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Kratak sadrZaj

Cilj istrazivanja bio je da se primenom genomike i bioinformatickog pristupa
proceni genetska raznolikost i nivo inbridinga u populaciji cigaja ovaca gajenih
u Republici Srbiji. Istrazivanjem je obuhvaceno 26 grla oba pola (26 ovaca i 2
ovna) i oba soja (somborska i cokanska cigaja). Bioloski materijal za izolaciju
DNK uzet je pomocu nazalnog brisa. Nakon izolacije DNK, uradena je
genotipizacija uzoraka pomocu Ilumina platforme OvineSNP50 BeadChip V3.
Posle genotipizacije uradena je standardna kontrola kvaliteta u programsku
paketu PLINK v1.9 $to je rezultiralo da se iz analize iskljuci je 8936 SNP, te je
konacan set podataka obuhvatao genotipske informacije za 47236 SNP markera
kod 26 jedinki. Za procenu nivoa inbridinga u populaciji koriséen je metod
genomskog inbridinga (Fron) koji meri udeo autozomalnog genoma jedinke Za
detekciju ROH ostrva koriséen je paket detectRUNS koji se koristi za skeniranje
genoma za homozigotne ili heterozigotne segmente koristeci metod uzastopnih
SNP-ova. Analizom celokupnog genoma ovaca rase cigaja utvrdeno je
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postojanje cak 2115 ROH ostrva. Najveci broj ROH ostrva ocekivano je utvrden
u klasi duzine 1-2 Mbp (870), dok je najmanji broj utvrden u klasi vecoj od 16
Mbp i iznosio je 59. Kada je re¢ o hromozomima najveci broj ROH ostrva
pronaden je na hromozomu 1, cak 289 i njegova pokrivenost ROH ostrvima
iznosila je 13,66%. Nesto nizu pokrivenost, ali dalje jako visoku imali su
hromozomi 2 (241 ROH sa pokrivenoscu od 11,39%) i 3 (228 ROH sa
pokrivenoséu 10,78%). Utvrdena vrednost indiviualnog Fron imala je svoje
vrednosti od 0,012 do c¢ak 0,321. Prosecna vrednost Froy iznosila je 0,14.
Utvrdena bvrednost Frop UKazuje na umereno visok nivo genomskog inbridinga,
Sto nosi ozbiljne implikacije za ocuvanje genetske raznolikosti, zdravija i
odrzivost ove populacije.

Kljuéne reci: genetska raznolikost, genomika, Fron, SNP, cigaja

UuvoD

Ovcarska proizvodnja se svrstava u najznaCajnije segmente stoCarske
proizvodnje ne samo u Evropi, nego i u ¢itavom svetu. Ovce spadaju medu vrste
koje su prve domestikovane. Prema istrazivanju Zeder-a (2008) ovce su
domestikovane pre oko 10500 godina u delu jugositocne Anadolije. Dalje se
ovce, kao domestikovana vrsta, Sire preko Balkana i dunavskim basenom i
mediteranskom obalom u ostale delove Evrope. Ovce kao vrstu karakterise
odli¢na prilagodljivost prema razli¢itim agroekoloskim uslovima gajenja te se
gaje od tropskih do subpolarnih oblasti naSe planete. Zbog svega toga danas u
svetu je identifikovano preko 1300 rasa ovaca, od ¢ega najveci deo Cine lokalne
rase prilagodene vrlo specifi¢nim uslovima gajenja (Ganbold i sar., 2019).
Savremena intenzivna poljoprivreda dovodi do specijalizacije proizvodnje, §to u
stocarskoj proizvodnji znaci gajenje visokoproduktivnih grla dobijenih strogom
i planskom selekcijom u tacno definisanim tehnoloskim uslovima. Najveci broj
lokalnih rasa ne moze da parira tako selekcionisanim genotipovima i biva
potisnut. Posledi¢no smanjenje broja grla dovodi do smanjenja efektivne
veli¢ine populacije. Takav selekcijski pritisak pracen smanjenjem broja aktivno
kori§¢enih rasa bi mogao u buducnosti dovesti do “erozije gena” i nepovratnog
gubitka raznolikosti lokalnih autohtonih populacija zivotinja, koje u sebi nose
jedinstvene alele, koji su odgovorni za specificne morfoloske i fizioloske
karakteristike, koje su ih razlikovale od kosmopolitskih rasa visokih
proizvodnih performansi u razli¢itim pravcima (npr. prilagodavanje u surovim
uslovima zivotne sredine).

Raznolikost Zivotinjskih geneti¢kih resursa (AnGR) ima ogroman uticaj na
funkcionalnost i odrzivost sistema proizvodnje hrane i znacajno doprinosi
zdravlju, ishrani i sigurnosti populacije kroz Sirok dijapazon proizvoda
zivotinjskog porekla. Na nacionalnom, kao i na medunarodnom nivou, ulazu se
znacajni napori kako bi se sacuvali svi izvori hrane za ljude i poljoprivredu, a u
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slucaju lokalnih resursa ne samo zato $to su jedinstveni, ve¢ Cak i viSe, jer su
deo regionalnog bogatstva i integriSuci faktor kulturnog nasleda nacija.
Republika Srbija raspolaze velikim brojem autohtonih rasa i sojeva domacih
zivotinja. Prema Listi autohtonih rasa domacih Zivotinja i ugrozenih autohtonih
rasa (Sluzbeni Glasnik Republike Srbije 104/2021-28) u naSoj zemlji se 83
autohtone rase domacih Zivotinja, od ¢ega najveci broj Cine rase golubova, ¢ak
50. Kada je re¢ o autohtonim rasama ovaca u Republici Srbiji se gaje dve rase:
pramenka sa osam sojeva i cigaja sa dva soja. Cigaja rasa ovaca se dominantno
gaji u ravni¢arskom delu nase zemlje (AP Vojvodina), $to je dominantno i
uticalo na njene proizvodne i morfoloske karakteristike. Smatra se da poreklo
vodi iz Male Azije i da je u Vojvodinu dosla iz Rumunije u 18. veku (Grittner i
sar., 2021) Spada u grupu krupnijih rasa ovaca, jake konstitucije i sa trojnim
smerom proizvodnje: mleko, meso i vuna. Prema rezultatima dosadasnjih
istrazivanjima ne spada u grupu ugrozenih genotipova u nasoj zemlji.

Razvoj molekularne gentike u poslednjim decenijama XX i prvim decenijama
XXI veka omogucio je uvid u naslednu osnovu i omogucio mapiranje genoma i
bolje razumevanje procesa naslednosti i promenljivosti. Klju¢ni momenat za
uspesnu primenu genomike u ovcarstvu jeste 2012. godina kada je genom ovce
u potpunosti sekvenciran i publikovan od strane ISGC (Medunarodnog
konzorcijuma za genomiku ovaca) (Michailidou i sar., 2018). Trenutno su
genomski alati postali vazan deo strategija o¢uvanja lokalnih autohtonih AnGR,
jer omogucavaju identifikovanje populacija ili odredenih zivotinja sa
jedinstvenim osobinama, koje se tada mogu sve viSe zaStititi. Pored toga
primena genomike i bioinformatike nam omogucava precizniji uvid kljucne
apsekte za o¢uvanje autohtonih rasa domacih Zivotinja, poput nivoa inbridinga i
efektivne veli¢ine populacije.

Cilj ovog istrazivanja jeste primena genomike i bionformatickog pristupa u
proceni genetske raznolikosti populacije ovaca rase cigaja kako bi se stekla
realnija slika o statusu i ugrozenosti ove rase u nasoj zemlji.

MATERIJAL | METODE

Istrazivanjem je obuhvaceno 26 grla oba pola (26 ovaca i 2 ovna) i oba soja
(somborska i ¢okanska cigaja). Uzorci su uzeti iz dva stada u Banatu. Grla su
birana slucajnim metodom. Bioloski materijal za izolaciju DNK uzet je pomocu
nazalnog brisa. Nakon izolacije DNK, uradena je genotipizacija uzoraka
pomocu Ilumina platforme OvineSNP50 BeadChip V3 (Illumina Inc, San
Diego, California), koja je determinisala 56175 SNP sa prosecnim rastojanjem
od 46 kb izmedu SNP.

Nakon genotipizacije uradena je standardna kontrola kvaliteta u programsku
paketu PLINK v1.9 (Purcell i sar. 2007). Kontrola kvaliteta genetskih podataka
obuhvatila je filtriranje jedinki i SNP markera sa uspesno$¢u pozivanja vecom
od 90%, kao i SNP markera sa frekvencijom minornog alela ve¢om od 1%.
Nakon ovog postupka iz analize je isklju¢eno je 8936 SNP. Kona¢na baza
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podataka obuhvatala je genotipske informacije za 47236 SNP markera kod 26
jedinki.

Za procenu nivoa inbridinga u populaciji koris¢en je metod genomskog
inbridinga (Fron) koji meri udeo autozomalnog genoma jedinke koji se nalazi
unutar homozigotnih segmenata (ROH — Runs of Homozygosity). Ti segmenti
predstavljaju regije u genomu gde su oba hromozoma ili njihovi segmenti
nasledeni identi¢no, odnosno od zajedni¢kog pretka. Za detekciju ROH ostrva
koris¢en je paket detectRUNS koji se koristi za skeniranje genoma za
homozigotne ili heterozigotne segmente koriste¢i metod uzastopnih SNP-ova
(Marras i sar., 2015). Parametri koji su kori§¢eni u analizi su minimalna duZina
odsecka 1mbp, veli¢ina kontrolnog prozora 15 SNP i broj nedostaju¢ih SNP bio
je 0. Duzina ROH strva je posmatrana u 5 klasa: 1-2 Mbp (vrlo udaljeni
inbriding preko 20 generacija do zajednic¢kog pretka), 2-4 Mbp (udaljeni
inbriding 10-20 generacija do zajednickog pretka), 4-8 Mbp (srednje blizak
inbriding 5-10 generacija do zajednic¢kog pretka), 8-16 Mbp (blizak inbriding 3-
5 generacija do zajednickog pretka) i odsecci veéi od 16Mbp (vrlo blizak
inbriding 1-3 generacije do zajedni¢kog pretka).

Individualni genomski inbriding izracunat je uz pomo¢ obrasca:
LI, dutina ROH
Ukupna duzina genoma (Mbp)
dok se genomski inbriding na nivou populacije ratuna kao prose¢na vrednost
Frow za sve individue u populaciji.

FRGH -

REZULTATI | DISKUSIJA

Analizom celokupnog genoma 26 individua rase cigaja gajenih u Republici
Srbiji utvrdeno je postojanje ¢ak 2115 ROH ostrva. Taj broj je znatno veéi u
odnosu na broj ROH ostrva utvrdenih u populaciji vlasko-vitorogog soja
pramenke u gajenog u Republici Srbiji koji su utvrdili Gligovi¢ i sar. (2023).
Najve¢i broj ROH ostrva je utvrden ocekivano u klasi duzine 1-2 Mbp (870)
dok je najmanji broj utvrden bio u klasi vecoj od 16 Mbp i iznosio je 59. Kada
je re¢ o hromozomima najveéi broj ROH ostva pronaden je na hromozomu 1,
cak 289 i njegova pokrivenost ROH ostrvima iznosila je 13,66%. NeSto nizu
pokrivenost, ali i dalje jako visoku imali su hromozomi 2 (241 ROH sa
pokrivenoséu od 11,39%) i 3 (228 ROH sa pokrivenoscu 10,78%). Ovako
visoka homozigotnost na ova tri hromozoma moze biti posledica selekcije
sprovedne od strane odgajivaca ili prilagodavanja specificnim agroekoloskim
uslovima, te u narednim istraZivanjima treba im posvetiti posebnu paznju.
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Prosetna duzina ROH ostrva kao i udeo u ukupnom ROH utvrdeni u

istrazivanju prema klasama prikazani su u tabeli 1:

Klasa ROH Prosec¢na duzina (Mbp) | Prosecan udeo (%)
1-2 Mbp 1.423 41

2-4 Mbp 2.813 32

4-8 Mbp 5.602 16

8-16 Mbp 10.945 8

>16Mbp 22.681 3

Utvrdena vrednost indiviualnog Froy imala je svoje vrednosti od 0,012 do ¢ak
0,321. Prose¢na vrednost Fron iznosila je 0,14. Znatno nize vrednosti u svom
istrazivanju utvrdili su Gligovi¢ i sar. (2023) u populaciji vlasko-vitoroge
pramenke u Srbiji, kao i Drzaji¢ 1 sar. (2022) u populacijama autohtonih rasa
ovaca gajenih u Republici Hrvatskoj. Ovako visoka vrednost Fron utvrdene u
populaciji cigaja rase ovaca gajenih u Republici Srbiji ukazuje na umereno
visok nivo genomskog inbridinga, §to nosi ozbiljne implikacije za ocuvanje
genetske raznolikosti, zdravlja i odrzivost ove populacije. Ovako visok nivo
inbridinga moZe dovesti do smanjenja plodnosti i prezivljavanja, povecanja
ucestalosti recesivnih genetskih anomalija, kao i1 smanjenja adaptivnog
potencijala populacije na promene okruZenja i bolesti. Odnosno utvrdeni nivo
genomskog inbridinga ukazuje na ugrozenost osobina zdravlja, otpornosti, kao i
reproduktivnih osobina od inbriding depresije. Povetan Fron je indikator da
genetski drift ima izraZen uticaj §to za posledicu moze imati dodatno i naglo
smanjenje genetske raznolikosti. Takode u ovoj populaciji moze relativno lako
do¢i do fiksacije nepozeljnih alela, te do slucajnih, nepovratnih promena u
genetskoj strukturi.

ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na izraZzen nivo homozigotnosti u genomu
cigaja ovaca gajenih u Republici Srbiji, sa identifikovanih ukupno 2115 ROH
ostrva kod analiziranih individua. Utvrdena prosecna vrednost genomskog
inbriding koeficijenta (FROH = 0,14) ukazuje na umereno visok nivo
inbridinga, §to je znatno viSe u poredenju sa drugim domaéim populacijama
ovaca, uklju¢uju¢i vlaSko-vitorogu pramenku. Ovaj nivo inbridinga ima
potencijalno negativne posledice po zdravlje, otpornost i reproduktivne osobine
populacije, i predstavlja znak genetske ugrozenosti. U cilju oCuvanja genetskog
integriteta 1 dugoro¢ne odrzivosti cigaja rase ovaca u nasoj zemlji, neophodno je
sprovodenje mera konzervacione genetike, ukljucujuc¢i kontrolu parenja,
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prosirenje efektivne veli¢ine populacije i koris¢enje genomskih informacija u
odgajivackim programima. Pored ove rase, paznju treba posvetiti i drugim
autohtonim vrstama i rasama domacih Zivotinja kako bi stekli bolju sliku o
njihovoj ugroZenosti i na vreme mogli da zastitimo ovako vazno nacionalno
blago.
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