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1. UvOD

Danasnje visokoproizvodne pasmine domacih zivotinja rezultat su sustavnog
selekcijskog rada viSe tisu¢a godina. Njihovom Sirenju pogodovali su razvoj moderne
tehnologije, trziSna potraznja te industrijalizacija proizvodnje, a ve¢inom na Stetu velikog broja
pasmina niskih proizvodnih osobina, izvornih pasmina. Nazalost iz tog razloga danas imamo i
pasmine koje su pred izumiranjem jer se sve manje uzgajaju, a nositelji su jedinstvenih gena

vrijednih o¢uvanja.

Uzgojni rad se prije temeljio isklju¢ivo na uporabi metoda kvantitativne genetike pri
¢emu su proizvodna obiljezja populacije predstavljala glavnu bit selekcije. No, zbog brzog
razvoja molekularne genetike omoguéen nam je precizan uvid u strukturu i funkciju gena, a
genomski markeri postaju glavno orude u genomskoj selekciji. Prednosti genomske selekcije
se oCituju s jedne strane u brzem unapredenju odredenih proizvodnih svojstava (biranje uzgojno
pogodnih jedinki u ranoj Zivotnoj dobi), a s druge strane u¢inkovito otkrivanje nasljednih bolesti
i eliminiranje §tetnih gena u uzgoju. Uz te prednosti, genomska selekcija nam moze pomocéi jo§
u procjeni populacija i njihove genetske razlicitosti, prilikom kontrole uzgoja u srodstvu i
pouzdanijoj provjeri rodovni¢kih zapisa. Sto doprinosi oduvanju i uporabi izvornih pasmina

domacih zivotinja u poljoprivredi te zastiti njihovih genetskih resursa na globalnoj razini.

Cilj ovog rada je prikazati nac¢ine kojima je moguce utvrditi populacijsku strukturu i
genetsku razli¢itost uporabom markera visoke razlucivosti s posebnim osvrtom na njihovu

primjenu u konja.



1.1. Procjena populacija i genetske razlicitosti

Sa stajalista zootehnike, Jovanovac (2005.) definira populaciju kao odredenu skupinu
zivotinja (iste vrste ili iste pasmine) koja u zajedni¢kom okoliSu ima specificnu nasljednu
osnovu te reproduktivnu sposobnost, ¢ime osigurava svoje neprekidno postojanje, a upravo se
po tome razlikuje od drugih populacija. To nadalje znaci da se populacije medusobno razlikuju

po svojoj varijabilnosti (sli¢nosti ili razli¢itosti).

Geni svih jedinki u populaciji predstavljaju njenu nasljednu osnovu. Kako se geni
prenose sa roditelja na potomstvo, stvara se kontinuitet populacije. No, nisu genotipovi svih
generacija isti: oni ovise o genima roditelja. Na neke genotipove utjeCe sam ¢ovjek, uzgajivac
koji odabire roditelje buducih generacija, no 0Sim njega na ucestalost gena uz selekciju utjeéu
I mutacije i migracije u genomu. Prema tome, populacije se medusobno razlikuju i po Sv0joj
genetskoj strukturi, odnosno po ucestalosti (zastupljenosti) gena i genotipova. Danas$nja
procjena populacija, pa i sama genomska selekcija, odvijaju se uz pomo¢ znanstvenih
dispciplina i grana genetike, populacijske genetike te genomike. Podrué¢ja kojima se bavi
populacijska genetika su: utjecaj sistematskih i slu¢ajnih procesa na promjene u frekvenciji
gena i genotipova, srodnost izmedu Zivotinja i uzgoj u srodstvu, varijabilnost i nasljedivanje
kvantitativnih svojstava te utvrdivanje osnovnih populacijskih pokazatelja koji su vazni u

selekciji i uzgoju (Jovanovac, 2012.).

Zhang i sur. (2018.) iznose kako se genetska raznolikost kod domacih Zivotinja mijenja
kroz selektivne procese u populacijama. Dalje isti¢e da snazan odabir poZeljnih alela u selekciji
(selekcijski pritisak) Cesto rezultira smanjenjem genetskih varijacija u lokalnoj regiji genoma.
Ovisno o intezitetu selekcije, smanjuje se i genetska varijabilnost te poveéava inbriding
(Prochinak i sur., 2021.), sto je tijekom vremena rezultiralo homogenosc¢u unutar pasmina te

gubitkom genetske raznolikosti (Gregic i sur., 2019.).

Razvoj molekularne genetike i koriStenje genomskih markera omogucio je precizan
uvid u genetsku strukturu populacije i istrazivanje pojedina¢nih odnosa unutar i medu
pasminama neke populacije (Zhang i sur., 2018., Nacionalni program oc¢uvanja izvornih i
ugrozenih pasmina domacih zivotinja u Republici Hrvatskoj 2021.-2025.). Tijekom posljednjih
100-tinjak godina uzgojne tvrtke su se koristile znanoS¢u genetike kako bi jasnije shvatile
nasljedivanje svojstava i razvijale sofisticirane sheme uzgoja kako bi poboljsali u¢inkovitost i

stopu rasta proizvodnje, reprodukciju 1 zdravlje svojih Zivotinja (Rotschild, 2017.). Ivankovi¢



(2005.) istice da se markerski sustavi u genomskoj selekciji konstantno razvijaju ¢ime se

otvaraju nove mogucnosti primjene genomskih markera u kontroli i selekciji domacih zivotinja.

U posljednjem desetljecu napredak tehnologije 1 bioinformatike omogucio je provedbu
genomske selekcije kod konja za procjenu UV (uzgojne vrijednosti) jedinke u smislu genetskog
poboljsanja te smanjenju generacijskog intervala u programima uzgoja konja (Poto¢nik, 2018.,
Gregic i sur., 2019., Ivankovi¢ i Ramljak, 2020.). Petersen i sur. (2013.) su izjavili da su takvi
intenzivni selekcijski postupci doveli do homogenosti unutar pasmina konja te gubitka genetske
raznolikosti iako su ranija istrazivanja pokazala znacajne udjele raznolikosti u maj¢inim lozama
u vrijeme pripitomljavanja konja. Stoga ¢e i kod uzgoja konja u buducnosti takoder biti
potrebno Kkoristiti podatke cijelog genoma za upravljanje genetskom raznolikosc¢u i krizanjima

u srodstvu.

1.2. Nacini procjene populacijske strukture

Selekcija je najznacajniji ¢imbenik koji dovodi do promjene ucestalosti gena u nekoj
populaciji u cilju povecanja genotipova s pozeljnim svojstvima. Njenim metodama utjeCemo
na genetsku varijabilnost jer na¢inima odabira Zivotinja prema fenotipskoj sli¢nosti ili genetskoj
srodnosti (inbriding), a ovisno o ciljevima uzgoja pasmine, pojacavamo svojstva od interesa
(npr. visoka proizvodnost pasmina). Uzgoj u srodstvu ili inbriding je odabir i parenje jedinki
koje su usko povezane, odnosno imaju jednoga ili vise zajednickih predaka (Jovanovac, 2005.,
Cagi¢, 2011.). Stupanj srodstva ovisi o veli¢ini populacije koju predstavlja ukupan broj jedinki
u populaciji koji aktivno sudjeluje u reprodukciji. Opéenito vrijedi: $to je manja populacija, to
je manja udaljenost izmedu zajedni¢kih predaka. Santek (2016.) navodi da se uzgojem u
srodstvu, iako utjeCemo na pozeljno SV0jstvo, moze negativno utjecati na smanjenje genetske
vrijednosti za svojstva fitnessa (zdravlje, otpornost, plodnost, zivotni vijek). Dakle, visa razina
inbridinga donosi i vece Sanse za ispoljavanje homozigotnih recesivnih Stetnih alela, Sto za

posljedicu moze imati smanjenje kondicije jedinke i pogorsava plodnost (Polak i sur., 2021.).

Mijera uzgoja u srodstvu je koeficijent inbridinga, a pokazuje nam kolika je vjerojatnost
da su dva gena identi¢na po podrijetlu (Jovanovac, 2012.), odnosno da su 2 alela jednog lokusa
promatrane jedinke identi¢na po podrijetlu (Caci¢, 2011.). Koeficijent inbridinga je vrlo vazan
parametar kojeg treba uzeti u obzir kao podlogu prilikom planiranja sparivanja budué¢ih
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roditelja novih generacija. Do vrijednosti koeficijenta inbridinga moze se do¢i preko pedigrea
ili kombiniranom uporabom genomskim markera i pedigrea (Santek, 2016.). Pedigre ili
rodovnica (pedigree) je genealoski zapis o predcima neke jedinke (Jovanovac, 2012.), to jest
tabelarna isprava u kojoj su precizno po generacijama poredani predci jedinke, sustavno od
roditelja pa prema daljnjim predcima (Caci¢, 2011.). Isti autor isti¢e da je u odredivanju
genetske varijabilnosti i evolucije populacije analiza pedigrea znacajan alat jer sadrzi korisne
informacije za procjenu inbridinga, populacijsku strukturu prilikom utemeljenja pasmine,
generacijski interval, stupanj komplementnosti rodovnika i efektivnu veli¢inu populacije. Preko

pedigrea se moze doci do vrijednosti koeficijenta inbridinga na slijedece nacine:

1. analizom putanje (,,Path Analysis®),
2. preko matrice aditivne srodnosti (,,Additive Matrix Relationship®), i

3. ,,Genne Dropping“ (Santek, 2016.).

Kao vaznu prednost genomske selekcije Poto¢nik (2018.) smatra upravo prevenciju
srodnog parenja na osnovu genomske procjene podataka i to upravo zato jer je populacija konja
mala u odnosu na druge proizvodne domace Zivotinje, te zato §to se u modernim pasminama
konja poznati pastusi precesto koriste (posebice novim tehnikama umjetne oplodnje,
kloniranje). Stoga autor isti¢e kako ¢e se zbog smanjenja porasta inbridinga u populacijama,
buduca sparivanja jedinki morati planirati isklju¢ivo na temelju genomske procjene. lako je
primjer populacije kao jedna od najbolje dokumentiranih podataka rodovnice lipicanska
pasmina konja (Grilz-Seger i sur., 2019.a), to¢nost procjene uzgoja u srodstvu ovisi o velikoj
preciznosti dokumentacije uzgoja (Polak i sur., 2021). Tako su isti autori usporedivali rezultate
genomske procjene srodstva i procjene srodstva putem genealodkih podataka, te su zakljucili
da su procjene temeljene na genomskim markerima znatno preciznije i manje pristrane. Dakle,
upravo zbog toga Sto postoji mogucnost pogreSaka nepreciznih zapisa i ogranicenih podataka o

podrijetlu, pri procjeni uzgoja u srodstvu prednost se daje genomskoj Stock i sur. (2016.).



1.3. Principi o¢uvanja pasmina, konzervacijski programi

Razvoj suvremene tehnologije i mehanizacije s jedne strane je omogucéio procvat
moderne poljoprivredne proizvodnje, no s druge je potisnuo tradicionalne biljne i animalne
genetske resurse te doveo do nestajanja poljoprivredne bioloske raznolikosti. Poljoprivredna i
stocarska bioraznolikost je vrlo vazna za funkcioniranje ekosustava, te kao takva podupire
prehrambenu sigurnost, koja je jedan od ciljeva Organizacije za hranu i poljoprivredu
Ujeninjenih Naroda (engl. Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAQ)
(Bara¢ i sur., 2011.). Animalni genetski resursi (engl. Animal Genetic Resources — AnGR)
predstavljaju vrlo vaznu stavku bioloske svjetske prehrambene sigurnosti koja se kontinuirano

smanjuje, a potencijal preostale raznolikosti se ne ostvaruje u potpunosti (FAO, 2011.).

Posljednjih nekoliko desetlje¢a broj pasmina domacih zivotinja skroz se smanjuje, neke
pasmine su postale ugrozene, a neke su nazalost 1 izumrle. Gubitak izvornih pasmina se i dalje
nastavlja $to dovodi do daljnjeg gubitka animalnih genetskih resursa, a samim time i gubitka
bioloske raznolikosti. Medutim, mnogo je razloga za ocuvanjem takvih pasmina. Kako je ve¢
ranije spomenuto, izvorne pasmine su nam od iznimne vaznosti zbog svojih gena u kojima su
akumulirane adaptivne sposobnosti, poput odgovor na klimatske promjene, razli¢ite uvjete
okolisa, otpornost na bolesti, stres i drugo, gdje koristenje ovakvih genetskih resursa predstavlja
odgovor na izazove u buduénosti (Nacionalni program o¢uvanja izvornih i ugrozenih pasmina

domacih zivotinja u RH 2021.-2025.).

Ivankovi¢ (2005.) istiCe da nam ograni¢enost bioloskih resursa 1 stupanj ugroZenosti
pasmina namece nuznost izbora prioritetnih pasmina koje se trebaju ukljuciti u konzervacijske
programe, a da bi se izradili objektivni kriteriji i smjernice istih, pomo¢i ¢e istrazivanja
genetskih profila pasmina, izracuni genetskih distanci i otkrivanje filogenetskih odnosa. Stoga
1 ovdje u programima ocuvanja ugrozenih pasmina, molekularno genetske metode imaju vaznu
ulogu. Procjena ugrozenosti pasmine temelji se na vise indikatora: numerickim, geografskim,

demografskim, trzi$nim, te genetskim (Barac i sur., 2011.).



Prema FAO-u (2006.) stopa uzgoja u srodstvu (AF) se zakljucuje na temelju izracuna efektivne

veli¢ine populacije (Ne) iz formule:

Ne = 4 XNmM XNf ’
Nm+Nf
gdje Nm predstavlja broj aktivno rasplodnih muskih jedinki, a Nf broj aktivno rasplodnih

zenskih jedinki, a na taj nacin se utvrduje ugrozenost pasmina prema FAO kriterijima.

U FAO Kkriterije se ubrajaju efektivna veli¢ina populacije (Ne), stopa promjene uzgoja
u srodstvu (AF), koeficijent prosje¢ne srodnosti zivotinja, genetski doprinosi osnivaca i
predaka, potpunost podrijetla, genetski konzervacijski indeks, prosjecni generacijski intervali i
reproduktivne dobi za sva 4 puta roditelj-potomak (Nacionalni program ocuvanja izvornih i

ugrozenih pasmina domacih zivotinja u Republici Hrvatskoj 2021.-2025.).

S gledista konzervacijskih programa zastite i o¢uvanja najvaznija aktivnost je upravo
kategorizacija pasmina u skladu s ugrozenosti pasmine. Kategorizacija je usmjerena na 3

¢imbenika populacijske genetike:

- oskudnost brojnosti populacije (broj uzgojno valjanih jedinki)
- stopa uzgoja u srodstvu (AF)

- prisutnostaktivnih programa ocuvanja.

U Republici Hrvatskoj je 2010. godine takoder pokrenuta inicijativa izrade ouvanja
animalnih genetskih resursa kroz Nacionalni program ocuvanja izvornih i zasticenih pasmina
domacih Zivotinja, pokrenutog sa strane FAO-a, a u tablici 1. vidljive su kategorije statusa
ugrozenosti pasmina domacih Zivotinja u Republici Hrvatskoj s obzirom na efektivnu veli¢inu

populacije.



Tablica 1. Definiranje statusa ugrozenosti izvornih i1 ugrozenih pasmina domacih zivotinja u
Republici Hrvatskoj obzirom na efektivnu veli¢inu populacije (Ne) prema Nacionalnom
programu izvornih i zasti¢enih pasmina domacih zivotinja (izvor: Nacionalni program o¢uvanja

izvornih i ugroZenih pasmina domacih Zivotinja u Republici Hrvatskoj 2021.-2025.)

Razred .
. Ne: Opis:
ugrozenosti:
Kriticno ugrozenu populaciju treba zurno ukljuciti u
programe pohrane genetskog materijala u Banku gena
la (spermu, jajne i somatske stanici). Takve populacije su rijetko
(kriticno Ne <50 |samoodrzive te prema potrebi treba u uzgojni program
ugrozena) integrirati srodne popualcije kao ,nose¢u komponentu*
genetskog materijala. Ove pasmine treba saCuvati radi
kulturoloske, tradicijske i genetske vrijednosti.
Visoko ugrozenu populaciju konzervacijske mjere trebaju
| Ne > 50 stabilizirati (efektivnu veli¢inu, rast udjela uzgoja u srodstvu,
e >50;
(visoko Ne < 200 populacijski trendovi, gubitak genetske varijabilnosti). Nuzno
e<
ugrozena) njeno zurno uklju¢ivanje u program pohrane genetskog
materijala u Banku gena.
Ugrozena populacija treba biti pod stalnom prismotrom.
1 Potrebno pratiti pokazatelje veli¢ine populacije, trendove u
y Ne > 200;
(potencijalno populaciji i razinu genetske varijabilnosti. Pozeljno
Ne < 1000 o -
ugrozena) ukljuc¢ivanje populacije u program pohrane genetskog
materijala u banku gena.
Il Populacija treba biti pod nadzorom a populacijski trendovi
.o Ne > 1000 . . . . .
(nije ugrozena) redovito praceni 1 dokumentirani.

U cilju o€uvanja izvornih pasmina domacih Zivotinja postoje sljedeci konzervacijski programi,
to jest programi oCuvanja kroz koje se provodi zastita izvornih pasmina domacih Zivotinja
(FAO, 2006.) a to su:
o ocuvanje in situ
o ocuvanje ex situ:
e exsituinvivo

e exSsitu in vitro



1.3.1. Mjere in situ o¢uvanja

Program ocuvanja izvornih pasmina domacih zivotinja u in situ modelu predstavlja
konzerviranje pasmine kroz kontinuirani uzgoj i koristenje u proizvodnom sustavu u kojem je
pasmina nastala ili se inace nalazi i uzgaja (Banka gena, FAO, 2006.). U nacinu uzgoja
preferiraju se ekstenzivni proizvodni sustavi i tradicionalne tehnologije, no dopustaju se i mala
odstupanja uz uvjet da se omogucava djelotvoran selekcijski rad i oCuvanje pasmine
(Nacionalni program o¢uvanja izvornih i ugrozenih pasmina domacih zivotinja u Republici
Hrvatskoj 2021.-2025.). U programu o¢uvanja potrebno je pracenje svih onih FAO kriterija za
procjenu ugrozenosti i uz rodovni¢ke podatke koristiti i SNP-ove za procjenu genomske razine
inbridinga (Froy) 1 efektivne veli¢ine populacije temeljem linkage disequilibriuma (NeLD)
(Nacionalni program ocuvanja izvornih i ugrozenih pasmina domacih zivotinja u Republici
Hrvatskoj 2021.-2025.). Uspjesno in situ konzerviranje zahtjeva promjenu ekonomskih i
trzisnih okruZenja uz uvjet da omogucuju pasmini financijsku odrzivost (Banka gena). Zastita
domacih Zivotinja se uglavnom provodi kroz ovaj, in situ model, u kojem su lokalne pasmine
dio agro — ekoloskog sustava, gospodarstva i kulture lokalne zajednice. In situ ocuvanje
izvornih pasmina domacih zivotinja ukljucuje identifikaciju, oznacavanje i registraciju domacih
Zivotinja u mati¢nim knjigama, provedbu perfomance i progenog testa, genetsko vrednovanje
u uzgojnim programima uz naglasak na oCuvanje genetske raznolikosti unutar pasmine, te
provedbu specificnih mjera u ocuvanju i zdravstvenoj zastiti (Nacionalni program oc¢uvanja
izvornih i ugrozenih pasmina domacih zivotinja u Republici Hrvatskoj 2021.-2025., FAQ,
2011.).

1.3.2. Mjere ex situ ofuvanja

Modeli ex situ konzervacije i gospodarske reafirmacije lokalnih pasmina Cesto su
zapostavljeni, podcijenjeni i nekoordinirani. Program ocuvanja izvornih pasmina domacih
zivotinja model zastite ex situ predstavlja aktivan pristup zastite genetskih resursa izvan

njihovog izvornog okruzenja u dva pristupa:

e exsitu invivo — oCuvanje zivih jedinki izvornih pasmina izvan njihova uzgojna podrucja
(parkovi prirode, zooloski vrtovi, znanstvene farme, istrazivacki centri). Konzerviranje
pasmine relativnog malog broja jedinki, posebice pasmine koje spadaju u kriticno

ugrozene



ex situ in vitro — model prikupljanja i ¢uvanja uzoraka uzgojno valjanih jedinki u
tekuc¢em dusiku na -196°C. Takav nacin konzerviranja genetskog materijala naziva se
kriokonzervacija, te podrazumijeva prikupljanje i ¢uvanje spolnog i tkivnog stanic¢ja u
bankama gena domacih zivotinja, kako bi se prema potrebi zive Zivotinje mogle u
buducénosti rekonstruirati. Genetski resursi se na takav nacin za ouvanje biomaterijala
pohranjuju u specifi¢ne ustanove Banke gena ¢ija je glavna uloga pra¢enje promjena u
strukturama populacija izvornih pasmina domacih zivotinja te uvodenje novih
tehnologija u njihove konzervacijske programe i uzgoje.

Tre¢i pristup je izrada i provedba nacionalnih i medunarodnih projekata uporabe
izvornih pasmina kao sredstvo oCuvanja i odrzavanja staniSta — predstavlja aktivnu
uporabu izvornih pasmina na tradicionalan nacin na zaraslim stani$tima koja su pod
mogucom prijetnjom invazivnih biljnih vrsta. (FAO, 2006.,Banka gena, Nacionalni
program ocuvanja izvornih i1 ugrozenih pasmina domacih Zivotinja u Republici

Hrvatskoj 2021.-2025.).



2. GENOMSKI MARKERI

Uzgoj domacih zivotinja se u proslosti temeljio na mjerenjima fenotipskih svojstava i
utvrdivanju njihove varijabilnosti. Kasnije su se u selekciji koristile metode procjene uzgojne
vrijednosti (selekcijski indeks, BLUP i druge) s kojima se procjenjivao genotip na osnovu
fenotipa. Zatim se uzgojni rad provodio uz uporabu metoda kvantitativne genetike u cilju
povecanja proizvodnosti same zZivotinje te ostvarenja ekonomske dobiti (Ivankovié¢, 2005.). Sve

do razvoja molekularne genetike koji omogucava nove pristupe u selekciji domacih zivotinja.

Posljednja 2-3 desetljeca otkrivanjem mnostva gena u selekcijski rad uvode se genetske
analize zivotinja, koje koriste genomske markere (biljege) za otkrivanje gena koji utjecu na
odredena svojstva, te odredivanje lokusa kvantitativnih svojstava (QTL — Quantitative Trait
Loci) ili regije genoma koje utjetu na kvantitativna svojstva (Jovanovac, 2012., Spehar, 2017.).
Brojna istrazivanja su dokazala da informacije do kojih se dolazi primjenom genomskih
markera mogu uvelike povecati ucinak selekcije, skratiti generacijski interval, te smanyjiti

ucestalost nepozeljnih gena koji su uzrok genetskih bolesti.

Kada su pocetkom sedamdesetih i osamdesetih godina proslog stolje¢a otkrivene
tehnike sekvenciranja genoma, zapoceo je i intenzivan razvoj genomike. Ljudski genom je
sekvenciran 2001. godine, a nakon njega uslijedilo je sekvenciranje genoma pileta, krave,
svinja, konja, ovaca i koza. Kod konja je sekvenciranje genoma dovelo do napretka u razvoju
alata za mapiranje fenotipskih karakteristika i bolesti te procjenu ekspresije gena (Finno i
Bannasch, 2014.). Pojava genetski uvjetovanih bolesti kod konja poput x monosomije,
himernog Kariotipa, hiperkalcemi¢ne periodicne paralize, smrtonosnog cijepanja patele,
narkolepsije, hemofilije, imunoloskog defekta, no¢nog sljepila, melanoma, i drugih posljedica
s nasljednih mutacija i mogu se sprijeciti primjenom molekularnih markera u genomskoj

selekciji (Gregi¢ i sur., 2019.).

S obzirom na cilj znanstvenog istrazivanja populacija danas se rabe razli¢iti markerski
sustavi: mikrosateliti, AFLP (Amplifies Fragment Lengh Polymorphism), RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), SNP (Single Nucleotide Polymorphism), SSCP (Single
Strand Conformational Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphism), mtDNA,

Y kromosom, minisateliti i drugi (Ivankovi¢, 2005.).
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2.1. Mikrosateliti

Mikrosateliti (SSRs, engl. Simple sequence repeats) su jednostavne kratke ponavljajuce
sekvence sastavljene od nekoliko nukleotida veli¢ine od 2 do 6 baznih parova DNA Koji se
ponavljaju odredenim redoslijedom (npr. CACACACACACA) (FAO, 2006., Finno i sur.,
2014.). Rasireni su po cijelom genomu te imaju visok stupanj polimorfnosti i lako se umozavaju
(Jovanovac, 2012.). Relativno su mali i mogu se utvrditi relativno jednostavnom PCR tehnikom
iz DNA ekstrahirane iz razli¢itih uzoraka tkiva (krv, kosa, koza, ¢ak i izmet) (FAO, 2006.).
Mikrosateliti ne kodiraju proteine pa se pretpostavlja da su selektivno neutralni (FAO, 2011.).
Sada su dostupni za vec¢inu domacih Zivotinja u stoCarstvu. Njihova je primjena vrlo Siroka te
otkrivanju genetskih razli¢itosti izmedu pasmina, u filogenetskim istraZivanjima. Zbog visokog
stupnja polimorfizma u broju ponavljanja, mikrosateliti se i dan danas upotrebljavaju kao
lokacijski markeri pri konstrukciji genomskih mapa za proizvodna i funkcionalna svojstva
(Ivankovi¢, 2005., Jovanovac, 2012.). Analiza mikrosatelita daje nam vazne informacije glede
razumijevanja odnosa medupopulacijske i unutar populacijske genetske razli¢itosti. FAO je dao
preporuke za mikrosatelitske lokuse koji ¢e se koristiti za istrazivanja genetske razliCitosti, a
koje je razvio ISAG (Medunarodno drustvo za genetiku Zivotinja, engl. International Society
of Animal Genetics) savjetodavna skupina za genetsku raznolikost Zivotinja (FAO, 2011.).
Mikrosatelitski biljezi Kkoriste se za opisivanje mjera raznolikosti, genetske udaljenosti i
strukture populacije. Primjer shematskog hodograma uporabe mikrosatelitskog seta za

dokazivanje roditeljstva u konja prikazan je na slici 1.
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Slika 1. Hodogram uporabe panela od 18 mikrosatelita (prema preporuci ISAG-a) za
dokazivanje roditeljstva (lIzvor: http://www.xeneticafontao.com/eng/pruebalab.php?id=9)

2.1.1. Primjeri primjene mikrosatelita na populacijama konja

Machmoum i sur. (2020.) su u svojoj studiji pokusali definirati odnos izmedu 3
populacije arapske pasmine konja (pustinjska, egipatska i poljska) i provjeriti njihovu genetsku
raznolikost uz pomo¢ 17 mikrosatelita za kontrolu roditeljstva. Svi mikrosateliti su bili
informativni, utvrdena je visoka genetska raznolikost unutar te tri populacije. Na temelju
dobivenih rezultata zautori su zakljucili da te tri populacije imaju visoku razinu protoka gena
ili dijele isto podrijetlo, te da imaju visoku razinu koeficijenta inbridinga, sto uzrokuje deficit u
heterozigotnosti. Autori su naglasili potencijalan rizik od gubitka genetske raznolikosti u

istrazivanim populacijama konja.

Sadeghi i sur. (2019.) su proucavali genetsku raznolikost izmedu perzijske populacije

arapske pasmine konja i autohtonih iranskih pasmina (Caspian, Turkemen, Dareshuri, i
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Kurdish). Provjeru roditeljstva i genetsku strukturu populacije su vrsili na temelju
mikrosatelitskih biljega. Dobivene mjere inbridinga bile su niske, $to je ukazivala na visoku

genetsku raznolikost u istrazivanim populacijama.

Djori i sur. (2018.) su procjenjivali genetsku varijabilnost i strukturu populacije triju
pasmina konja Butanu (Boeta, Sharta, i Yuta) uporabom seta od 29 mikrosatelita. Rezultati
njihovog istrazivanja pokazali su izuzetnu genetsku raznolikost tradicionalnih pasmina konja
unato€ njihovoj niskoj genetskoj diferencijaciji, gdje je procjena inbridinga (Fis) bila poprili¢no
niska (Boeta 0.023, Sharta 0.001, Yuta 0.021) te je utvrdeno da u niti jedne od analiziranih

populacija nije bilo znakova genetskog rasapa.

Khanshour i sur. (2013.) su takoder proucavali genetsku strukturu populacije arapske
pasmine konja uz pomo¢ mikrosatelitske analize. U istrazivanju je koriSteno ukupno 15
mikrosatelita: AHT4, AHT5, ASB17, ASB23, HMS6, HMS7, HTG4,VHL20, HMS3, ASB2,
HTG10, LEX33, HM S2, HTG6 i HTG?7, specifi¢nih za Equus caballus. Autori su zakljucili da
je genetska raznolikost bila vrlo visoka u populacijama jer su unutar arapske pasmine, sve Cetiri
populacije imale visoke vrijednosti heterozigotnosti: Saudijska (0,68), Sirijska registrirana
(0,69), Sirijska neregistriraa (0,75) i Iransko-arapska (0,71).

2.2. SNP ¢ipovi visoke gustoce

Single Nucleotide polymorphism ili SNP to i jest, polimorfizam pojedinac¢nih nukleotida
1 vrlo su Cesti u genomu te se zbog toga mogu dobiti vrlo tocne informacije prilikom procjene
genetskih parametara (Santek, 2016.). Drugim rije¢ima, SNP je varijacija sekvence DNA koja
se dogada promjenom nukleotida na jednom mjestu unutar genoma jedinke (FAO, 2011.).
Buduc¢i da su to bialelni markeri, oni imaju nizak sadrzaj informacija pa ih se treba koristiti vec¢i
broj kako bi se dobile informacije od standardnog panela mikrosatelita koji sadrzi oko 30
lokusa. Vec¢ina SNP-ova se nalazi u nekodiraju¢im regijama sekvence gena (intergenetskim) i
nemaju izravan utjecaj na fenotip jedinke, a mogu se nalaziti 1 unutar kodiraju¢ih regija
(regulatorne regije gena) pa tako mogu biti povezani u funkciju proteina (FAO, 2006.,

Jovanovac, 2012.). Postoje genomski SNP ¢ipovi niske gustoce (koji sadrze nekoliko stotina
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do tisu¢a SNP-ova) i SNP ¢ipovi visoke gustoce (koji sadrze desetke do stotine tisu¢a SNP-

ova).

illumina

4308493023
L ETURUN TSI

Slika 2. Ilustracija izgleda SNP mikrocipa tvrtke lllumina i aplikacije DNA na isti (Papst,
2019.)

Analize ovakvih genomskih ¢ipova daju velike koli¢ine podataka stoga zahtijevaju
specijalizirane vjestine i dobru bioinformati¢ku infrastrukturu. KoriStenjem SNP nizova visoke
gustoée u skeniranju genoma mogu se identificirati i odsjecci ROH (engl. Runs of
Homozigocity) sekvenci (Peripolli i sur., 2016.). SNP mikroCipovi se u stocarstvu Kkoriste za
utvrdivanje strukturnih varijacija, za otkrivanje i pro¢is¢avanje lokusa povezanih s proizvodnim
osobinama, a u konjogojstvu i kako bi se dodatno poboljsalo znanje o genetskoj raznolikosti
(Schaefter i sur., 2017). Pronalazenje gena ili regija genoma povezanih s osobinama dovelo je
do otkri¢a gena koji su utjecali na boju dlake, veli¢inu legla, kvalitetu mesa, uspjeh reprodukcije
I zdravstveno stanje zivotinja (Rotschild, 2017.). Nadalje, razvoj SNP c¢ipova visoke gustoce
doveo je i do velikog interesa za izraunom koeficijenta inbridinga iz molekularnih podataka
populacije, jer su oni u¢inkovitiji za procjenu autozigotnosti i za otkrivanje uc¢inaka uzgoja u

odnosu na podatke iz rodovnica (Peripolli i sur.,2 016.).
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2.2.1. Primjeri primjene SNP-ova na populacijama konja

Sadeghi i sur. (2019.) su u svom istrazivanju za procjenu genetske raznolikosti osim
mikrosatelita koristili i konjski 670k SNP BeadChip kako bi determinirali strukturu populacije
autohtonih pasmina konja u Iranu i procijenili genetske odnose izmedu njih. Analiza dobivenih
rezultata izvrSena je uz pomo¢ softvera PLINK gdje je u¢injena kontrola kvalitete uzoraka, a
zatim su procijenjeni genetska raznolikost, analiza strukture populacije, te su filtrirani ROH
segmenti uz pomo¢ kojih je procijenjen koeficijent srodstva. Autori su identificirali signale

selekcije u genomskim regijama koje su povezane s imunoloskim odgovorom.

Druml i sur. (2018.) su proveli genomsku analizu pasmine konja Haflinger uz pomo¢
niza BeadChip SNP-ova za utvrdivanje populacijske strukture pasmine. Koristenjem SNP Cipa
visoke gustoce otkrili su nova saznanja o povijesti uzgoja pasmine Haflinger (poput krizanja s

drugim pasminama).

Rotschild (2017.) navodi da je analizom SNP-ova u konja determiniran mehanizam i
nasljedivanje vise od 20 bolesti (poput patuljastog rasta, sindroma imunodeficijencije
Zdrijebeta, periodi¢ne paralize hiperkalcemije). Nadalje, otkriveni se markeri za gene povezane
s bojom dlake, te otkrivanje trkacih osobina (perfomance za razli¢ite udaljenosti i hodove),
otkriven je gen DMRT3 Kkoji utjece na hod kod zapreznih konja, te gen miostatina (,,gen brzine*)
koji je povezan sa sprinterskim sposobnostima posebice kod pasmine engleskog punokrvnjaka.

Stock i sur. (2016.) navode primjene SNP-a visoke gusto¢e u pasmini Thorougbreed
(engleski punokrvnjak) gdje je potvrdeno da gen za miostatin djeluje na diskriminaciju galopa

na kratke i velike udaljenosti.

Koristenjem EquineSNP50 BeadChip-a McCue i sur. (2012.) su genotipizirali jedinke
koje su evolucijski povezani s doma¢im konjem. Istaknuli su primjenu genotipiziranja u
mapiranju osobina kao glavnu primjenu ove tehnologije. Tako su mapirani lokusi za boju dlake
u konja, npr. MC1R(kesten), ASIP (crni/dorat), STX17 (sivi), i mnogi drugi.
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2.3. Sekvenciranje

Sekvenciranje je tehnologija uz pomocu koje se odreduje tocan slijed dusi¢nih baza (A,
T, G, C) na odsjecku DNA (Jovanovac, 2012.). Intenzivan razvoj molekularne genetike
omogucio je pojavu nekoliko naprednih sekvencijskih tehnologija, NGS (engl. Next Generation

Sequencing) koje se koriste u razli¢itim vrstama aplikacija, a to su:

o sekvenciranje cijeloga genoma (WGS, engl. Whole Genome Sequencing) — analiza
cijeloga genoma jedinke;

o sekvenciranje cijeloga egzoma (WEA, engl. Whole Exomea Sequencing) — analiza
cjelokupnih kodirajuéih gena jedinke;

o ciljano sekvenciranje — analiza pojedinog gena ili skupova gena; te

o analiza transkriptoma — analiza sve RNA koju proizvedu odredene stanice (D'Agaro,
2016.).

Sve ove metode Kkarakterizira sposobnost sekvenciranja i paralelno masovnog
pojacavanja molekula DNA na nacin klona koje se vrsi ponavljanjem nukleotidnih produzenih

ciklusa ili oligonukleotidnim ligacijama (D'Agaro, 2016.).

2.3.1. Primjeri primjene sekvenciranja cijeloga genoma na populacijama konja

Nacionalni je institut za istrazivanje humanog genoma (NGGRI, engl. National Human
Genome Research Institute) za sekvenciranje cijeloga genoma ,,shotgun® metodom odabrao
konja kao predstavnika reda Perissodactyla. Tim projektom je proizveden EquCab2.0 s
ukupnom duljinom od 2,43 Gb, od ¢ega je 96% dodijeljeno kromosomima, a predvidena
veli¢ina genoma je bila 2,67 Gb (McCue i sur., 2012.). Sekvenciranjem genoma kod pasmine
Twiligh otkriveno je 750 000 SNP ¢ipova, a iz ostalih 7 pasmina 400 000 SNP-ova, osiguralo
dovoljan broj markera za konstrukciju SNP mikrocipova za istrazivanje svojstava i nasljednih

bolesti.

Finno i sur. (2014.) iznose da je 2011. godine kod kobile pasmine Quater izvrSeno
sekvenciranje cijelog genoma. Nakon tog procesa otkriveno je 3,1 milijun SNP-ova, te je

utvrdeno da genom Quater konja sadrzi SNP-ove obogacene putevima percepcije senzora,
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stani¢nih procesa i transdukciju signala. Osim istrazivanja suvremenih pasmina, autori navode
nedavno sekvenciranje genoma konja Przelwaskog ¢iji rezultati nisu otkrili nedavna krizanja
(admixture) s domac¢im konjima, §to potvrduje ¢injenicu da oni uistinu predstavljaju posljednju
prezivjelu populaciju divljih konja. Nadalje isticu da su sekvenciranjem otkrivene regije na
kromosomu koje sadrze genetske mutacije odgovorne za razne bolesti (sindrom lavande kod
zdrijebeta, sindrom imunodeficijencije zdrijebeta, osteohondritisa kod punokrvnjaka), za
ponavljajucu neuropatiju grkljana, za veliCinu tijela, za uveitis konja, za grlenu vrecicu, te za

preosjetljivost na ubode od insekata.

17



3. PARAMETRI PROCJENE STRUKTURE POPULACIJE

Struktura populacije se procjenjuje prilikom odredivanja genetske varijabilnosti neke
pasmine. Kako bi opisali strukturu neke populacije, trebamo procijeniti sljede¢e parametre:
razinu uzgoja u srodstvu, analizu strukture populacije, analizu signala selekcije (selection

sweep signatures) i ROH segmente (Druml i sur., 2018.)

3.1. Procjena efektivne veli¢ine populacije - Ne

Jedna od mnogih karakteristika populacija je njena brojnost ili veli¢ina (N) i predstavlja
osnovni parametar u biologiji. Svaka nova generacija nasljeduje polovinu gena od oca i
polovinu od majke (Jovanovac, 2005., 2012.). Kako bi se populacije s razli¢itom strukturom

glede odnosa spolova mogle usporedivati, uveden je pojam efektivne veli¢ine populacije (Ne).

Efektivna veli¢ina populacije (engl. Effective Population Size - Ne) racuna se prema ve¢
spomenutoj formuli iz poglavlja 1.3 po metodologiji Falconera, koja je medunarodno priznata
od FAO-a u procjenjivanju izvornih pasmina i populacija domacih i divljih Zivotinja
(Nacionalni program ocuvanja izvornih i ugroZenih pasmina domacih Zivotinja u Republici
Hrvatskoj 2021.-2025.). Temelji se na ravnotezi i broju muskih i Zenskih rasplodnih jedinki u
aktualnoj populaciji. Predstavlja relevantan parametar procjene genetske raznolikosti i vrlo je
znacajna kod povecanja inbridinga u populaciji, jer je ono obrnuto proporcionalno s efektivnom
veli¢inom populacije:

1

Ne = (2 X Ne)

(Jovanovac, 2012.).

Istrazivanje karakteristike populacije nekoliko pasmina konja uporabom SNP ¢ipova
Petersen i sur. (2013.) utvrdili su da je efektivna veli¢ina populacije bila najmanja kod pasmina
Thoroughbreed (Ne od 143 do 190), ali takoder niska i kod drugih trka¢ih pasmina: Clydesdale
(Ne=194), pasmina Standardbreed (Ne od 179 do 290), Frensch Trotter (Ne=233) i drugih,
indicirajuci da je ove pasmine potrebno pomno pratiti kroz uzgojne i konzervacijske programe.
Interesantno, autori su najvise vrijednosti efektivne veli¢ine populacije uocili kod pasmina koje
se uzgajaju na podrucju euroazijskog kopna i to: Mongolska (Ne=743), Tuva (Ne=533), te kod
pasmina Islandic (Ne=555), Finnhorse (Ne=575) i minijaturnih konja (Ne=521).
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Sadeghi i sur. (2019.) procjenjivali su efektivnu veli¢inu populacije kod perzijskih
arapskih konja i iranskih pasmina konja koriste¢i 670k SNP BeadChip. Kao $to je prikazano na
grafikonu 1., efektivna veli¢ina populacije perzijskih arapskih konja s vremenom se smanjivala.
Procjenjuje se da je efektivna veli¢ina populacije (Ne) prije jedne generacije bila oko 113
jedinki dok je Ne prije 75 generacija iznosio oko 539 jedinki. Autori dalje navode da je trend
opadanja efektivne velic¢ine populacije po generacijama u skladu s umjetnom selekcijom
uzgajivaca s povecanim fokusom na odredene krvne loze 1 pastuhe u posljednjim generacijama,
Sto moze predstavljati opasnost za genetsku raznolikost perzijske arapske populacije, pa ga je
potrebno rutinski pregledavati. Isti¢u jo§ da bi razlog za jako smanjen broj perzijskih arapskih
konja prije otprilike 6 generacija mogao biti africka konjska kuga koja je vrlo smrtonosna bolest

kod konja pojavila se u ljeto 1959. u Iranu i uzrokovala smrt mnogih arapskih konj.
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Grafikon 1. Prikaz opadanja efektivne veli¢ine populacije perzijskih arapskih konja (izvor:
Sadeghi i sur., 2019.)
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3.2. Procjena genomskog inbridinga (Frog)

Koeficijent inbridinga se tradicionalno procjenjuje na temelju podataka iz rodovnica, a
nedavni razvoj SNP ¢ipova visoke gustoc¢e doveo je do veceg interesa za izraunom koeficijenta
inbridinga iz genomskih podataka. Procjene Fr,y-a mogu otkriti starost inbridinga na temelju

duljine ROH segmenata. Koeficijent genomskog inbridinga (Froy) izaCunava se prema formuli

Lroy (izvor: Druml i sur., 2018.),

koH = ZLAUTo

gdje je Layro duljina autosomalnog genoma, Lzoy duljina ROH odsje¢aka, odnosno Froyje
procijenjen kao zbroj duljine svin ROH po jedinki u ukupnoj duljini genoma (Sadeghi i sur.,
2019., Metzger i sur., 2015.)

Znamo da parenje srodnih jedinki rezultira odredenim srodstvom potomstva. U
zavorenim populacijama, porast inbridinga je neizbjezan, a poveéanje inbridinga smanjuje
genetske varijacije koje mogu dovesti do takozvane ,,inbriding depresije* (Polak i sur., 2021.),
fenomena koji je povezan s neaditivnim ucincima gena (Jovanovac, 2012.). ViSa razina
inbridinga donosi vece Sanse za izraZzavanje homozigotnih recesivnih Stetnih alela, koji se
smatraju glavnim uzrokom inbriding depresije, §to za posljedicu smanjuje kondiciju Zivotinja i
pogorsava plodnost (Polak i sur., 2021.) te smanjuje otpornost i vitalnost uslijed ¢ega dolazi do
zastoja u rastu i razvoju, pojave raznih bolesti, poremecaja u reprodukciji i povecanja
ucestalosti anomalija (Jovanovac, 2012.). Zato je vazna to¢na i pouzdana procjena koeficijenta

inbridinga uz pomo¢ Froy-a.

Jedan od primjera posljedice inbriding depresije uz negativne uéinke na plodnost i
prezivljavanje je visoka ucCestalost zadrzavanja posteljice prilikom zdrebljenja kod frizijske
pasmine konja. Ovo je jedna od najneplodnijih pasmina konja, a jedino rjesenje radi uvodenja
nove genetske varijabilnosti je krizanje. Isto tako u prosjecni zivotni vijek pripadnika ove
pasmine je nizak i iznosi samo 16 godina u odnosu na 25-30 godina, koliki je ocekivani zivotni
vijek u drugih pasmina konja. Ovo je posljedica Cestih nasljednih bolesti, medu kojima su i
hidrocefalus te patuljasti rast, koji znacajno naruSavaju zdravlje i skracuju zivotni vijek

pripadnika ove pasmine.
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Grilz-Seger i sur. (2019. a) su na temelju razli¢itih klasa duljina segmenata ROH
izracunali Fgroy Svih subpopulacija lipicanske pasmine konja u Europi (tablica 2.). Otkrili su da
je genomsko krizanje kako je opisao Froy = 0,13 bilo niZe nego ocekivano jer ipak se radi o
dugotrajnom uzgoju ergela a na malom popisu populacije. 1z tablice setakoder moze uoditi
kako je austrijska populacija Lipicanaca imala najmanji broj kratkih ROH odsje¢aka, dok je
njihov najveci broj utvrden kod madarske populacije Lipicanaca. Slovacka populacija takoder
je imala vrlo mali broj srednje dugih ROH odsjecaka te gotovo i nije imala dugih ROH
odsjecaka, $to ukazuje na vrlo dobro postavljene uzgojne ciljeve i konzervacijski program, gdje
nedavnog inbridinga nije ni bilo, $to nije slucaj u ostalim subpopulacijama Lipicanaca. Najnizi

ukupni Fgroybio je ipak utvrden u madarskoj subpopulaciji konja ove pasmine.
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Tablica 2. Izracun ROH segmenata i koeficijenta inbridinga Froy kod lipicanske pasmine konja

(izvor: Grilz-Seger i sur., 2019.a)

Podjela ROH - _
00 duljinama: Austrija Hrvatska Madarska Slovacka Svi
0.5-1 Mb 22.7 37.7 41.0 40.0 28.1
1-2 Mb 21.3 31.1 32.1 32.3 24.8
2-4 Mb 23.9 22.2 19.4 21.4 23.1
4-6 Mb 12.9 5.7 5.2 4.8 10.4
6-8 Mb 7.6 2.2 1.2 0.9 5.6
8-10 Mb 4.2 0.4 0.4 0.5 3.0
> 10 Mb 7.4 0.6 0.6 0.0 5.1
Fron PO duljinama:
0.5-1 Mb 3.5 3.6 3.1 3.7 3.5
1-2 Mb 3.3 3 2.5 3 3.1
2-4 Mb 3.7 2.2 1.5 2 3.1
4-6 Mb 2 0.6 0.4 0.4 15
6-8 Mb 1.2 0.2 0.1 0.1 0.8
8-10 Mb 0.6 0 0 0 0.4
>10 Mb 1.1 0.1 0 0 0.8
Fron PO duljinama (cum.):
<1Mb 3.5 3.6 3.1 3.7 3.5
<2 Mb 6.7 6.5 5.6 6.6 6.6
<4 Mb 10.4 8.7 7.1 8.6 9.7
<6 Mb 12.4 9.3 7.5 9 11.2
<8 Mb 13.5 9.5 7.6 9.1 12
<10 Mb 14.2 9.5 7.6 9.1 12.5
Fropy total: 15.3 9.6 7.6 9.1 13.2
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3.3. ADMIXTURE - kriZanja s drugim pasminama

Da bi se utvrdila individualna razina krizanja konja, autor Druml i sur. (2018.) proveli
su klaster analizu u razli¢itim pasminama konja. Rezultate krizanja su vizualizirali te ih
integrirali u populacijske mreze visoke razlu¢ivosti. Da bi ilustrirali genetsku povezanost
izmedu susjednih konja, debljinu spojnih linija su povezali sa udjelom genetske udaljenosti,
tako su deblji rubovi pokazivali male genetske udaljenosti. Nakon toga su skalirali veli¢inu
¢vora svakog proucavanog konja na osnovu ukupne veli¢ine duljine ROH pojedinca, a odredena
boja ¢vora predstavljala je pojedina¢nu razinu krizanja na odabranom broju K klastera (slika
3.). Iz dobivene slike vidljivo je kako su se ve¢ pri K=7 proucavane populacije medusobno

odvojile prema pasminama kojima pripadaju.

A Shagya Arabian B Shagya Arabian
’

(K=T7) 4 (K=10)

Bosnian Mountain Horse  Gidran N Bosnian Mountain Horse  Gidran

Purebred Arabian

Austrian Haflinger Austrian Haflinger

Slika 3. Primjer populacijske mreze visoke razlucivosti u klaster analizi (izvor: Druml i sur.,
2018.)

Grilz — Seger i sur. (2019. a) proucavali su razine krizanja u lipicanskoj pasmini konja.
Prvo su analizom glavnih komponenata (PCA, engl. Principal Component Analysis) otkrili da
su tri glavne komponente Cinile 35% ukupne genetske varijacije (grafikon 2.). Na temelju
vizualizacije vidljivo je da austrijsku populaciju karakteriziraju nize genetske udaljenosti po
parovima i izrazito grupiranje, a da su ostale tri podpopulacije (hrvatska, madarska i slovacka)
medusobno jako povezane, dok podskup austrijskih uzoraka ima sli¢nosti s hrvatskim,
slovac¢kim i madarskim konjima. Iz grafikona 3. je vidljivo kako su pri K=2 vidljive dvije

populacije Lipicanaca: austrijska 1 slovacka. Pri K=3 pojavljuje se madarska populacija
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Lipicanaca, u slu¢aju hrvatske subpopulacije Lipicanaca, kao zaseban genotip ova populacija

pojavila tek pri K=6. Pri K=4 moze se uociti da su se unutar austrijske populacije Lipicanaca

pojavile dvije linije, dok je veci broj linija primije¢en na K=5.
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Grafikon 2. PCA analiza lipicanskih konja (izvor:
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Grafikon 3. Graficki prikaz klastera pojedina¢nih populacija za razine krizanja (izvor: Grilz-

Seger i sur., 2019. a)
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Sli¢no prikazanim modelima Sadeghi i sur. (2019.) su u istrazivanju karakteristika
populacije perzijskih Arabera STRUCTURE analizom naglasili krizanja i njihov medusobni
odnos, te ih analizirali i analizom osnovnih komponenti. Structure analiza razli¢itih linija
perzijskih arapskih konja rezultirala je formiranjem tri razlicita klastea, dok su se konji iz drugih

linija rasprsili preko razlicitih klastera.

3.4. DNA sekvence ROH

ROH (engl. Runs of Homosygosity) su kontinuirani homozigotni segmenti rasporedeni
po genomu koja proizlaze iz identi¢nih pojedinac¢nih haplotipova, a koji prenose zajednicki
predci (Grilz-Seger i sur., 2019. a, b). Zato predstavljaju odli¢an alat prilikom procjene uzgoja
u srodstvu, pogotovo kada rodovnici nisu dostupni ili se sumnja u njihovu to¢nost. Sposobnost
ROH segmenata je da daju uvid u genetske dogadaje neke populacije tijekom vremena
(Peripolli i sur., 2016.). Duljina ROH i udio genoma koji pokriva ROH dobri su pokazatelji
starosti, podrijetla i razine autozigotnosti, a time 1 kriZzanja u srodstvu (Schiavo i sur., 2019.).
Nakon to je Santek (2016.) usporedila odredivanja inbridinga uz pomo¢ ROH-a s jedne strane
1 odredivanja inbridinga iz rodovnika s druge strane, izrazitu prednost dala je odsjeccima ROH
jer oni ukazuju i na inbriding bazne populacije. ROH-ovi pruzaju korisne informacije o
genetskoj povezanosti medu jedinkama, minimiziraju stope inbridinga 1 pomaZu u otkrivanju

Stetnih varijanti u genomu (Peripolli i sur., 2016.).

Segmente ROH dijelimo prema duljini na: kratke, srednje i duge (Ablondi i sur., 2019.).
Opcenito vrijedi: kratki homozigotni odsjecci ukazuju na davni uzgoj u srodstvu, a dugacki
upucuju na ne tako davni inbriding. Segmenti ROH duljine 2-4 Mb predstavljaju krizanje
udaljenih generacija predaka (prije 13-25 generacija), $to se obi¢no ne mozZe saznati iz
rodoslovnih podataka. ROH segmenti srednje duljine (> 8 Mb) predstavljaju udio
autozigotnosti porijeklom od predaka rodenih prije 6-7 generacija, a dugi ROH (> 16 Mb)
odsjecci odrazavaju pretke rodene prije 3-4 generacije (Polak i sur., 2021.). Primjer prikaza
duljine ROH segmenata pokazan je na grafikonu 4 (Metzger i sur., 2020.) Iz grafikona je
vidljiva usporedba broja ROH segmenata rasporedenih prema njihovoj duljini za pasmine:
Diilmen, Sorraia (1, 2), Hanoverian (4), Saxon-Thuringian Heavy Warmblood, Arabian,

Thoroughbreed (Metzger i sur., 2020.). Pasmina Diilmen imala je najve¢i broj kratkin ROH
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segmenata (400-461,015 kb), dok je pasmina Sorraia imala najveci broj srednje dugackih i

dugackih ROH segmenata, $to ukazuje na nedavni genski rasap i inbriding u navedene pasmine.
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Grafikon 4. Broj ROH segmenata rasporedenim u odabranim pasminama konja prema

njihovoj duljini (izvor: Metzger i sur. 2020. )

Grilz-Seger i sur. (2019. a) su skenirali genom kod lipicanaca kako bi otkrili preklapanja
ROH segmenata koje dijele vise od 50% konja. Analizom su otkrili pet zajednickih ROH
segmenata na ECA11 i ECA4, ¢ime su potvrdili blizu genetsku povezanost izmedu madarskog
1 hrvatskog, kao 1 austrijskog i slovackog uzorka, a sve subpopulacije dijelile su istu
homozigotnu (ROH) regiju na ECA11. Dalje su oko gena STX17 (uzro¢nik sive boje) otkrili
ROH segment koji sadrzi gene NR4A3, STX17, ERP44 i INVUS, unutar daljih otoka ECA14,
ECAL6 i ECA20 otkrili su gene SPRY4, NDFIP1, IMPDH2, HSP90ABL1 koji bi mogli igrati

vaznu ulogu u daljnjim ispitivanjima melanoma konja.

Grilz-Seger i sur. (2019. b) su odabrali populaciju konja Noriker kako bi istrazili utjecaj
selekcije na veli¢inu, ucestalost, distribuciju 1 lokalizaciju ROH segmenata u genomu. U
analizama kod Noriker pasmine konja otkrili su da je dugoro¢no parenje jedinki boje kestena i
mala efektivna veli¢ina populacije konja s leopardovim pjegastim uzorkom i tobiano konja
rezultirala ve¢im srednjim pokrivanjem ROH-a u rasponu od 237,4 do 284,2 Mb, dok je kod

zaljevskih (bay), crnih i Roan konja, gdje se obicno primjenjuje rotacijsko parenje, bila niza
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autozigotnost od 176,4 — 180,0 Mb. Detektirani ROH segmenti sadrzavali su odredene gene
povezane s veli¢inom tijela (ZFAT, LASP1, LCORL/NCAPG), bojom dlake (MC1R kod

kestenastog i PATN1 kod konja s leopardovim pjegastim uzorkom) i morfogenezom (HOXB).
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Grafikon 5. Duljine ROH segmenata za lokuse boje kod Noriker pasmine konja (izvor: Grilz-
Seger i sur., 2019. b)

3.5. Signali selekcije (selection sweep signatures)

Metzger i sur. (2015.) istrazivali signale selekcije koristec¢i podatke iz polja SNP cijelog
genoma na populacijama: Sorraia (2), Diilmen (1), Arabian (1), Saxon-Thuringian Heavy
Warmblood (1), Thoroughbred (1) i Hanoverian (4). Autori su pronasli haplotipove u regiji
gena boje dlake, veli¢ine i svojstva izvedbe, a najjaci signal selekcije su pronasli u pasminama
Paint i Quater na ECA18 u regiji gena za miostatin (MSTN). Unato¢ znacajnim pasminskim
razlikama, sve populacije konja u istraZivanjima pokazuju snazne signale selekcije u regiji gena
koji utjeCu na reproduktivnost (Metzger i sur., 2015.). Grilz — Seger i sur. (2019.) tvrde u sv0joj
studiji da geni zatvoreni na ROH segmentima predstavljaju signale selekcije. Stoga predlazu da
prilikom skeniranja genoma treba uzeti u obzir i analizu ROH segmenata radi odabira signala

selekcije.

Dva testa diferencijacije populacije (FST i XP-EHH) u istrazivanju autora Ablondia i
sur. (2019.) otkrila su 8 signala selekcije na ECA1, ECA4 i ECA6 kod pasmine S$vedskih
toplokrvnih konja. Njihova studija je pokazala genomske signale selekcije za morfoloske
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znacajke te za specifi¢an hod pasmine, a temeljila se na statistici indeksa fiksacije (Fst). Njihova
analiza kod Svedskih toplokrvnih konja otkrila je signale selekcije koji sadrze gene koji su
primarno ukljuéeni u funkciju ziv€anog sustava, kontrakciju 1 razvoj miSi¢a, te ponaSanje 1
plodnost.

Zhang i sur. (2018.) su skenirali genomske regije sa CLR (Composite likelihood ratio)
testom kako bi pronasli signale selekcije u genomu konja. Regije s najve¢im CLR-om u genomu
konja nalaze se na kromosomu 8 ukljuéujuci 9 susjednih prozora od 10 kb. Na slici 5 vidljiv je
prikaz globalne distribucije gena, varijanti SNP-ova i potpisa selekcije, te 31 autosom. Krugovi
od izvana prema unutra ilustriraju gustocu gena (Zuto), SNP gusto¢u (zeleno) i vrijednosti CLR
(plavo). Geni koji se nalaze u regijama sa jakim signalima selekcije predstavljeni su kao
ispadanja. CLR oznac¢ava kompozitni omjer vjerojatnosti; SNP, jednonukleotidni polimorfizam
(Zhang i sur., 2018.).
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Slika 4. Prikaz globalne distribucije gena, varijanti SNP-ova i potpisa selekcije i 31 autosom
kod Noriker pasmine konja(izvor: Zhang i sur., 2018.)
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4. ZAKLJUCAK

Prilikom procjene i vrednovanja genetskih resursa domacih zivotinja koriste se molekularno-
genetske metode koje nam daju uvid u cjelokupni genom Zivotinje. Tim metodama dobijamo
to¢ne 1 precizne podatke o medusobnom odnosu jedinki unutar neke populacije (prvenstveno
razine inbridinga), te medusobnom odnosu subpopulacija neke pasmine Zivotinja i njihove
efektivne veli¢ine. Te informacije su nam prvenstveno vazne prilikom izvodenja plana
sparivanja jedinki za reprodukciju u istoj populaciji, te kod koristenja jedinki za reprodukciju
iz drugih subpopulacija (primjer primjena rasplodnih pastuha lipicanaca iz drugih ergela), zbog

moguéeg Uzgoja u srodstvu.

Cilj modernog uzgoja u konjogojstvu je stvaranje zdravih sportskih konja visokih
perfomasi koji su prikladni za razne discipline i natjecanja, $to je povezano s intenzivnom
selekcijom koja obi¢no dovodi do smanjenja genetske raznolikosti i posljedi¢nog povecavanja
inbridinga. Stoga bi se trebalo strogo pratiti kako bi se odrzala genetska varijabilnost te

sprijecila moguénost ,,inbriding depresije.
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6. SAZETAK

Brz napredak molekularne i genetske tehnologije te bioinformatike omogucio je nove
alate za brzu i precizniju genomsku procjenu zivotinja. Genomski markeri korisni su za
predvidanje uzgojnih vrijednosti i odabir odredenih fenotipskih svojstava te genetsko
poboljsanje kojim se utjece na proizvodna svojstva, a donosi ekonomska dobit. Ovo omogucéuje
brzi odabir superiornih jedinki i prije spolne zrelosti. Genomski makeri se ne primjenjuju samo
u svrhu unapredenja uzgoja komercijalnih pasmina, ve¢ 1 u svrhu zastite i o¢uvanja izvornih
pasmina od izumiranja. Stvaranje visokoproizvodnih zivotinja je utjecalo na smanjenje
genetske raznolikosti, povec¢anje homozigotnosti, pojavu genetskih bolesti te gubitak izvornih
pasmina domacih zivotinja. Uporabom genomskih markera moguce je lakse i to¢nije procjeniti
strukturu promatrane populacije, bolje upravljanjti genetskom raznoliko$¢u, kao i krizanjem u
srodstvu. Prednosti su mnogobrojne: smanjenje generacijskog intervala u programima uzgoja i
veéi uéinak selekcije, izolacija genetskih bolesti, razvoj pozeljnih osobina, ve¢a manipulacija u

uzgoju pasmina i uzgojnih tipova konja.

Cilj diplomskog rada bio je prikazati nad¢ine kojima se opisuje struktura i genetska
razli¢itost neke populacije uporabom markera visoke razluéivosti s posebnim osvrtom na

njihovu primjenu u konja.

Kljucne rijeci: populacijska struktura, genetska razli¢itost, genomska procjena, konji

34



7. SUMMARY

Fast advances in molecular technologies and bioinformatics enabled new tools for faster
and more accurate genomic estimation of livestock animals. Genomic markers are useful for
the prediction of breeding values and the selection of phenotypical traits of interest. This
enables faster selection of superior individuals even before their sexual maturity. Genomic
markers are not used solely for the improvement of commercial breeds, but also for the
protection and conservation of native breeds. The creation of highly productive animals
influenced the reduction of genetic diversity, increase of homozygosity, development of

hereditary diseases and loss of autochthonous breeds.

By using the genomic markers it is possible to estimate the structure of the population
more easily, but also to manage genetic variability and inbreeding more efficiently. They
provide multiple advantages: decrease of generation interval, better selection efficiency,

isolation of genetic diseases and better manipulation of breeding types.

The aim of this thesis was to show methods by which a certain population can be
described on a genomic level, with special emphasis on the application of novel genomic tools

in horse breeding.

Key words: population structure, genetic diversity, genomic estimation, horses
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