuju na niske razine genetske divergencije u populaciji, gdje vrijednost 0
implicira da nema divergencije izmedu populacija. Visoke vrijednosti Fst ukazuju na veéu
genetsku diferencijaciju izmedu subpopulacija, $to implicira da su jedinke unutar subpopulacija
viSe povezane jedna s drugom u usporedbi s jedinkama izmedu subpopulacija. Fst vrijednost 1
oznacava potpunu izolaciju subpopulacije od ukupne populacije; drugim rije¢ima, genomska
struktura cijele populacije moZe se objasniti subpopulacijom. Procijenjene vrijednosti Fst
prikazane su na slici 5-1. Prosjecna vrijednost Fst za sve lokuse i sve jedinke u populaciji
iznosila je 0.14. Ovaj rezultat priblizan je rezultatima prijasnjih istrazivanja u kojima su
koriSteni SNP-ovi, a iznosili su 0.17 (McKay 1 sur. 2008.). Najniza vrijednost Fst izmedu
europskih pasmina zapazena je za BSW i PIE (0.02). Obje pasmine su alpske pasmine, tj.
preteZno se uzgajaju na predjelima Alpa, Sto jednim dijelom mozZe objasniti mali zapazeni Fst.
Najmanji Fst africkih pasmina izracunat je izmedu NGA 1 ANW (0.03) populacija. Mahadevan
1 Marples (1961.) u svome radu govore da je nganda (NGA) pasmina nastala krizanjem ankola
1 zebu pasmina, §to daje pojasnjenje maloj Fst vrijednosti izmedu te dvije pasmine. Najveci Fst
zabiljezn je izmedu GIR i HFD, a iznosio je 0.36. Gir je klasi¢an primjer indijskoga zebu goveda
pa je 1 za ocekivati da ¢e imati visoke vrijednosti s europskim pasmina. Hrvatske pasmine
medusobno (0.05) nego sa slavonsko-srijemskim podolcem (0.10). Busi najsli¢nije pasmine
gledajuci Fst su istarsko govedo (CCIG) 1 piedemontese (PIE). Istarskome govedu su najslicnije
busa (CCB) 1 smede govedo (BSW). Slavonsko-srijemski podolac najmanje zapazene
vrijednosti Fst ima s limousin (LMS) i piemontese (PIE). Iz navedenih rezultata se moze
zakljuciti da su busa i istarsko govedo genetski slicnije pasmine, a da slavonsko-srijemski
podolac nije imao previSe doticaja s ostalim hrvatskim pasminama. Jedan od razloga te
diferencijacije pasmina mogu biti geografske barijere koje su limitirale pristup pasminama.

Istarsko govedo i buSa su pasmine hrvatskoga priobalja, dok je slavonsko-srijemski podolac
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kontinentalna pasmina. Makar busa i istarsko govedo ne obitavaju na istom podrucju (planine-

otoci) moguce da su nekad ipak imali kontakt.

Tablica 5-4. Fst vrijednosti izmedu hrvatskih pasmina goveda.

CCB CCIG CCSsp
CCB -
CClG 0.05 -
CCSspP 0.1 0.1 -

(CCB-Busa, CCIG-Istarsko govedo, CCSSP-Slavonsko-srijemski podolac)
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ANG
ANW
BSW
CCB
CCIG
CCSSP
FLV
GIR
HFD
HOL
LMS
NDA
NGA
PIE
ROM

ANG

0.19
0.12
0.07
0.10
0.13
0.10
0.31
0.13
0.10
0.08
0.17
0.19
0.08
0.11

ANW

0.21
0.14
0.16
0.18
0.19
0.15
0.22
0.19
0.17
0.14
0.03
0.16
0.16

BSW

0.08
0.05
0.08
0.06
0.26
0.10
0.07
0.04
0.12
0.15
0.02
0.06

CCB

0.05
0.10
0.09
0.28
0.13
0.10
0.08
0.14
0.16
0.06
0.08

CCIG

0.10
0.11
0.29
0.16
0.12
0.10
0.16
0.18
0.10
0.12

CC5SP

0.11
0.30
0.13
0.09
0.06
0.15
0.18
0.06
0.10

FLV

0.30
0.36
0.30
0.29
0.30
0.14
0.30
0.28

GIR

0.36
0.13
0.11
0.20
0.23
0.10
0.14

HFR

0.13
0.08
0.16
0.19
0.08
0.11

HOL

0.08
0.14
0.17
0.04
0.09

LMS

0.14
0.16
0.14
0.15

NDA

0.16
0.16
0.16

ANG-Angus, ANW-Ankole-Watussi, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-Slavonsko-srijemski

podolac, CCIG-Istarsko govedo, Flechviech, GIR-Gir, HFD-Hereford, HOL-Holstein, LMS-
Limousin, NDA-N’dama, NGA-Nganda, PIE-Piedmontese, ROM-Romagnola,

NGA

0.16
0.07

PIE

0.07

Slika 5-1. Fst izmedu populacija veé¢ih od 20 jedinki.
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5.4.2 PCA

PCA se temelji na matematickom algoritmu koji smanjuje dimenzionalnost broja
moguce koreliranih varijabli (npr. SNP-ova) na manji broj nekoreliranih varijabli (tj. glavnih
komponenti), dok zadrzava vecinu varijabilnosti u skupu podataka koji se istrazuje (Jolliffe,
2002). Analiza glavnih komponenti Cesto je koriStena analiza vizualizacije genomskih odnosa
medu pasminama goveda (Kelleher i sur. 2017., Bartolini i sur. 2015.). Analiza glavnih
komponenti u ovome radu bila je uspje$na u odvajanju klastera pasmina na temelju genotipskih
podataka. Analiza je odradena na 2 seta podatka, setovi koji sadrze vise od 10 1 20 jedinki. Prva
i duga glavna komponenta za set podataka koji imaju vise od 10 jedinki ¢inile su 21.35 %
odnosno 10.25% varijance (graf 5-4.), dok kod seta koji je ima samo populacije s 20 ili vise
jedinki su one iznosile 19.75 % odnosno 10.44 % ukupne varijance (graf 5-5.). PCA je otkrio
da su vecina pasmina goveda formirale jasne klastere koji se ne preklapaju i predstavljaju
odvojene populacije. Takoder na grafovima 5-4. i 5-5. jasno se vide grupacije goveda po
kontinentima. Prva glavna komponenta oslikavala je jasan obrazac razdvajanja izmedu goveda
s razli¢itih kontinenata, dok je druga glavna komponenta prikazala razdvajanje africkih
pasmina. Analize glavnih komponenti ¢esto vrlo dobro prikazuju geografske diferencijacije
izmedu pasmina, pa se tako na slici 5-4. vidi jasna podjela africkih pasmina, te da se samo jedna
africka pasmina odvojila (NDA). Ndama (NDA) je pasmina zapadne Afrike, dok su ostale
pasmine centralne 1 istocne Afrike, Sto objaSnjava njihovo razilaZenje u analizi. Tri indijske
pasmine grupirale su se priblizno u jedan klaster. Veéina europskih pasmina zajedno formiraju
klastere u neposrednoj blizini i medusobno se preklapaju, dok je hereford (HFD) pasmina koja
se odvaja od ostatka. Hereford je britanska pasmina i rezultati dobiveni u ovome radu
podudaraju se sa prijasnjim (Kelleher i sur. 2016), po tome da je hereford pasmina koja ¢e se
Cesto odvajati od ostalih europskih pasmina. Hrvatske pasmine preklapaju se s nekolicinom
ostalih europskih pasmine i formiraju klaster. Busa i istarsko govedo preklapaju se s talijanskim
pasminama chianina (CHI), marchigiana (MCG) i romagnola (ROM), dok se slavonsko-
srijemski podolac preklapa s fleckvieh (FLV) i limousin (LMS) pasminama. Talijanske
pasmine nalaze se u geografskoj blizini buse i istarskoga goveda, medutim prijasnja istrazivanja
koja su promatrala odnose izmedu istarskoga goveda i talijanskih pasmina (Maretto i sur.
2012.), nisu otkrili znacajno podudaranje. Istarskome govedu najslicnija pasmina je bila

podolica §to se moglo pretpostaviti zbog slicnog eksterijera te dvije pasmine.
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Graf 5-4. PCA analiza za populacije vece od 10.
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Graf 5-5. PCA za populacije vece od 20.

(ANG-Angus, ANW-Ankole-Watussi, AZB-Afri¢ki zebu, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-Slavonsko-
srijemski podolac, CCIG-Istarsko govedo, CHI-Chianina, FLV-Flechviech, GIR-Gir, HFD-Hereford, HOL -
Holstein, LMS-Limousin, LOH-Lohari, MCG-Merchigiana, NDA-N’dama, NGA-Nganda, NGE-Sokoto gualdi,

PIE-Piedmontese, ROM-Romagnola, THA-Tharparkar, UGA-Karamojong zebu)
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5.4.3 POPVAE

Sli¢no analizi glavnih komponenti (PCA), autokoderi rjesavaju problem kompresije
postupnim smanjivanjem broja ulaznih parametara u manji skup skrivenih parametara, koji su
analogni glavnim komponentama. Broj tih skrivenih parametara, poznat kao latentni prostor,
ovisi o arhitekturi mreze. U svom najjednostavnijem obliku, ova kompresija se postize
smanjenjem broja parametara u svakom sloju, $to je dio mreze poznat kao koder. Drugi dio
mreze, nazvan dekoder, rekonstruira izvorne podatke iz latentnog prostora minimiziranjem
odgovarajuce funkcije gubitka. Vazan dio autokodera je korak regularizacije, obi¢no ukljuc¢en
u funkciju gubitka, koji je potreban za ucenje smislenog latentnog prostora i izbjegavanje
memoriranja ulaznih podataka. Varijacijski autokoderi (VAE) razlikuju se od obi¢nih
autokodera jer uvode generativnu komponentu, sazimajuc¢i podatke u latentnu distribuciju
prostora. Treba napomenuti da su autokoderi slabo iskoriSteni u analizama srodnosti kod
domacih zivotinja, te su potrebna daljnja istraZivanja kako bi se u potpunosti razumjela njihova
primjena u animalnoj genetici. Graf 5-6. prikazuje vizualizaciju outputa softvera POPvae (Batty
i sur. 2021) s pomoc¢u RStudia. Populacije goveda su se formirale u individualne klastere koji
se ne preklapaju, jedino preklapanje se moze primijetiti izmedu istocno-africkog zebu (AZB) i
karamojong zebu (UGA). Slika takoder prikazuje odvajanje pasmina po kontinentu, gdje se

jasno vide pasmine Europe (zeleno), Afrike (plavo) i Indije (Zuto).
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Pasmina

AMG
ANW
ASB
BSW
CCB
CClG
CCS5P
CHI
FLV
GIR
HFD

HOL
LM3s
LOH
MCG
MDA
MGA
MGE
FIE
ROM
THA
UGA

(ANG-Angus, ANW-Ankole-Watussi, AZB-Afri¢ki zebu, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-
Slavonsko-srijemski podolac, CCIG-Istarsko govedo, CHI-Chianina, FLV-Flechviech, GIR-Gir, HFD-
Hereford, HOL-Holstein, LMS-Limousin, LOH-Lohari, MAL-Maltese, MAR-Marammana, MCG-
Merchigiana, NDA-N’dama, NGA-Nganda, NGE-Sokoto gualdi, PIE-Piedmontese, RMG-Romanian

grey, ROM-Romagnola, THA-Tharparkar, UGA-Karamojong zebu)
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5.4.4 Neighbor-net mreza

Neighbor-net mreze konstruirane s pomoc¢u Splitree softvera za p distance izmedu
jedinki (slika 5-2.) i Nei distanci izmedu populacija (slika 5-3.). Neighbor-net mreZe takoder su
Cesto koriStene analize u populacijskog genetici (Zinovieva i sur. 2021., Lwin i sur. 2018., Ginja
i sur. 2010.). Neighbor-net izraden preko distanci u oba primjera prikazuje jasnu diferencijaciju
pasmina po kontinentima. Zelena boja predstavlja Europu, plava Afriku te Zuta Indiju. Na slici
5-2. prikazane su svih 674 zivotinja. Populacije su jasno definirane konusnim oblicima, te se
mogu uociti koje su pasmine blize jedna drugoj, promatrajuci gdje su zakorijenjene. Rezultati
neighbor-net mreze podudaraju se s rezultatima prijasnjih analiza. Vidljivo je da su busa i
istarsko govedo blizi medusobno, a slavonsko-srijemski podlac nema podudarnosti niti s
jednom hrvatskom pasminom. Neighbor-net mreza napravljena preko Nei distanci izmedu
pasmina prikazuje priklanjanje hrvatskih pasmina ostalima. BuSa osim Sto je bliska s istarskim
govedom se takoder formirala u blizini piemontese (PIE) i smedeg goveda (BSW) koje su jedne
od mogucih pasmina koje su bile koriStene za oplemenjivanje same buse. Istarsko govedo u
blizini je ostalih talijanski pasmina kao §to su chianina (CHI), marchigiana (MCG) i romagnola
(ROM). Zajedno grupiranje tih pasmina moze biti objasnjeno s geografskom bliskos¢u tih
pasmina, makar izmedu svih talijanskih pasmina istarsko govedo najsli¢nije je podolici
(Maretto i sur. 2012). Slavonsko-srijemski podolac ukorijenio se u blizini rumunjskog sivog
govedom (RMG) makar i dalje postoji odredena razina diferencijacije. Pasmine imaju veliku
razinu fenotipske podudarnosti, medutim dosada$nja istrazivanja utvrdila su da je za nastanak
rumunjskoga sivog goveda koriStena pasmina simentalac (Oklahoma State University 2016.).
Pasmine koje najviSe odstupaju od ostalih klastera su hereford (HFD), maltese (MAL) i ndama
(NDA). Svaka od tih pasmina se znacajno odvaja od ostatka klastera za njihov kontinent.
Ndama je pasmina isto¢ne Afrike, dok su ostale, pasmine srednje i istocne Afrike, Sto moze
objasniti njeno odvajanje od ostatka africkih pasmina. Hereford i maltese su otocne pasmine
(hereford - Velika Britanija, maltese — Malta) $to ih ¢ini izoliranim pasminama. Nacin na koje
su te pasmine izolirane limitira moguénosti krizanja s ostalim pasminama §to je jedno od

objasnjenja zasto su se te dvije pasmine uvelike odvojile od ostalih europskih pasmina.
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Slika 5-2. Neighbor-net mreza p distanci izmedu svih jedinki.

(ANG-Angus, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-Slavonsko-srijemski podolac, CCIG-Istarsko govedo,
CHI-Chianina, FLV-Flechviech, HFD-Hereford, HOL-Holstein, LMS-Limousin,, MAL-Maltese, MCG-
Merchigiana, PIE-Piedmontese, RMG-Romanian grey, ROM-Romagnola)
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Slika 5-3. Neighbor-net mreza Nei distanci izmedu pasmina.

(ANG-Angus, ANW-Ankole-Watussi, AZB-Africki zebu, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-Slavonsko-
srijemski podolac, CCIG-Istarsko govedo, CHI-Chianina, FLV-Flechviech, GIR-Gir, HFD-Hereford, HOL -
Holstein, LMS-Limousin, LOH-Lohari, MCG-Merchigiana, NDA-N’dama, NGA-Nganda, NGE-Sokoto gualdi,
PIE-Piedmontese, ROM-Romagnola, THA-Tharparkar, UGA-Karamojong zebu)
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5.5. Struktura populacije

Kako bismo identificirali strukturu populacije i procijenili razine primjesa, upotrijebili

smo algoritam STRUCTURE, poznat po otkrivanju skrivenih struktura i kvantificiranju

primjesa bez potrebe za unaprijed dodijeljenim c¢lanstvom u klasteru. Proveli smo analizu

STRUKTURE od K=1 do K=12, za one pasmine koje se smatraju utjecajnima u stvaranju

hrvatskih pasmina goveda. Vrijednost Ln Pr(G|K) stalno se povecavala do K=5, gdje se

stabilnost izmedu ciklusa istog K poc¢ela smanjivati (graf 5-7.). Najznacajnija promjena u Ln

Pr(GIK) izmedu uzastopnih vrijednosti K bila je na K=5 (graf 5-8.). Na temelju preporuka

Evanno i sur. (2005.), ¢ini se da je K=5 najprikladnija vrijednost za ovaj skup podataka. Stoga

su rezultati STRUCTURE predstavljeni za pripadnost primjesama na K=5. Dodatno, uklju¢eni

su rezultati za K=2, K=3 i K=12 kako bi se pokazao proces klasteriranja koriSten u ovome radu

(slika 5-4.).
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Graf 5-7. Prosje¢ni LnP(K) i standardne devijacije.
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Slika 5-4. Struktura populacijagovedaza K =2, K=3, K=5i K =12,
(BSW - smede govedo, CCB — busa, CCIG — Istarsko govedo, CCSSP — slavonsko srijemski podolac, CHI —
chianina, FLV - fleckvieh, MAL — maltese, MCG — marchigiana, MAR — maremmana, PIE — piedemontese,

RMG - romanian grey, ROM — romangola)

Rezultati su vizualizirani s pomocu StructureSelector softvera (Lii Liu2017.). Rezultati
prikazani naslici 5.5.1, daju uvid u jasnu diferencijaciju izmedu pasmina ¢ak i pri maloj veli¢ini
K. Kod K =2 odmah se moze uociti izdvajanje slavonsko- srijemskog podolca kad samostalne
pasmine. Senczuk i sur. (2021.) dobivaju sli¢ne rezultate u analizi svojih goveda, gdje se njima
u STRUCTURE analizi prilikom K = 2 takoder nalaze podolci, od kojih je jedan i slavonsko-
srijemski, izdvajaju kao pasmine. Povijesna pripadnost i nastanak podolca kao pasmine daje
najbolje objasnjenje zaSto se on u svim do sada provedenim analizama, izdvaja kao zasebna
pasmina. Istarsko govedo kao pasmina se izdvaja pri K =3, dok busa u tome klasteru prikazuje
odredenu razinu primjese s ostalim pasminama. Klaster sa svim prisutnim pasminama ( K =12)
daje uvid u primjesu hrvatskih pasmina. STRUCTURE softver iznimno dobro predvida razine
primjese i pasminsku pripadnost individua. Promotrena slika 5-4. prikazuje da je izmedu svih
hrvatskih pasmina, busa upravo ta koja ima najvece razine primjese (engl. admixture). Nesto
nize razine primjese mogu se primijetiti kod istarskog goveda i slavonsko-srijemskog podolca,
no te razine nisu dovoljno velike da bi dovele u pitanje identitet pasmine. Slavonsko-srijemski
podolac prikazuje male razine primjese s romanian grey pasminom (RMG-zeleno) i istarskim
govedom (CCIG), dok istarsko govedo prikazuje mijeSanje s talijanskim pasmina maremmana
(MAR) i marchigiana (MCG), te neSto malo s buSom (CCB). Izmedu hrvatskih pasmina kod
buse se najvise provodio uzgojno-selekcijski plan i oplemenjivanje, €iji je cilj bio unaprijediti

proizvodna svojstva pasmine, $to je rezultiralo veéim razinama primjese unutar pasmine buse.
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5.6. Migracije gena

Najoptimalniji broj migracija, koju je procijenio paket optM, je jedna migracija na sve
pasmine koristene u ovome radu. Delta m pri broju migracija jedan je tada bio najveci, a iznosio
je 8.68 (graf 5-9.). Rezultati analize ukazuju na to da nema migracije gena izmedu hrvatskih ili
lokalnih pasmina te da se migracija dogada izmedu africkih pasmina. Busa se na slici 5-5.
grupirala sa ostalim europskim pasminama. Istarsko govedo i slavonsko-srijemski podolac
zajedno se grupiraju s ostalim talijanskim govedima u tipu podolca. Jedna jedina migracija
zapazena je na putanji izmedu ndame (NDA) i sokoto gualdi (NGE). Takoder, boja strelice
oznacava vjerojatnost te migracije crvenom bojom, pa se iz prikazanog moze zakljuciti da je
vjerojatnost vrlo velika (0.5). Moze se uociti da se NGE formirao u blizini indijskih pasmina
(LOH, THA, GIR), sto daje naslutiti da je prilikom formiranja te pasmine dolazilo do kriZzanja
sa zebu govedima. Sokoto gualdi svojim vanjStinom izri¢ito podsjeca na zebu govedo (velika
plahtica, masne zalihe na grebenu), a pregledom literature doznajemo da su u formaciji pasmine
koriStena indo-pakistanska zebu goveda (Hanotte i sur. 200). Pasmina se takoder uzgaja
pretezno u centralnoj te zapadnoj Africi §to se podudara s podru¢jima uzgoja ndame (NDA).
Geografsko preklapanje tih dviju pasmina moze biti obja$njeno pojavom migracija gena izmedu

pasmina.
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Graf 5-9. Optimalni broj migracija.
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Slika 5-5. Maximum likelihood stablo izvedeno iz 25 populacija goveda s dogadajem
migracije.

(ANG-Angus, ANW-Ankole-Watussi, AZB-Afri¢ki zebu, BSW-Smede govedo, CCB-Busa, CCSSP-Slavonsko-
srijemski podolac, CCIG-Istarsko govedo, CHI-Chianina, FLV-Flechviech, GIR-Gir, HFD-Hereford, HOL -
Holstein, LMS-Limousin, LOH-Lohari, MCG-Merchigiana, NDA-N’dama, NGA-Nganda, NGE-Sokoto gualdi,
PIE-Piedmontese, ROM-Romagnola, THA-Tharparkar, UGA-Karamojong zebu)
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6. Rasprava

Molekularni markeri kao §to su polimorfizmi jednog nukleotida (SNP) klju¢ni su izvor
informacija i1 varijabilnosti u proucavanju parametara genetske varijabilnosti, introgresije i
interakcija pasmina goveda. Razvijanjem novih alata i tehnologija otkrivanje polimorfizama je
sve jednostavnije i jeftinije. SNP-ovi su jedni od najzastupljenijih genetskih markera pa se ¢esto
koriste u analizama populacijske i konzervacije genetike. Rezultati analize genetske
varijabilnosti te introgresije provedena na hrvatskim pasminama goveda donose vrijedne uvide
u njihovu genetsku strukturu. Na temelju pripravljenog data seta, koji se sastoji od tri hrvatske
pasmine, dvanaest europskih pasmina, Sest afri¢kih te tri indijske procijenjeni su parametri
genetske raznolikosti, koeficijenti inbridinga, analize strukture populacija to analize protoka
gena. Analizama genetske raznolikosti procjenjene su razine promotrene i oc¢ekivane
homozigotnosti, vrijednosti Fis-a te alelno bogatstvo i privatni broj alela. Rezultati analize
procjene koeficijenta inbridinga putem ROH segmenata pokazali su da razine inbridinga u
hrvatskim pasminama goveda ne prelaze granicu od 5 %. Rezultati analize sli¢nosti izmedu
populacija pokazuju odredenu razinu sli¢nosti izmedu populacija goveda. Takoder, da se
primijetiti da su istarsko govedo i busSa sli¢nije jedna drugoj nego S§to su sa slavonsko-
srijemskim podolcem. Najvise vrijednosti Fst-a hrvatske pasmine imale su s indijskom
pasminom gir. Analize glavnih komponenti vizualizirane su na dvodimenzionalnom prostoru,
stvaranje klastera pasmina po kontinentima. Tako da su se europske pasmina grupirale zajedno,
a zapazeno je i preklapanje odredenih pasmina. Analize glavnih komponenti vrlo dobro
prikazuju geografske razlike izmedu pasmina, pa je u rezultatima vidljivo odvajanje ndame
(NDA) i hereforda (HFD) od ostatka klastera kontinenata. Analize neighbor-net mreze
prikazane preko p distanci izmedu svih individua i nei distanci izmedu svih pasmina prikazuju
slicne rezultate kao i analize glavnih komponenti. Formirale su se tri grupacije pasmina po
kontinentima. Busa i istarsko govedo ponovno se nalazu u blizini jedno pored drugog, dok se
slavonsko-srijemski podolac grupira zasebno. Ponovno se daju primjetiti razlike u pasminama
zbog geografskih udaljenosti, $to se na mreZi prikazalo kao odvajanje pasmina poput ndame
(NDA), hereforda (HFD) 1 maltese (MAL). Analize provedene s pomocu STRUCTURE
softvera daju uvid u strukturu unutar populacija, procjenu primjese populacija i pripadnost
individualnih jedinke odredenoj populaciji. Najznacajnija promjena u Ln Pr(G[K) izmedu
uzastopnih vrijednosti K bila je na K=5 te je onda on prihvacen kao najprikladnija vrijednost

za ovaj skup podataka. Takoder, prikazani su rezultati za K =2, K =3 i K = 12. Kod prikaza

44



rezultata za K = 2 primjetno je izdvajanje slavonsko-srijemskoga podolca kao individualne
pasmine koja se razlikuje od ostatka europskih pasmina. Istarsko govedo izdvojilo se kao
zasebna pasmina kod prikaza K = 3. Busa u rezultatima za K = 3, K =5 i K = 12 pokazuje
veliku razinu mijesanja s ostalim pasminama. Analize protoka gena utvrdile su da izmedu

hrvatskih i okolnih pasmina nije dolazilo do migracije gena.
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7. Zakljucak

Na temelju pregleda literature te rezultata analiza provedenih na uzorku od 674 goveda
i 439 608 SNP-ova, od kojih su 112 hrvatski uzorci, doneseni su zakljucci. Molekularni markeri
poput SNP-ova predstavljaju vrlo vazan alat u analizama koje proucavaju konzervacijska i
populacijska genetika, zbog velike koli¢ine informacija koje oni sadrzavaju. Napredak
tehnologije omogucuje brze i jednostavnije prikupljanje podataka koji sadrze SNP-ovi. Analize
koriStene u ovome radu daju uvid u genetske parametre goveda, kvantificiraju i vizualiziraju
slicnosti izmedu populacija i odreduju mijesanje istih. Genetski parametri procijenjeni u ovome
radu, kao $to su heterozigotnosti, Fis i inbriding, iznimno su bitni za ouvanje pasmina, kao
izvor izravnih informacija genetskih promjena unutar populacije. Parametri nam kao takvi esto
sluze u provedbi konzervacija pasmina. Analize genetske sli¢nosti ukazuje na sli¢nosti izmedu
populacija goveda, a sugerira nam da su busa i istarsko govedo sli¢niji jedno drugome nego §to
su sa slavonsko-srijemskim podolcem. Analize glavnih komponenti (PCA) i neighbor-net
mreze daju na uvid formiranje pasmina u klastere po kontinentima. Takoder, prikazuju
geografske razlike izmedu pasmina na istim kontinentima. Strukture populacije analizirana u
ovome radu sugeriraju odvajanje slavonsko-srijemskoga podolca ve¢ pri malom K (K = 2).
Istarsko govedo pri K = 12 pokazuje odredenu razinu primjese s bliskim talijanskim
pasminama, medutim istarsko govedo se izdvojilo kao zasebna pasmina posto te razine nisu
dovoljno velike da dovedu u upit integritet pasmine. Analize migracije gena nisu utvrdile
migracijske dogadaje izmedu hrvatskih pasmina goveda, niti medusobno niti s lokalnim
pasminama. Medutim, analizu bi trebalo ponoviti na manjem setu podataka samo lokalnih
pasmina kako bi se ta hipoteza potvrdila.

Hrvatske pasmine goveda su pasmine koje su se Cesto koristile u proslosti, bilo kao
radna snaga ili kao izvor prehrambenih namirnica. Modernizacija poljoprivrednih tehnologija i
uvodenje uzgojno-selekcijskog rada na komercijalnim pasminama doveli su do smanjenja
koriStenja hrvatskih pasmina goveda. Ovaj rad je utvrdio bogatu genetsku lepezu koju posjeduju
hrvatske pasmine goveda. Pasmine su se pokazale specificnima i izdvojile su se od ostalih
pasmina koriStenih u ovom istrazivanju. Hrvatske pasmine goveda predstavljaju rezervoar
genetske varijabilnosti, koja je danas naruSena zbog moderne poljoprivredne prakse. Ovo
istrazivanje naglasava vaZnost genetske raznolikosti goveda u Hrvatskoj za ocuvanje
autohtonih pasmina. Oc¢uvanje genetske raznolikosti klju¢no je za zdrava stada, otpornost na

bolesti te buduce selekcijske programe i uzgoj. Ovaj rad daje informacije za buduce napore u
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analizi genetske raznolikosti i introgresije hrvatskih i susjednih pasmina. Daljnja istrazivanja
genetske strukture hrvatskih pasmina goveda mogu pruziti dublje uvide u genetsku povijest

goveda na ovom podrudju.
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