SRPSKO VETERINARSKO DRUSTVO

SAVETOVANJE
VETERINARA
S RBIJE

ZBORNIK RADOVAI
KRATKIH SADRZAJA

www.svd.rs

=== SRPSKO VETERINARSKO

08 - 11. septembra 2022. god.

Zlatibor



SRPSKO VETERINARSKO DRUSTVO
SERBIAN VETERINARY ASSOCIATION

1890

" CPIICKO BETGPHHAPCKO APYLLTRO

ZBORNIK RADOVA I
KRATKIH SADRZAJA

33. SAVETOVANJE VETERINARA SRBIJE
33" CONFERENCE OF SERBIAN VETERINARIANS

Hotel Palisad - Zlatibor, 8-11. septembar 2022.
Hotel Palisad - Zlatibor, September 8-11. 2022.



33. SAVETOVANJE VETERINARA SRBIJE
Zlatibor, 08-11. septembar, 2022.

Organizator / Organizer:
SRPSKO VETERINARSKO DRUSTVO

Suorganizatori / Co-organizer:
Fakultet veterinarske medicine — Univerzitet u Beogradu
Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu, Departman za veterinarsku medicinu

Pokrovitelji / Patrons:
Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede, Uprava za veterinu
Veterinarska komora Srbije

Predsednik SVD-a / President of SVA: Prof. dr Milorad Mirilovi¢, dekan FVM

Organizacioni odbor / Organizational board:
Predsednik / President: Milorad Mirilovi¢
Potpredsednici / Vice-presidents: Stamen Radulovi¢ i Miodrag Rajkovi¢
Sekretar / Secretary: Jasna Stevanovi¢
Tehnicki sekretar / Technical secretary: Katarina Vulovi¢, Maja Gabri¢

Programski odbor / Programme committee:
Vladimir Dimitrijevi¢ (predsednik), Danijela Kirovski, Sonja Radojici¢, Vanja Krsti¢, Bojan Toholj,
Slobodanka Vakanjac, Tama$ Petrovi¢, lvan Vujanac, Stamen Radulovi¢, Milutin Dordevic,
Vesna Pordevi¢, Ivan Stanci¢, Drago Nedic¢

Pocasni odbor / Honorary committee:
Branislav Nedimovi¢, Emina Milakara, Nedeljko Tica, Jakov NiSavi¢, Dragana OkljeSa, MiSo Kolarevi¢,
Sasa Boskovi¢, Nenad Budimovi¢, Velibor Kesi¢, Ranko Savi¢

Sekretarijat / Secretariat:
Slobodan Stanojevi¢, Sava Lazi¢, Ivan Milo$, Miodrag Boskovi¢, Katarina Nenadovi¢, Milutin Simovi¢,
Zoran Rasic¢, Milan Dordevi¢, Predrag Maslovaric, Zoran Jevtic, Zoran Knezevic, Vojislav Arsenijevic,
Ljubinko Steri¢, Dragutin Smoljanovi¢, Bojan Blond, Dobrila Jakic-Dimi¢, Milo§ Petrovi¢, Zorana
Kovacevi¢, Milica Lazi¢, Laslo Matkovi¢, Darko Bosnjak, Petar Milovi¢, Rade DoSenovi¢, Nikola
Milutinovi¢, Mirjana Ludo$ki, Gordana Zugi¢, Zeljko Sladojevié, Miodrag Milkovié

Izdavaé:
Srpsko veterinarsko drustvo, Beograd

Za izdavaca:
Prof. dr Milorad Mirilovi€, predsednik SVD

Urednici:
Prof. dr Vladimir Dimitrijevi¢ i prof. dr Miodrag Lazarevi¢

Strucna lektura i korektura: Prof. dr Miodrag Lazarevi¢
Dizajn i tehnicka izrada korica i kolora: Branislav Vejnovi¢
Tehnicka obrada: Gordana Lazarevi¢
Stampa: Nau¢na KMD, Beograd, 2022

Tiraz: 500 primeraka

ISBN 978-86-83115-47-1



Referat po pozivu

IDENTIFIKACIJA POTPISA SELEKCIJE PROIZVODNIH I REPRODUKTIVNIH
OSOBINA I STEPENA GENOMSKOG INBRIDINGA U POPULACIJI SRPSKIH
HOLSTAJN-FRIZIJSKIH KRAVA

Marko Ristanié!, Minja Zorc?, Uros Glavinié’, Jovan Blagojevié’,
Milan Maletié’, Peter Dové?, Zoran Stanimirovié!

Kratak sadrzaj

Kontrola inbridinga u populacijama farmskih Zivotinja je veoma znacajna, zbog
toga Sto poveéana stopa srodstva medu Zivotinjama dovodi do brzog gubitka genet-
ske varijabilnosti i do Stetnih fenotipskih efekata povezanih sa inbriding depresijom.
Identifikovanje nedavnih potpisa pozitivne selekcije kod domacih Zivotinja moZe pru-
Ziti informacije o genomskim regionima koji su pod uticajem vestacke i prirodne selek-
cije i na taj nacin pomoci u identifikaciji korisnih mutacija i osnovnih bioloskih puteva
za ekonomski vazne osobine. U nasem istraZivanju, upotrebom SNP cipa Axiom Bovi-
ne BovMDv3 sa 63 648 predefinisanh lokusa od interesa u genomu Bos taurus, sproveli
smo identifikaciju ROH segmenata, procenjivanje stepena genomskog inbridinga (F,,,),
kao i identifikaciju ROH ostrva za otkrivanje regija koja su pod pritiskom selekcije u po-
pulaciji od 334 HolStajn-frizijskih (HF) krava. Vecéina otkrivenih ROH je bila u kategori-
ji duZine od 1 do 2 Mbp. Ukupna duZina svih segmenata ROH po Zivotinji iznosi 197,92
Mbp, pri ¢emu je kod Zivotinje sa najve¢om ukupnom duZinom ROH (433,37 Mbp), 17
procenata autozoma prekriveno ROH. Vrednost genomskog inbridinga (F ) kod te Zi-
votinje iznosi 0,173, a kod najmanje inbridirane Zivotinje 0,005. Genomski inbriding u
istraZivanoj populaciji u proseku iznosi 0,079. ROH ostrva smo identifikovali na hro-
mozomima 1, 7, 10, 16, 22 i 26. Na hromozomu BTA1 uocena je najveca stopa ROH (45
procenata Zivotinja) i to na markerima AX-106742409 (rs41578805), AX-106740136
(rs109562914), AX-106719581 (rs41603780), AX-185115133 (rs523828967) i AX-
124379394 (rs110792335). Nasi rezultati ukazaju na postojanje ROH ostrva na BTA1
veli¢ine 2 Mbp (od 83 do 85 Mbp). Kod 45 procenata Zivotinja iz ispitivane populacije
javljaju se potpisi selekcije u vidu gena: PARL, YEATS2, KLHL24. Rezultati analize ROH
segmenata ukazuju na nizak nivo nedavnog i ukupnog genomskog inbridinga u ispiti-
vanoj populaciji HF goveda. Utvrdena je povezanost izmedu detektovanih ROH ostrva i
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proizvodnih i reproduktivnih karakteristika mlecnih grla, ali i regija u genomu pod pri-
tiskom selekcije na druge ekonomski vazne osobine goveda.

Kljucne reci: F,,,, HolStajn-frizijska goveda, potpis selekcije, ROH, ROH ostrva,
SNP ¢ip

UvoD

Identifikacija molekularnih markera koji imaju ekonomski znacaj kao i pri-
mena selekcije pomoc¢u markera (Marker Assisted Selection - MAS) omogucena je,
u poslednjih 30 godina, razvojem molekularne genetike. Prema tome, MAS je po-
boljsao efikasnost odgajivackih programa kroz prac¢enje malog broja genetskih
markera koji se koriste u geneti¢kim istrazivanjima, Sto je omogucilo efikasniju
selekciju (Zimin et al. 2009). MAS je postao znacajan alat u selekciji pozeljnih
osobina kod domacih zivotinja. Medutim, njegova primena i upotreba je prvobit-
no bila ograni¢ena na mali broj markera i stoga nije pruzila o¢ekivana poboljsa-
nja odgajivackih programa (Dekkers et al. 2004). Prvobitni pristup za otkrivanje
genetskih varijacija za ekonomski vazne osobine na nivou celog genoma bio je
mapiranje lokusa kvantitativnih osobina (Quantitative Trait Loc-QTL). Do danas
je otkriveno i objavljeno vise hiljada QTL za veliki broj osobina (http://www.ani-
malgenome.org/QTLdb/). Medutim, ve¢ina ovih prijavljenih lokusa otkrivena je
pomocu mikrosatelitskih markera niske rezolucije (Schreiweis et al. 2005; Soller
et al. 2006). Upravo iz tog razloga je, na osnovu informacija dobijenih analizama
mikrosatelita, teSko otkriti gene za osobine od interesa. Razvojem istrazivanja u
ovoj oblasti osmisljena je nova tehnologija genotipizacije markera visoke gustine,
kako bi se simultano koristile informacije iz velikog broja molekularnih markera.
Genom domaceg goveceta (Bos taurus) je u potpunosti mapiran 2009. godine, pa
je tako ova vrsta postala jedna od prvih farmskih zivotinja sa mapiranim geno-
mom ukupne duzine od priblizno 2,8 milijardi bp (Zimin et al. 2009). Ovo oktrice
molekularne genetike je omogucilo drugaciji, moderniji pristup genotipizaciji -
SNP ¢ip analizu. SNP su okupirali paznju istrazivaca poslednjih godina, tako Sto
su postali sve popularnije sredstvo u izucavanju genoma farmskih zivotinja, a
narocito goveda (Ristanic et al. 2020). Poznate kompanije Affymetrix, [llumina
i Neogen/GeneSeek su razvile vise SNP ¢ip panela namenjenih analizama kod
goveda, ukljucujuc¢i SNP panele niske gustine (3K, 7K, 15K, 25K), srednje gustine
(50K SNP) i SNP panele visoke gustine (150K, 250K, 650K, 800K). Raspolozivost
velikog broja poznatih SNP i SNP ¢ip analiza, omogucdila je geneticka istrazivanja,
kao Sto su: mapiranje genetskih bolesti, GWAS i genomska selekcija (Murgiano et
al. 2014; Tiezzi et al. 2015; Brown et al. 2016; Boison et al. 2017). Vazan faktor
u odrzivosti selektiranih populacija mle¢nih goveda predstavlja kontrola stope
inbridinga i odrZavanje genetskog diverziteta. Za procenu stepena inbridinga, u
ranijem periodu su kori$¢eni koeficijenti inbridinga na osnovu analize pedigrea
(Luo, 1992). Pojavom savremenih metoda genotipizacije, doslo je do porasta in-
teresovanja za koriS¢enje genomskih informacija u cilju preciznije procene koe-
ficijenata inbridinga (VanRaden, 2008). Istrazivanja drugih autora ukazuju na to
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da karakterizacija inbridinga na osnovu dugackih nizova homozigotnih genoti-
pova (Runs of Homozigosity-ROH) predstavlja precizniju metodu merenja indi-
vidualne autozigotnosti u odnosu na procenu inbridinga zasnovanu na pedigreu
(Purfield et al. 2012; Ferencakovic¢ et al. 2013a; Ferencakovic¢ et al. 2013b, Ri-
stanic et al. 2022). Naime, ROH osigurava bolju procenu autozigotnosti na nivou
genoma i omogucava detekciju specifi¢nih regiona gena nasledenih od predaka
(Gene Identity By Descent - IBD). Analize ROH regiona mogu se Koristiti prilikom
pravljenja odgajivackih planova u cilju smanjenja nepovoljnih efekata inbridin-
ga. U nekoliko studija je ispitivana povezanost ROH sa nepovoljnim varijantama
gena kod farmskih Zivotinja (Zhang et al. 2015a; Zhang et al. 2015b). Potpisi pri-
rodne i veStacke selekcije ,utisnuti“ na genomu, mogu se pratiti unazad i ucini-
2013; Gouveia et al. 2014). Najveci znacaj u razumevanju bioloskih mehanizama
koji leZe u osnovi fenotipskih razlika uocenih izmedu razlicitih vrsta farmskih
Zivotinja, a koje imaju razli¢itu namenu i koji su pod uticajem razlicitih uslova
zZivotne sredine da je utvrdivanje gena i genomskih regiona koji su pod uticajem
selekcije (Rothammer et al. 2013).

Cilj ovog istrazivanja je bio analiza povezanosti pojedinih SNP sa stepenom
inbridinga i potpisima selekcije koji se odnose na ispoljavanje proizvodnih i re-
produktivnih osobina kod srpskih HolStajn-frizijskih goveda.

MATERIJAL I METODE
Uzorci i genotipizacija

Nakon ekstrakcije DNK od 334 krave HF rase, u saradnji sa IAEA i njiho-
vom Laboratorijom za zaStitu zdravlja Zivotinja i produkciju (Animal Production
and Health Laboratory, International Atomic Energy Agency - IAEA, Seibersdorf,
Vienna, Austria), na istim uzorcima je izvrSena genotipizacija Zivotinja pomoc¢u
SNP ¢ipa Axiom Bovine BovMDv3 (ThermoFisher Scientific, USA) sa 63 648 pre-
definisanh lokusa od interesa u genomu Bos taurus. Analize su sprovedene pre-
ma ustaljenom protokolu navedene laboratorije.

Provera kvaliteta SNP Cip podataka

Provera kvaliteta SNP Cip podataka je izvrSena pomocu softvera SNP & Va-
riation Suite v 8.9.1 (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT). Uzorci sa stopom uspes-
nosti genotipizacije <0,90 su uklonjeni. Dodatno, markeri su uklonjeni ako je
stopa uspesnosti genotipizacije iznosila <0,95, ako su imali >2 alela ili ako je
frekvencija manje zastupljenog alela (Minor allele frequency- MAF) bila <0,01.
Podaci su zatim filtrirani da bi se uklonili markeri koji su bili u neravnotezi veze
(Linkage disequilibrium- LD) jedan sa drugim, a ostavljaju¢i odredene markere
da predstavljaju grupe koje su medusobno povezane. Ovim postupkom je ostav-
ljeno 29 503 od 63 648 markera kod 307 Zzivotinja. PreciS¢avanje MAF i LD je
preskoceno za analizu ROH segmenata, te je ostalo 52 934 markera kod 307 zi-
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votinja. U set podataka za analizu ROH (52 934 markera) nisu uklju¢eni markeri
sa polnih hromozoma.

Identifikacija ROH segmenata

Segmenti ROH su identifikovali koriS¢enjem SNP & Variation Suite v8.9.1
(Golden Helix, Inc., Bozeman, MT) softvera. ROH je definisan kao 25 ili viSe uza-
stopnih homozigotnih markera na segmentu minimalne duzine 1 000 kilo baznih
parova (Kbp). Heterozigotni markeri nisu bili dozvoljeni i nije bilo vise od pet
neocitanih SNP. Algoritam softvera, kroz svaki hromozom za svaki moguc¢i se-
gment, preispituje ispunjavanje uslova, postavljenih pri definiciji ROH. Svaki ROH
je zatim klasifikovan na osnovu njegove fizicke duzine.

Genomski koeficijenti inbridinga (F )

Genomski koeficijent inbridinga F_, (McQuillan et al. 2008) je za svaku Zi-
votinju izracunavan kao proporcija autozoma u ROH, prema formuli:

2L

ROH

ROH —
Autosom

gde je L., suma duZina svih segmeneta ROH pojedine Zivotinje,a L duZina
autozomalnog genoma (L, Bos taurus postavljen jena 2 512 082 506 bp). Sve
genomske koordinate u analizi SNP ¢ip podataka odnose se na verziju referentne
sekvence kompletnog genoma Bos taurus UMD3.1.1. (genom Bos taurus https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000003055.6/).

F ., j€ izracunat ukljucujuci sve klase ROH segmenata (1 do 2 Mbp, 2 do 4 Mbp, 4
do 8 Mbp, 8 do 16 Mbp, i >16 Mbp). Dodavanjem ROH segmenta pojedinih klasa,

izracunali smoiF F F F iF

ROH1-2 Mb’ © ROH2-4 Mb” © ROH4-8 Mb’ © ROH8-16 Mb ROH > 16 Mb"

Detekcija ROHostrva

Procenjena je ucestalost SNP lokusa u ROH (%) i zatim je ucrtana u odnosu
na polozaj SNP duZ autozoma pomocu dijagrama Manhattan plot koriS¢enjem bi-
blioteke Manhattan za statisticki softver R (R Core Team, 2013). Minimalni prag
za detekciju ROH ostrva (ROHisland) je postavljen na 30 procenata, $to znaci da
ROH mora biti prisutan u najmanje 30 procenata populacije da bi lokus bio uklju-
¢en u ROH ostrvo.

REZULTATI
ROH

Nakon preciS¢avanja SNP ¢ip podataka, iskoriS¢ena su 52 934 markera za
identifikaciju ROH segmenata u genomima HF krava. Identifikovano je ukupno
18 549 ROH sa 60,42 ROH po Zivotinji u rasponu od 8 do 95. ROH je klasifikovan
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u pet razlicitih kategorija na osnovu njihove duzine: 1 do 2 Mbp, 2 do 4 Mbp, 4
do 8 Mbp, 8 do 16 i >16 Mbp. Deskriptivna statistika svake duzinske kategorije
prikazana je u tabeli 1. Ve¢ina otkrivenih ROH je bila u kategoriji duzine od 1
do 2 Mbp (tabela 1). Najduzih ROH (>16 Mbp) je bilo najmanje, pri cemu kod
45 procenata zivotinja (n=139) nije uocen ROH u ovoj kategoriji. Prose¢na duzi-
na identifikovanih ROH je 3,28 Mbp. Najduzi identifikovani ROH je bio dugacak
65,31 Mbp i nalazi se na hromozomu BTA7. Ukupna duzina svih segmenata ROH
po Zivotinji iznosi 197,92 Mbp, pri ¢emu je kod Zivotinje sa najve¢om ukupnom
duzinom ROH (433,37 Mbp), 17 procenata autozoma prekriveno ROH. Vred-
nost genomskog inbridinga (F,,,) kod te Zivotinje iznosi 0,173, a kod najmanje
inbridirane Zivotinje 0,005. Genomski inbriding u istrazivanoj populaciji u
proseku iznosi 0,079. Za svaku duzinsku kategoriju, koeficijent inbridinga je
izracunat kao proporcija autozoma svake jedinke koji je bio pokriven sa ROH iz
te klase (npr. F ) (slika 1).

ROH>16.

Tabela 1. DuZina ROH, broj ROH i genomski inbriding (F
kategorijama duzina ROH po Zzivotinji

ron) U Tazlicitim

Kategorija duZine ROH

Parametar |1-2 Mbp |2 -4 Mbp |4 -8Mbp (8-16 Mbp | >16 Mbp
Srednja 43848 | 48119 48145| 44038| 39,332
vrednost
Standardna

Ukupna Jevinci 9,979| 15504| 20,138 25,655 | 24,867

Ve eviaclja

duzina ROH

po Zivotinji | Medijana 43,817 | 48,553| 47,651 39,144 | 28,769
Minimum 7,416 2,927 4,244 8,013 | 16,282
Maksimum 66,538 | 93,096| 119,858 | 144,577 | 141,065
Srednja 30,140 | 17,505| 8,679 3992| 1,726
vrednost
Standardna

Broj ROH deviacija 6,723 5,488 3,550 2,286 0,933

PO ZIVOUML |6 dijana 30,000 | 18,000 8,000 4,000 1,000
Minimum 6,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Maksimum 45,000 35,000| 21,000 12,000 5,000
Srednja 0,017| 0,019 0,019 0,018 0,016
vrednost

Genomski 3“”?‘13.?‘1“3 0,004| 0006| 0,008 0,010 0,010

. . eviaclja

inbriding

Frop Medijana 0,017 0,019 0,019 0,016 0,011
Minimum 0,003 0,001 0,002 0,003 0,006
Maksimum 0,026 0,037 0,048 0,058 0,056
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>16Mbp _O..—.—._

8do 16 Mbp —€_I_I_
408 Mbp —0_—
2do 4 Mbp —#—
1do 2 Mbp ~—0

0,00 0,02 0,04 0,06
F ROH

Klasa ROH segmenata

Slika 1. Distribucija genomskog inbridinga (F,,,) dobijena iz razlicitih
kategorija duZine ROH

Potpis selekcije

Da bi se ispitao efekat selekcije u populaciji HF krava, istrazena je pojava
segmenata ROH u genomima ispitivanih jedinki. Incidencija ROH nije bila unifor-
mna kroz hromozome (slika 2). ROH ostrva su identifikovana na hromozomima
1, 7,10, 16, 22 i 26. Na hromozomu 1 uocena je najveéa stopa ROH (45 proce-
nata zivotinja) i to na markerima AX-106742409 (rs41578805), AX-106740136
(rs109562914), AX-106719581 (rs41603780), AX-185115133 (rs523828967) i
AX-124379394 (rs110792335) (slika 2). Potpisi selekcije znacajni za proizvodne

Slika 2. Manhattan plot distribucije ROH ostrva na hromozomima 1, 7, 10, 16, 22 i 26.
X-osa predstavlja distribuciju ROH kroz genom; Y-osa prikazuje frekvencu preklapa-
jucih ROH koji su zajednicki u ispitivanim uzorcima.
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i reproduktivne karakteristike nalaze na hromozomima 10, 16, 221 26 i to u vidu
gena DHRS7,SIX6,NMNAT1, MTHFR,ENO1, BHLHE40, SUMF1, MIR146B i CNNM2
(tabela 2).

Tabela 2. Detektovani potpisi selekcije

Genom- | Zivotinje
Hr. loliggiia ugl(;t}:ilr Geni Prethodno objavljeni rezultati
u Mbp %
MAGEF1, . . s
MIR2284Y-3 Identifikovan potpis selekcije na genom-
EPHB3, skoj regiji 1:82 820 000-84 650 000 u
LOC524771 ’THPO u lokalnoj populaciji goveda iz severne
PoLR2H cLcNz2. | Afrike (Ben-Jemaa et al. 2020)
1 83-84 44.95 FAM131A, PSMD2,
i(‘;ii C;";%gg’j Gen ECE2 povezali su sa osetljivoS¢éu na
ABCE3 APZM1. respiratorne bolesti kod goveda rasa
HTR3é ABCC5’ Sarole, hereford, crveni angus, angus
PARL I’VIAP6D1’ (Neupane et al. 2018).
YEATS2 KLHL24 Serdo et al. (2013) su otkrili asocijaciju
1 84-85 44.95 B3GNT§ LAMP3’ ove regije sa rezidualnim unosom hrane
) Mcccl [’)CUN1D11 (residual feed intake-RFI) kod angus i
’ simentalske rase goveda.
Gen NLRP3 asociran je rezistencijom na
) infekciju Mycobacterium avium ssp. para-
4 42-43 39.74 NLRP3 tuberculosis kod HF goveda (Mallikarju-
nappa etal. 2018)
LYPD8 je ukljucen u bioloske procese
MGC137030 odbrambenih odgovora na gram-neg-
7 43-44 40.72 | LyPps sHappsL |3tivne bakterije i povezan je sa adap-
) JNFeoz | tivnim odgovorima na stimulanse iz oko-
line kao Sto su stres, infekcije i upale kod
goveda (Posci¢ et al. 2017).
L3HYPDH, [KAMP, | Gaddis et al. 2017 povezali su gene
10 | 72-73 31.92 | CCDC175, DHRS7, | DHRS7 i SIX6 sa brojem embriona kod
PPM14, SIX6 HF krava
i MNAT1, TRMTS5, | PRKCH su povezali nagibom leda kod HF
10 ] 73-74 31.92 PRKCH krava (Yan et al. 2020).
DHRS3, VPS13D, | Kod krava rasa Jaroslav, Kolmogor i HF
TNFRSF1B, MIIE | identifikovan je potpis selekcije na istoj
MFNZ, PLOD1,  |regiji (Zinovieva et al. 2020)
KIAA2013,
NPPB, NPPA,
16 | 4243 | 3681 | (. cye vmrr - _ »
MIR12050, AG- MTHFR je ukljucen u sintezu mle¢nih
TRAP DRAXIN, |Proteina (Menzies etal., 2009).

MADZLZ2, FBX06,
FBX044, FBX02
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nastavak Tabele 2.

DISP3, ANGPTL?7,
EX0SC10, SRM, | EXOSC10 asociran je dugovecnos$c¢u kod
16 | 43-44 37.46 MASP2, TARDBEF, | HF krava (Steri et al. 2020).
PEX14
DFFA, CORT
CENPS, PGD,
UBE4B, NMNAT1 asociran je reproduktivhom
16 44-45 36.81 L0C112441838, |efikasnosc¢u krava (Mota et al., 2017,
NMNAT1, CTN- | Khatkar, et al. 2014)
NBIP1, PIK3CD,
TMEM201
SPSB1, MIR34A4,
SLC2A5, CA6, o T Mg
16 | 45-46 | 30.29 |ENO1, MIR2285CK, Gf‘:jENVO,I ’S.ﬁ‘o T e i L
SLC45A1, plodnos¢u bikova (Park et al. )
LOC786597
EDEM1, ARLSB, . . % s
22 | 21-22 30.62 BHLHE40, ITPR1, BHLtHE40 ggoc}llra? ]le ;a(l)%rzza]em mlecnih
MIR2285AM proteina (Singh et al. )
: SUMF1, SETMAR, |Gen SUMF1 povezan je prinosom mleka
Gz || s il LRRN1 kod HF krava (Pedrosa et al. 2021)
CHUK, CWF19L1,
SCD, MIR12016, Gen SCD . i
SEC31B, NDUFBS, | G€1 * lpovezan ]edsq ne;gslcenllm mas-
2 | 2122 | 3713 | miFansirz, |Mmkiselinama srednjegi dugoglanca
SEMA4G, MRPLA3, rr‘l el az%rl)gpu aciji kineski rava (Li
TWNK, LZTs2, |3 ):
SFXN3, TLX1, LBX1
BTRC, POLL,
DPCD, FBXW4,
FGF8, NPM3, OGA,
KCNIP2, HPS6, | Wang et al. 2016 uocili su znacajno pov-
PPRC1, NOLC1, |ecanje nivoa ekspresije MIR146B u tkivu
26 | 22-23 42.02 ELOVL3, PITX3, |inficirane mlecne Zlezde goveda sub-
GBF1, NFKB2, PSD, | klini¢kim, klinickim i eksperimentalnim
FBXL15, CUEDC2, | mastitisom.
MIR146B, MFS-
D134, ACTR1A,
SUFU
TRIMS, ARLS3,
26 | 23-24 34.85 SFXN2, MIR2392, | CNNM2 povezali su prinosom mleka kod
: CYP17A1, AS3MT, | HF krava (Jiang et al., 2019)
CNNM2, NT5C2
DISKUSIJA

Nivo inbridinga u populaciji je znac¢ajan parametar pracenja i upravljanja
genetskim diverzitetom.Visok nivo inbridinga uzrokuje inbriding depresiju u
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srodstvu i treba ga izbegavati kod farmskih Zivotinja (Fernandez et al. 2002). Ne-
gativni efekti na proizvodne i reproduktivne karakteristike mle¢nih krava u vezi
su sa povecanjem inbridinga (Bjelland et al. 2013). Inbriding se najc¢es¢e odredu-
je koriS¢enjem podataka o pedigreu. Medutim, koeficijent inbridinga zasnovan na
pedigreu, poseduje odredena ogranicenja. Inbriding je Siroko prihvacen koncept
za karakterizaciju evolucije, diverziteta i opste strukture populacije, te se moze
proucavati na razli¢itim nivoima, pocevsi od jedinke, stada, pa do nivoa popula-
cije (Howard et al. 2017; Ablondi et al. 2022) ili ¢ak unutar konzorcijuma (npr.
centri za veStacko osemenjavanje ili farme mlec¢nih goveda; Ablondi et al. 2021).
Dolaskom do ovih saznanja omoguceno je bolje upravljanje diverzitetom i gene-
tikom Zivotinja, kontrolisanje depresije inbridinga ali i ocuvanje manjih popula-
cija. Za izraCunavanje genomskog inbridinga u nasSem istrazivanju, koriS¢ene su
genomske informacije dobijene pomocu SNP ¢ipa srednje gustine (63 648 mar-
kera). Sa dobijenim SNP podacima, oCekivane vrednosti inbridinga se zamenjuju
dobijenim merenjima homozigotnosti, za koje se smatra da su precizniji nacin za
procenu inbridinga i da bolje odraZavaju nivo homozigotnosti. Posebno je vazna
kontrola stepena inbridinga u populacijama goveda, zbog toga Sto se za uzgoj
koristi samo mali broj Zivotinja iz cele populacije. U naSem istrazivanju, najmanje
detektovanih ROH je bilo najvece duZine (>16 Mbp, nedavni inbriding) od cega
45 procenata Zivotinja uopste nije imalo ROH_,, ., a Sto je priblizno rezultatima
Doekes et al. (2019), koji u svom istrazivanju kod 26 procenata ispitanih krava
nisu uocili ROH_, . Nasi rezultati su u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima
(McQuillan et al. 2008; Marras et al. 2015; Forutan et al. 2018) u kojima su kratki
ROH_, \, uocavani ces¢e nego dugi ROH. U okviru nasih nalaza srednje vrednosti
broja ROH po Zivotinji, posmatrano kroz razlic¢ite kategorije (1 do 2 Mbp: 30,140;
2 do 4 Mbp: 17,505; 4 do 8 Mbp: 8,679; 8 do 16 Mbp: 3,992; >16 Mbp: 1,726,
pojedinacno), u saglasnosti su sa rezultatima Marras et al. (2015) koji su utvrdili
sledece: 1 do 2 Mbp: 46,5; 2 do 4 Mbp: 17,0; 4 do 8 Mbp: 9,7; 8 do 16 Mbp: 5,9;
>16 Mbp: 3,0. ProseCna vrednost genomskog inbridinga F, , u naSem istraZiva-
nju izracunata je koriS¢enjem SVS Golden Helix softvera i iznosila je 0,079, Sto
je neSto niZe od vrednosti koje su dobili Marras et al. (2015) u populaciji itali-
janskih HF goveda (0,116), dok su Makanjuola et al. (2020) koriste¢i SNP1101
softver i PLINK softver u populaciji kanadskih HF goveda dobili vrednost F
0,136 0,156, pojedinacno. U poredenju sa literaturnim navodima drugih autora,
nasi rezultati sugerisu nizak nivo nedavnog i ukupnog inbridinga u ispitivanoj
populaciji HF goveda.

Odredivanje nedavnih potpisa pozitivnhe selekcije kod domacih Zivotinja
moZe pruZziti informacije o genomskim regionima koji su pod uticajem vestacke i
prirodne selekcije i na taj nac¢in pomo¢i u identifikaciji korisnih mutacija i osnov-
nih bioloskih puteva za ekonomski vazne osobine. Ustanovljeno je viSe razlici-
tih pristupa za otkrivanje potpisa selekcije, dok smo u ovom nasem istraZivanju
koristili ROH kao parametar za njihovo otkrivanje. Najsavremenija metoda za
analizu inbridinga u populacijama Zivotinja su ROH. Stavi$e, ROH su pogodni za
otkrivanje potpisa selekcije preko identifikacije ROH ostrva. ROH ostrva se mogu
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definisati kao genomski regioni sa smanjenim genetskim diverzitetom i posledic-
no tome, visokom homozigotnos¢u oko odabranog lokusa koji bi mogao da sadrzi
ciljane regione pozitivne selekcije, a koji su pod jakim selektivnim pritiskom. U
naSem istrazivanju, ROH ostrva su uo¢ena na hromozomima 1, 7, 10, 16,221 26, a
na hromozomu 1 je detektovana najveca stopa ROH. Ostrva ROH na hromozomu
BTA1 su identifikovana i u drugim populacijama goveda od strane Purfield et al.
(2012), Mastrangelo et al. (2016) i Gurgul et al. (2016). Nasi rezultati ukazaju na
postojanje ROH ostrva na BTA1 velicine 2 Mbp (od 83 do 85 Mbp). Kod 45 pro-
cenata zivotinja, iz ispitivane populacije, javljaju se potpisi selekcije u vidu gena:
PARL, YEATS2, KLHLZ24, a Serdo et al. (2013) su otkrili asocijaciju ove regije sa re-
zidualnim unosom hrane (residual feed intake - RFI) kod angus i simentalske ra-
se goveda. Gaddis et al. (2017) su otkrili povezanost gena DHRS7 i SIX6 sa brojem
embriona kod HF krava. Menzies et al. (2009) su u svom radu opisali asocijaciju
MTHFR sa sintezom mlec¢nih proteina. Khatkar et al. (2014) i Mota et al. (2017)
su utvrdili vezu izmedu NMNAT1 gena i reproduktivne efikasnosti krava, dok su
Park et al. (2012) opisali znacajnu povezanost gena ENO1 sa plodnos¢u bikova.
Pored prethodno navedenih gena, koji se dovode u vezu sa reproduktivnim oso-
binama goveda, a koji su otkriveni i u naSem istrazivanju, pojedini autori opisuju
gene povezane sa proizvodnim i zdravstvenim parametrima. Singh et al. (2022)
su uocili asocijaciju gena BHLHE40 sa sadrZajem proteina mleka, dok su Pedrosa
etal. (2021) otkrili povezanost gena SUMF1 sa prinosom mleka kod krava, a Jiang
et al. (2019) i Wang et al. (2016) su uocili znacajno povecanje nivoa ekspresije
MIR146B u tkivu inficirane mlecne Zlezde goveda sa subklinickim, klinickim i ek-
sperimentalnim mastitisom.

ZAKLJUCCI

Utvrdena je povezanost izmedu detektovanih ROH ostrva produktivnih ka-
rakteristika mle¢nih grla, ali i regija u genomu pod pritiskom selekcije na druge
ekonomski vazne osobine goveda. Rezultati analize ROH segmenata ukazuju na
nizak nivo nedavnog i ukupnog genomskog inbridinga u ispitivanoj populaciji
HF goveda. Nasi nalazi, ali i nalazi drugih autora, navode na zakljuc¢ak da otkri-
veni geni i ROH ostrva mogu biti u vezi i sa drugim proizvodnim, zdravstvenim i
reproduktivnim parametrima goveda, a koji mogu sluziti kao korisni markeri za
savremene programe selekcije u nasoj zemlji, ali i Sire.

Zahvalnica:

Ovo istraZivanje je finansirano od strane Medunarodne agencije za atomsku
energiju (International Atomic Energy Agency — 1AEA) iz projekta 20774, kojim
rukovodi prof. dr Zoran Stanimirovic.

LITERATURA

Spisak referenci (50) se moze dobiti na li¢ni zahtev od autora za korspondenciju.

94



Marko Ristani¢ i sar.: Identifikacija potpisa selekcije proizvodnih i reproduktivnih
osobina i stepena genomskog inbridinga u populaciji srpskih holStajn-frizijskih krava

IDENTIFICATION OF PRODUCTIVE AND REPRODUCTIVE TRAIT
SELECTION SIGNATURES AND LEVEL OF GENOMIC INBREEDING IN
POPULATION OF SERBIAN HOLSTEIN-FRIESAN COWS

Marko Ristanié, Minja Zorc, Uros Glavinié, Jovan Blagojevic,
Milan Maletic, Peter Dovc, Zoran Stanimirovic

Summary

Monitoring inbreeding levels in livestock is very important considering that incre-
asing relatedness between animals leads to rapid loss of genetic variability and nega-
tive phenotypic effects associated with inbreeding depression. Identification of positive
selection signatures in domestic animals can provide information on genomic regions
affected by artificial and natural selection and thus help identify beneficial mutations
and biological pathways for economically important traits. Our study aimed to iden-
tify ROH segments, assess the extent of genomic inbreeding (FROH), and identify ROH
islands as markers of genomic regions under selection pressure in 334 Holstein-Friesian
cows (HF) using the Axiom Bovine BovMDv3 SNP chip with 63 648 predefined loci of in-
terest in the Bos taurus genome. The majority of the ROH detected were in the length ca-
tegory of 1 to 2 Mbp. The total length of all ROH segments per animal was 197.92 Mbp,
whereas in the animal with the largest total ROH length (433,37 Mbp), 17% of autoso-
mes were covered by ROH. The level of genomic inbreeding (FROH) in the mentioned
animal is 0.173 and in the least inbred animal is 0.005. The genomic inbreeding in the
studied population is 0.079 on average, which indicates a low level of recent and total
genomic inbreeding in the studied population of HF cattle. ROH islands were detected
on chromosomes 1, 7, 10, 16, 22 and 26. The highest ROH rate (45% of animals) was ob-
served on chromosome BTA1 on markers AX-106742409 (rs41578805), AX-106740136
(rs109562914), AX-106719581 (rs41603780), AX-185115133 (rs523828967) and AX-
124379394 (rs110792335) harbouring genes: PARL, YEATSZ and KLHL24. The ROH
analysis indicate a low level of recent and total genomic inbreeding in the investigated
HF population. ROH islands in the studied population of HF cows revealed putative ge-
nomic regions under selection pressure on production, reproduction and other econo-
mically important traits.

Key words: FROH, Holstein-Friesian cattle, ROH, ROH islands, selection
signature, SNP array
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