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This study aimed to determine the share of discrepancies in pedigree data, using
microsatellite markers, and assign each individual to one of the three main cattle
breeds in Slovenia (Holstein, Brown, and Simmental). The study population was a
sample of randomly selected heifers in the control of pedigree and production.
Pedigree data of 3,404 randomly selected heifers was collected as a part of the joined
key breeding programme for cattle in Slovenia. Hair samples of heifers and their
mothers were collected, and DNA was isolated from hair follicles. Sire DNA was
isolated from hair and semen samples acquired from the semen collection centres.
Parental verification was performed using of a set of 12 microsatellite markers. The
STRUCTURE program was used to determine the genetic structure of the three main
cattle breeds and the upgraded Simmental breed. The GeneClass program was used to
perform the assignment test. Analysis of factors influencing pedigree errors was
performed using the logistic regression model with the LOGISTIC procedure in the
statistical package SAS/STAT. We found that the proportion of mismatches, which
was largest in Simmental (16.7 %), decreased by a factor of 0.704 over the years.
Compared to the Brown breed, in 2010, Simmental had 6.854x higher chance for
pedigree error, whereas, after 2012, there was no statistically significant difference in
the proportion of pedigree errors among different breeds and crosses. As expected, the
share of discrepancies was higher for paternity than maternity data. There were no
significant differences in pedigree errors between sires used for natural service and
sires used for artificial insemination. Compared to domestic bulls, imported breeding
bulls had 4,391 times less mismatches with their progeny. Additionally, the
STRUCTURE analysis revealed the genetic structure of a sample of 1,474 heifers by
specifying three groups that correspond to Holstein, Simmental, and Brown breeds.
The genetic makeup of the upgraded Simmental population corresponded to the
Simmental breed with a smaller proportion corresponding to the Holstein breed. The
analysis identified the three main breeds of cattle in Slovenia as genetically
differentiated (Fst=0.0756-0.0953). In the assignment test, more than 98.2 % of
purebred heifers were assigned to a breed that is in concordance with the pedigree and
phenotypic data.
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1 UVvOD

Preverjanje in potrjevanje porekla je zelo pomembna naloga rejskega programa pri vseh
pasmah goveda. V osnovi lo¢imo dve ravni preverjanja porekla (Pravilnik ..., 2003).
Osnovno preverjanje in potrjevanje porekla se vrsi pri govedu, ki je v kontroli porekla, in
temelji na pregledu podatkov zootehniske dokumentacije in pregledu zunanjosti. Pri
govedu je dodatno preverjanje porekla z uporabo molekularnogenetskih oznacevalcev
posebej pomembno zaradi ekonomske vrednosti plemenskih Zivali in na¢ina testiranja
zivali, kjer lastnosti bikov ocenjujemo na podlagi velikega Stevila potomk (preizkus
potomcev). Napake v rodovniku vodijo torej do napak pri oceni genetskih parametrov in
posledi¢no do napak pri napovedi plemenskih vrednosti (Banos in sod., 2001; Baron in
sod., 2002; Visscher in sod., 2002). V svoji simulacijski $tudiji sta Israel in Weller (2000)
ocenila, da v populaciji, ki ima 10 % neujemanj v podatkih o poreklu, izgubimo 4,3 %
genetskega napredka pri lastnostih mle¢nosti. Z ve¢jim deleZem napak v poreklu zivali se
poveca tudi pristranost (ang. bias) napovedi, negativna posledica pa je lahko parjenje v
ozjem sorodstvu (Cassell, 1999). Dodatno preverjanje porekla je v Sloveniji obvezno za
Cistopasemske plemenjake in plemenski material (seme, zarodke, jajcne celice), ki nastopa
na trgu in se jih uporablja za oplojevanje krav in telic v skladu s potrjenim rejskim

programom (Perpar in sod., 2015).

Pri preverjanju starSevstva s pomoc¢jo mikrosatelitnih oznaevalcev pri genotipizaciji
upostevamo, da potomec podeduje dva alela, enega po ocetovi in drugega po materini
strani. Ce pri posameznem osebku zdruzeno obravnavamo genotipe na ved lokusih,
dobimo sestavljen genotip, ki predstavlja molekularni opis osebka na izbranih lokusih. S
primerjanjem sestavljenih genotipov osebkov, ki so domnevno sorodstveno povezani,
lahko sorodstvene zveze ovrzemo in posledi¢no lahko sklepamo, da so predlagane
sorodstvene zveze pravilne, pricakovana verjetnost pa se ob uporabi velikega Stevila
oznacevalcev pribliza 100 %. Z uporabo velikega Stevila mikrosatelitov (12 in vec) se zelo
zmanjsa verjetnost, da bi imela dva osebka po naklju¢ju enak sestavljen genotip. Verjetnost
izkljucitve predstavlja verjetnost, da bomo ovrgli napacnega starSa, in jo izraunamo na

podlagi frekvenc oznacevalskih alelov. Verjetnost izkljucitve je torej mera u¢inkovitosti
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preverjanja starSevstva in predstavlja verjetnost, da odkrijemo neskladja (Dodds in sod.,
1996).

Dolocitveni testi (ang. assignment tests) uvrstijo posamezno zival v dolo¢eno populacijo,
pasmo ali vrsto na podlagi genotipov. Za uspesen test je potrebna predhodna populacijska
Studija genetske raznolikosti na zadostnem Stevilu polimorfnih oznacevalcev. Na podlagi
teh informacij lahko s starSevsko analizo in z doloCitvenim testom preverjamo poreklo
zivali ali Zivalskega proizvoda. Taksno sledenje do posamezne Zivali ali dolocitev pasme v
mesanih proizvodih (Shackell in sod., 2001; Dalvit in sod., 2008b) je pomembno predvsem

zaradi povecanega povprasevanja po varni hrani.

1.1  NAMEN NASE RAZISKAVE

Namen naSe raziskave je:

e predstaviti sistem za preverjanje porekla pri govedu, ki temelji na 12
mikrosatelitnih oznacevalcih, ki smo ga vzpostavili na Kmetijskem institutu
Slovenije v letu 2010,

e dolociti delez neujemanj na podlagi naklju¢no izbrane populacije telick v kontroli
porekla in prireje v Sloveniji in opredeliti rezultate glede na leto prejema vzorca in
pasmo,

e ugotoviti vzroke za neujemanja v poreklih in jih podrobneje analizirati glede na
neujemanje s posameznim starSem (oce, mati, oba starSa hkrati), glede na izvor
bika (domac, tuj) in glede na nacin rabe bika (osemenjevanje, pripust),

e oOpredeliti lastnosti izbranith mikrosatelitnih oznacevalcev na populaciji goveda v
Sloveniji in izraCunati verjetnost izklju€itve posameznega starSa in obeh starSev,

e presoditi primernost uporabe rac¢unalniskih programov STRUCTURE (Pritchard in
sod., 2000) in GeneClass2 (Piry in sod., 2004) za dolo¢anje strukture in pasemske

pripadnosti.
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1.2 RAZISKOVALNE HIPOTEZE

A) V populaciji goveda v kontroli porekla in prireje je v Sloveniji skupni delez
neujemanj podatkov o poreklu (o¢e, mati, oba starsa) med 10 % in 15 %.

B) Najvecji odstotek neujeman;j je v podatkih o poreklu telick lisaste pasme, med
telickami rjave in ¢rno-bele pasme ni razlik v skupnem delezu neujeman;.

C) Podatki o ocetu so bili pogosteje napaéni kot podatki o materi.

D) Ocetje v osemenjevanju imajo manj neujemanj porekla s potomkami kot ocetje v
pripustu.

E) Ocenjena struktura populacije naklju¢no izbranih telick, ki izhaja iz analize S
programom STRUCTURE (Pritchard in sod., 2000) na podlagi podatkov izbranega
niza mikrosatelitnih oznacevalcev, sovpada s pasemsko strukturo (K=3).

F) S programom GeneClass2 (Piry in sod., 2004) lahko z najmanj 95 % uspesnostjo
dolo¢imo pasmo Cistopasemskih telick na podlagi podatkov izbranega niza

mikrosatelitnih oznacevalcev.



Opara A. Preverjanje porekla in dolo¢anje genetske pripadnosti osebkov trem ... goveda v Sloveniji. 4
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

2 PREGLED OBJAV

Za razumevanje rezultatov magistrske naloge so v pregledu objav razlozeni uporabljeni
pojmi ter navedene moznosti uporabe mikrosatelitov. Opisan je nacin preverjanja porekla
pri govedu v Sloveniji, sledi pregled objav o delezu neujemanj v poreklih goveda in

genetskih parametrov v razli¢nih populacijah.

21  GENETSKI OZNACEVALCI

Individualnost osebka lahko prikazemo na ravni deoksiribonukleinske kisline (DNA) s
pomocjo razli¢nih molekularnih tehnik, ki nam omogocajo odkrivanje genetskih razlik
med osebki. Genetski oznacevalec (ang. genetic marker) je fenotipski, biokemijski ali
DNA polimorfizem, ki ga uporabljamo za genetski opis osebka ali populacije. Pri preiskavi
DNA (na primer pri iskanju nekega gena) je to navadno krajSe polimorfno zaporedje
nukleotidov (DNA alel), ki se zaradi blizine preiskovane DNA (iskan gen) z njo vezano
deduje in jo s tem »oznacuje«. Polimorfnost pomeni, da so aleli na dolo¢enem lokusu med
seboj razli¢ni in lahko nastopajo v homo- in heterozigotnih kombinacijah. Oznacevalci, ki
zaznavajo genetsko variabilnost na ravni DNA, so Stevilni in posejani po celotnem
genomu. Ker za njihovo detekcijo ne potrebujemo transkripta DNA, lahko z njimi
pregledamo celoten genom, vklju¢no z nekodogenimi regijami (Dov¢, 1998). V nasi
raziskavi smo uporabljali mikrosatelitne molekularnogenetske oznacevalce (mikrosatelite),

ki imajo visoko stopnjo polimorfnosti.

2.1.1 Mikrosateliti

Mikrosateliti so sestavljeni iz tandemskih ponovitev kratkega, dva do pet baznih parov
dolgega nukleotidnega motiva. Razli¢no Stevilo ponovitev teh zaporedij na istem lokusu
povzroca variabilnost med aleli. Za mikrosatelite je znacilna visoka variabilnost v §tevilu
ponovitev osnovnega motiva, ki je posledica pogostih mutacij (102 do 10° mutacij na
lokus na generacijo). Najvecjo stopnjo mutacij imajo dinukleotidni mikrosateliti, sledijo

tri- in tetranukleotidni. Pogoste mutacije so posledica vecjega Stevila napak pri
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podvojevanju, saj polimerazni kompleks zaradi velikega $tevila ponovitev lahko zdrsne pri
podvojevanju DNA (ang. DNA slippage), pri ¢emer nastane zanka, ki obi¢ajno povzroci
podaljSanje dolzine mikrosatelita. Stopnja zdrsa je odvisna od narave ponavljajoCega Se
motiva in od njegove dolzine. S citozinom in gvaninom bogati in krajsi mikrosateliti imajo
manjso stopnjo zdrsov. Stopnja mutacij je alelno specifi¢na, zato nastajajo na razli¢nih
lokusih razli¢ni aleli (Goldstein in Schlétterer, 1999). Na vsaki strani mikrosatelita se
nahajajo bo¢ne regije, to SO neponavljajoca zaporedja DNA, ki nam sluzijo za specifi¢no
prileganje zacetnih oligonukleotidov, da lahko mikrosatelit pomnozimo v veriZni reakciji s
polimerazo (PCR). Mikrosateliti se praviloma pojavljajo v nekodirajo¢ih regijah DNA,
Ceprav je pri cCloveku znanih nekaj genetskih obolenj, ki jih povezujemo z
mikrosatelitskimi regijami v kodirajo¢ih regijah DNA. V populaciji lahko na enem samem
lokusu obstaja veliko alelov, pri ¢emer ima vsak alel svojo dolzino (glede na Stevilo
ponovitev osnovnega motiva). Osebek, ki je homozigoten za lokus, ima na obeh
kromosomih enako Stevilo ponovitev, medtem ko ima heterozigotni osebek razli¢no stevilo
ponovitev osnovnega motiva. Standardizacija pogojev PCR, nizka cena sinteze zacetnih
oligonukleotidov in avtomatizacija od¢itavanja rezultatov so v preteklosti omogocili Siroko

uporabo tega tipa oznaCevalcev v genetskih Studijah (Griffiths in sod., 2004).

Uporaba DNA oznacevalcev, sprva predvsem mikrosatelitov, za preverjanje starSevstva je
v svetu uveljavljena metoda, ki je hitra in enostavna ter zahteva relativno majhno Stevilo
oznacevalcev za visoko raven zanesljivosti. Mednarodna organizacija ICAR (ang.
International Committee for Animal Recording) priznava molekularnogenetski metodi z
uporabo mikrosatelitnih oznacéevalcev in polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP)

kot standardni metodi za dolo¢anje starSevstva pri govedu (ICAR..., 2015).

Pri od¢itavanju genotipa (Stevila baznih parov) posameznega mikrosatelitnega oznacevalca
upostevamo, da potomec podeduje dva alela, enega po ocetovi in drugega po materini
strani. Ce pri posameznem osebku zdruZeno obravnavamo genotipe na veé lokusih,
dobimo sestavljen genotip, ki predstavlja molekularni opis osebka na izbranih lokusih. S
primerjanjem sestavljenih genotipov osebkov, ki so domnevno sorodstveno povezani,
lahko napa¢ne domneve o sorodstvenih zvezah ovrzemo. V primeru, da jih ne moremo

ovreci, privzamemo, da veljajo, verjetnost, da se motimo, pa zmanjSamo z uporabo dovolj
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velikega Stevila oznacevalcev. To verjetnost lahko ocenimo kot verjetnost izkljucitve
napacnega starSa (Kavar in Dov¢, 1999). S kombinacijo ve¢ visoko polimorfnih lokusov
lahko dobimo specifi¢en genotip za vsako Zival, razen za enojajéne dvojcke ali visoko
inbridirane linije (Kavar, 2001). Na osnovi kombinacije oznacevalcev za vsako zival lahko
dolo¢imo tudi ustrezen par starSev, Ce ta ni znan. Ker je razmnozevanje goveda nacrtovano
in nadzorovano, uporabljamo starSevsko analizo predvsem za kontrolo pravilnosti

podatkov v rodovnikih (Zan Lotri¢ in sod., 2010).

Dov¢ (1994) je v slovenski populaciji goveda rjave pasme prvi¢ objavil izracun verjetnosti
izkljuCitve starSa na o0snovi enajstih mikrosatelitnih oznafevalcev in ugotovil, da
kombinirana verjetnost izklju¢itve ze na osnovi petih lokusov doseze 98,75 % verjetnost za

izkljucitev napacnega starSa v populaciji domacih zivali.

2.1.2 Stopnja neujemanj v poreklih v razli¢nih populacijah

V populaciji mle¢nih pasem govedi v Zdruzenem Kraljestvu so Visscher in sod. (2002)
ugotovili 10 % neujemanj v poreklu glede na rodovniske podatke. Pri ¢rno-beli pasmi so
bili delezi neujemanj v poreklih: 11,7 % v lIzraelu (Weller in sod., 2004), 10,73 % na
Ceskem (Rehout in sod., 2006), 4,7 %, v Turéiji (Ozkan in sod., 2009), od 12 % do 15 %
na Novi Zelandiji (Spelman, 2002; cit. po Carolino in sod., 2009) in 35% v Iranu
(Hashemi in sod., 2013).

O delezu neujemanj pri drugih pasmah je opravljenih manj raziskav, vendar je pri¢akovan
delez neujemanj pri mesnih pasmah vecji, ker se osemenjevanje v teh ¢redah uporablja v
manj$i meri (Carolino in sod., 2009). Baron in sod. (2002) poro¢ajo o 36 % neujemanj
porekel pri brazilskem govedu pasme gir. Carolino in sod. (2009) pa so pri mesnih pasmah
na Portugalskem (Sarole, limuzin in pasma preta) ocenili delez neujemanj z obema
starSema hkrati (2 %), z o¢etom (7 %) in z materjo (14 %). Ugotavljajo, da je velik skupni
delez neujemanj v njihovih ¢redah (23,6 %) predvsem zaradi neustreznega evidentiranja

telitev.
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2.2 PREVERJANJE POREKLA PRI GOVEDU V SLOVENUI

Samo preverjanje porekla razdelimo v dve stopnji, osnovno in dodatno preverjanje.
Osnovno preverjanje porekla se izvaja pri vseh zivalih. V okviru osnovnega preverjanja se
ob oznacitvi teleta na podlagi fenotipskih lastnosti zivali preveri pasmo matere in teleta.
Poleg tega se preveri podatke o osemenitvi oziroma pripustu matere in ujemanje teh
podatkov s podatki o telitvi. Poreklo se prizna le, ¢e podatki ustrezajo logi¢nim mejam

dolzine brejosti za pasmo (Perpar in sod., 2015).

Za dodatno preverjanje porekla se uporabljajo molekularnogenetske metode z uporabo
mikrosatelitov in v zadnjih letih tudi oznacevalcev SNP. Dodatno preverjanje porekla se v
Sloveniji uporablja za Cistopasemske plemenjake in plemenski material (seme, zarodke,
jajéne celice), ki nastopa na trgu in se porablja za oplojevanje krav in telic v skladu s
potrjenim rejskim programom. Poleg tega ga uporabljamo tudi v primeru suma
nepravilnosti podatkov o poreklu zivali. V posebnih primerih se dodatno preverjanje lahko
uporablja kot na¢in dolocanja enega ali obeh starSev, uporablja pa se tudi za naklju¢no

preverjanje rodovnikov (Perpar in sod., 2015).

Glavnih razlogov, zaradi katerih v poreklih prihaja do napak, je vec:

e napaka pri oznaCevanju doz v osemenjevalnem centru ali odvzem semena
napacnemu biku,

e osemenjevanje z napacno slamico ali napacno prepisani podatki o plemenskem
biku pri osemenitvi,

e nenadzorovan pripust (nenamerno),

e uporaba domacega bika (namerno),

e prisotnost ve¢ kot enega bika v ¢redi (rejec ne ve, kateri bik je oce) — predvsem pri
mesnih in kombiniranih rejah,

e zamenjava telet ob rojstvu (tele pripisano napacni kravi),

e napaka pri prepisovanju oziroma sporo¢anju podatka.

V okviru preverjanja porekla pri govedu z uporabo molekularnogenetskih metod se

Kmetijski institut Slovenije udelezuje primerjalnega testa, ki ga organizira mednarodno
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zdruzenje za zivalsko genetiko (ISAG). Namen testa je omogociti laboratorijem, da
vzdrzujejo visok standard kakovosti in primerljivosti analiz in da sprejmejo mednarodni
sporazum o nomenklaturi ter pravila za preverjanje sorodstva. Rezultat testa je certifikat o
mednarodni primerljivosti in zanesljivosti. Primerljivost je klju¢na za preverjanje porekla
uvozenih zivali ali njihovih potomcev, zato smo se v test za govedo prvi¢ vkljucili leta
2009-2010. Potrdilo o udelezbi na primerjalnem testu vkljucuje rezultate za absolutno in

relativno to¢nost genotipizacije z mikrosateliti v laboratoriju (Cattle..., 2010). Skozi vsa

ey

Pri cikasti pasmi je preverjanje in potrjevanje porekla pomembno zaradi vecdesetletne
odsotnosti dela na selekciji avtohtone cikaste pasme in je zato pri starejSih zivalih precej
manjkajocih podatkov o poreklu. Le manjs$a skupina zivali ima popolno poreklo (znani dve
generaciji prednikov), tako da ima vecina zivali le delno poreklo (poreklo ene generacije
prednikov ali poreklo le enega od starSev). Preverjanje in potrjevanje porekla je osnova za
vodenje izvorne rodovniske knjige za cikasto govedo in za uspesno preprecevanje parjenja

v sorodstvu (Zan Lotri¢ in sod., 2010).

Na podlagi razvojne naloge v govedoreji je rejska organizacija PRO CIKA (ZdruZenje
rejcev avtohtonega cikastega goveda v Sloveniji) 13. 3. 2015 podala predlog spremembe
rejskega programa za cikasto pasmo (Klinkon, 2015), po katerem bi vsi plemenski biki
cikaste pasme, ki so vkljuceni v osemenjevanje, morali imeti tudi dolo¢eno (ocenjeno)
pasemsko sestavo na osnovi veéjega Stevila oznacevalcev SNP (lllumina BovineSNP50
BeadChip). Za plemenske bike v pripustu bi bila ocenjena pasemska sestava na osnovi
genoma zelo zazelena. Plemenski biki, ki tega podatka ne bi imeli, ne bi smeli biti
vkljuceni v osemenjevanje. V osemenjevanje bi lahko bili vkljuceni le plemenski biki, ki bi
imeli na podlagi pasemske sestave genoma ve¢ kot 60 % cikaste pasme, manj kot 7 %
rdeCe holstajn pasme in manj kot 3 % tujerodnih pasem. V skupnem obsegu do 40 % je
dovoljena prisotnost genoma naslednjih pasem: pincgavska, lisasta, rjava. V katalogu
bikov je v takih primerih treba zapisati, da »Plemenski bik pripada cikasti pasmi na podlagi
doloene — ocenjene pasemske sestave na podlagi genotipizacije z ve¢jim Stevilom

genetskih oznacevalcev SNP« (Klinkon, 2015).
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2.3 GENETSKA PESTROST IN UPORABA DOLOCITVENIH TESTOV

Samo genetsko pestrost lahko opisemo na ve¢ nacinov, vecina jih je vezana na stopnjo
heterozigotnosti, torej na delez oznacevalcev, pri katerih sta dve kopiji (ena od vsakega
star$a) razlicni. Vrednost te stopnje je lahko med 0 in 1, ¢im vi§ja je, bolj genetsko pestra
je pasma (Frankham, 2010). F-statistika (Wright, 1950) ocenjuje odstopanje od Hardy-
Weinbergovega ravnotezja in tako ocenjuje ravnotezje genotipov v populaciji. S
primerjavo opazene in pricakovane stopnje heterozigotnosti lahko dolo¢imo, ali je
populacija v ravnotezju. Negativna Fis vrednost kaze na to, da je v populaciji opazena
heterozigotnost vec¢ja od pricakovane, pozitivna vrednost pa, da je opazena heterozigotnost
manjsa od pricakovane. Genetsko pestrost zmanjsuje parjenje v sorodstvu, povecuje pa jo
krizanje oziroma vnos tujih genov. Genetsko razdaljo med pasmami definira parameter
Fst (Weir in Cockerham, 1984), ki nam pove, kaksen je deleZ opaZene variance v

frekvenci alelov med podpopulacijami glede na varianco v celotni populaciji.

Sim¢i¢ in sod. (2008) so na nizu devetih mikrosatelitnih oznafevalcev genetsko
okarakterizirali slovensko avtohtono pasmo goveda, ciko in hrvasko avtohtono pasmo
buso. V populacijski analizi so dolocili povpre¢no stopnjo heterozigotnosti, ki je bila
manjsa pri ciki (0,7403) kot pri busi (0,7775), genetska razdalja med pasmama pa je
znaSala 0,065.

Zaradi velikega Stevila lokalnih pasem domacih zivali, od katerih mnogim grozi izumrtje,
se je v mednarodnem okviru pojavila potreba po ¢im bolj realni oceni genetskih razdalj
med posameznimi pasmami, kar bi omogocilo identifikacijo pasem, ki najve¢ prispevajo h
genetski variabilnosti vrst in je njihovo ohranjanje sofinancirano iz mednarodnih virov
(Kavar in Dov¢, 1999). Da bi bili rezultati teh raziskav med seboj primerljivi, je bilo nujno
izbrati standardne nize oznacevalcev za oceno genetskih distanc. Ti nizi so pri govedu
priporo¢eni s strani FAO (ang. Food and Agriculture Organization), mednarodno

primerljivost pa s primerjalnimi testi zagotavlja ISAG.

Molekularnogenetski podatki so dober pokazatelj variabilnosti v populacijah, kar nam

omogoca zasnovo programov ohranjanja genetske pestrosti v populacijah. Poleg tega lahko
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s pomocjo mikrosatelitov na podlagi dolocitvenih testov izklju¢éimo posameznike, ki imajo
izvor v referenénih populacijah (pasmah). Hitrost analiz, ki temeljijo na PCR, nizka cena
sinteze zacetnih oligonukleotidov in avtomatizacija odcCitavanja rezultatov so vplivali na
razvoj metod z uporabo mikrosatelitov v dolocitvenih testih. Za odlocanje, ali preiskovane
osebke lahko zdruzimo v skupine na podlagi mikrosatelitov in za dolocitev Stevila skupin,
ki najbolj ustreza genetskim podatkom, lahko uporabljamo Bayesovo metodo grupiranja s
programom STRUCTURE (Pritchard in sod., 2000). Grupiranje (ang. clustering) je
postopek razvr$éanja osebkov znotraj populacije v podpopulacije. Za dolo¢anje verjetnosti,
v koliksni meri posamezna telicka pripada doloceni pasmi na podlagi genotipa, so Piry in
sod. (2004) razvili racunalniski program GeneClass2, ki na podlagi opazovanih frekvenc
alel v populaciji posameznim osebkom po razlicnih metodah dolo¢i izvorno skupino

0ziroma pasmo.

Z analizo s programom STUCTURE so Sim¢i¢ in sod. (2013) na podlagi 14
mikrosatelitnih oznacevalcev prvi¢ umestili cikasto pasmo v skupino 16 srednjeevropskih
pasem goveda. Na osnovi rezultatov genotipizacije z oznacevalci SNP pa so Sim¢i¢ in sod.
(2015) pridobili bolj nepristranske ocene parametrov genetske pestrosti in ocenili delez
primesi drugih pasem znotraj populacije cikaste pasme.

Van de Goor in sod. (2011) predlagajo niz 16 mikrosatelitnih oznacevalcev pri govedu
(BM1818, BM1824, BM2113, CSRM60, CSSM66, ETH3, ETH10, ETH225, HAUT27,
ILSTS006, INRAO23, SPS115, TGLAS53, TGLA122, TGLA126 in TGLA227) za rutinsko
forenzi¢ne obravnave primerov zaradi enostavnosti in prakti¢nosti tega tipa oznacevalcev,
kar je pri rutinski analizi genomske DNA pomembno dejstvo. ISAG lokusi prvotno niso
bili izbrani na podlagi znanstvenih Studij oziroma njihove informativnosti, zato je
objavljanje teh podatkov za vse pasme zelo pomembno. Informativnost genetskih
oznacevalcev v doloCeni populaciji vpliva na uspesnost dolocitvenega testa. UspeSnost
dolocitvenega testa pa je odvisna tudi od genetskih razdalj med prou¢evanimi pasmami, te
pa oznacuje indeks Fst. Uporaba dolocitvenega testa je smiselna predvsem pri pasmah, ki
se genetsko dovolj razlikujejo za doseganje vecje zanesljivosti doloCitvenega testa (van de
Goor in sod., 2011).
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3 MATERIAL IN METODE

Podatke o preverjanju in potrjevanju porekla pri govedu smo zbrali v okviru izvajanja
skupnega temeljnega rejskega programa za govedo v Sloveniji. Informacije shranjujemo v
Centralni podatkovni zbirki Govedo (Logar in sod., 2005), ki jo vzdrzujejo na Kmetijskem
institutu ~ Slovenije. Z nalogo »nakljuéno preverjanje porekla z uporabo
molekularnogenetskih metod pri govedu« smo priceli leta 2010 (Logar in Opara, 2011).
StarSevstvo smo letno preverili pri 1 % (830 telick) potomk krav v kontroli porekla in

prireje z namenom kontrole pravilnosti podatkov v rodovnikih.

3.1 POSKUSNA POPULACIJA

Za potrebe nakljuénega preverjanja porekla smo iz slovenske populacije goveda, ki je v
kontroli prireje, med 1. januarjem 2010 in 1. januarjem 2015 s pomo¢jo kontrolorjev na
zavodih Kmetijsko gozdarske zbornice Slovenije (KGZS) zbrali vzorce (dlake z dla¢nimi
mesicki) telick in njihovih mater. V letih 2010 in 2011 smo teleta s proceduro, ki generira
nakljucna $tevila v SQL jeziku (ang. Structured Query Language), naklju¢no izbrali iz
populacije v kontroli porekla in prireje. V letih 2012, 2013 in 2014 pa smo se v naklju¢nem
izboru bolj osredotodili na reje bikovskih mater, reje, kjer rejci osemenjujejo sami, in reje s
haremskim pripustom. V izbor smo skusali zajeli tudi dvojne osemenitve z razli¢nimi biki.
Neprimerni vzorci in vzorci potomk, kjer vzorca matere ni bilo mogoce dobiti, niso bili

vkljuceni v analizo.
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Preglednica 1: Stevilo oetov in preverjenih ogetovstev glede na izvor in na¢in uporabe
bika

Table 1: Number of sires and paternities verified depending on the origin and use of sire

Biki glede na izvor in Oznaka na prvem mestu Stevilo vseh  Stevilo preverjan;

nacin uporabe republiske Stevilke bika bikov porekel telick
Domaci biki vserazen7in 4 406 2985
Tuji biki 7,4 184 419
Skupaj 590 3404
Za pripust* 8 35 55
Za osemenjevanje vse razen 8 546 3341
Skupaj 581 3396

*V izraCun niso vsteti biki cikaste pasme in doloceni biki mesnih pasem, ki so se uporabljali za pripust in
osemenjevanje hkrati

*Cika bulls and certain meat breeds were not included in the calculation, beacause they have been used for
artificial insemination and for natural service at the same time

Bioloski material bikov (o¢etov) je bila lahko dlaka z dla¢nimi mesicki (slika 1) ali seme,
pakirano v slamice, ki so nam ga zagotovili na osemenjevalnih centrih (Osemenjevalni
center Preska in Osemenjevalni center Ptuj). Seme 184 tujih bikov (preglednica 1) pri 419
preverjenih poreklih je bilo ve¢inoma ze analizirano in v teh primerih smo uporabili znane
podatke. Tuji plemenski biki imajo na prvem mestu republiske Stevilke oznako 7 ali 4.
Domace plemenske bike smo analizirali sami (406 bikov in 2985 preverjenih porekel).
Glede na nacin uporabe bikov je bilo 35 odbranih plemenskih bikov za pripust (biki imajo
v republiski Stevilki na prvem mestu 8). Preostali biki se uporabljajo izklju¢no za
osemenjevanje. lzjema so biki cikaste pasme in doloc¢eni biki mesnih pasem, Ki se
uporabljajo za pripust in osemenjevanje hkrati in zato v tem izracunu niso bili upostevani.

Preostalih 546 bikov je bilo v osemenjevanju (3341 preverjenih porekel).
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Slika 1: Vzorci dlake z vidnimi dla¢nimi meSic¢ki
Figure 1: Hair samples with visible hair roots

3.1.1 Stevilo Zivali za preverjanje starSevstva

V letih 2010-2014 smo preverili 3404 porekel (preglednica 2), najmanj 543 in najve¢ 754
v posameznem letu, pri ¢emer so imele vse teliCke oba znana in genotipizirana starSa. Leto
preverjanja starSevstva smo vezali na leto prejema vzorca, ker so kontrolorji vzorce poslali
tudi z dalj$im ¢asovnim zamikom. Najve¢ porekel (1376) smo preverili pri lisasti pasmi, ki
je v slovenski populaciji goveda tudi najbolj zastopana (Sadar in sod., 2015). Sledila ji je
¢rno-bela pasma (1165 preverjanj), ki je tudi po zastopanosti druga najpogostej$a pasma v
Sloveniji. Rjava pasma in krizanci lisaste pasme s pasmo rde¢i holstajn (RH) in
montbeliard (MB) so v populaciji goveda v Sloveniji priblizno enako zastopani, kar se
odraza tudi v Stevilu preverjanj (414 in 404 preverjenih porekel). Krizanke lisaste pasme z
RH in MB so telicke, ki imajo v pasemski sestavi poleg lisaste pasme od 14 % do 86 %
pasme rde¢i holstajn in/ali montbeliard. Nekatere pasme, ki so v Sloveniji redkeje
zastopane, so bile prav tako zajete v izbor (rdeci holstajn, montbeliard, limuzin, $arole in
cikasta pasma), vendar v manj$em $tevilu, zato jih prikazujemo zdruzeno kot druge pasme

(preglednica 2).
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Preglednica 2: Stevilo preverjenih porekel glede na leto prejema vzorca in pasmo
potomke

Table 2: Number of pedigree verifications depending on the year of sample reception and
offspring breed

Leto prejema vzorcev
2010 2011 2012 2013 2014  Skupaj

Pasma/krizanje potomke Stevilo preverjenih porekel

Lisasta 244 292 240 288 312 1376
Krizanke lisaste pasme z RH in MB * 84 95 68 82 75 404
Crno-bela 254 262 180 229 240 1165
Rjava 84 78 47 92 113 414
Druge pasme 11 4 8 8 14 45
Skupaj 677 731 543 699 754 3404

* potomke, ki imajo poleg lisaste pasme od 14 % do 86 % pasme rdeci holstajn in/ali montbeliard, ostale
pasme (Stevilo preverjenih porekel) — rdeci holstajn (21), montbeliard (1), limuzin (8), Sarole (5) in cikasta
pasma (10)

* descendants, besides having Simmental from 14 % to 86 % of Red Holstein breed and/or Montbeliard,
other breeds (number of verified origin) — Red Holstein (21) Montbeliard (1), Limousin (8), Charolais (5)
and Cika breed (10)

3.1.2 Stevilo Zivali za populacijske analize

Za izraun osnovnih populacijskih parametrov in za doloCitev genetske strukture smo
uporabili 1474 telick (potomk), ki so bile naklju¢no izbrane iz kontrolirane populacije
goveda v letih 2010 in 2011. Zahtevke za odvzem vzorcev smo periodi¢no posiljali med
1.1.2010 in 31. 12. 2011 in tako smo v populacijsko analizo zajeli vse prispele vzorce z
datumom zahtevka v omenjenem obdobju. V izbor smo zajeli potomke treh pasem: 563
¢rno-bele, 548 lisaste in 168 rjave pasme, preostalih 195 teli¢k pa so bile krizanke lisaste
pasme z RH in MB. Drugih pasem v populacijsko analizo nismo vkljuéili zaradi

premajhnega Stevila vzorcev.

3.2  POSTOPKIV LABORATORIJU

3.2.1 lzolacija DNA in PCR

Iz dla¢nih mesi¢kov smo genomsko DNA izolirali s komercialnim kitom NucleoMag 96 za
tkiva (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co) na aparaturi MagMax (Applied Biosystems,

Foster City, CA, ZDA) po navodilih proizvajalca. Vzorce DNA iz semena smo izolirali s
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komercialnim kitom QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN Group, Nemcija) po navodilih

proizvajalca.

raztopina namnozenih 12 DNA oznacevalcev (5 Zivali) vodna raztopina DNA

Slika 2: Prikaz potrebnega materiala v laboratoriju
Figure 2: The necessary material in the laboratory

Uporabili smo dvanajst mikrosatelitnih oznacevalcev (preglednica 3) SPS115, TGLA122,
INRA23, TGLAS53, TGLA227, BM1824, ETH10, TGLA126, BM2113, ETH3, ETH225 in
BM1818, ki jih priporoca ISAG (Cattle..., 2008) in so vkljuceni v komercialni kit Bovine
Genotypes™ Panel 1.2 (Thermo Scientific). Ucinkovita raba fluorescentnih barvil ob
upostevanju pricakovanih dolzin mikrosatelitov omogoc¢a analizo vseh lokusov hkrati. PCR
smo izvedli po navodilih proizvajalca. Gre za in vitro pomnozevanje DNA. DNA-
polimeraza sintetizira komplementarno verigo od mesta na vzoréni DNA, kamor se je
vezal zaCetni oligonukleotid. S ponavljanjem denaturacije dvojne verige DNA molekul,
vezave zaCetnih oligonukleotidov in cikli¢ne sinteze komplementarne verige DNA, ki se
nahaja med dvema primerno izbranima zacetnima oligonukleotidoma, eksponentno

pomnozujemo DNA.
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Preglednica 3: Seznam uporabljenih mikrosatelitnih oznacevalcev

Table 3: List of microsatellite markers used

. 0 . Dolzina
< Mestona  Struktura L . .. Zaporedje zaCetnih oligonukleotidov .
Oznacevalec Kromosomu motiva Ponavljajo¢ motiv Avtor/-ji (leto) (F-smiselni in R-protismiselni) produFl)(::i)(baznl
. . F: AGCTGGGAATATAACCAAAGG
BM1818 D23S21  enostavna (TG)n Bishop in sod. (1994) 253-277
R: AGTGCTTTCAAGGTCCATGC
. F: GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC
BM1824 D1S34 enostavna (GTn Barendse in sod. (1994) 176-188
R: CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
. F: GCTGCCTTCTACCAAATACCC
BM2113 D2S26 enostavna (CAMN Sunden in sod. (1993) 124-146
R: CTTCCTGAGAGAAGCAACACC
. . F: GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG
ETH3 D19S2  sestavljena (GT)nAC(GT)s Toldo in sod. (1993) 100-128
R: ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG
. F: GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA
ETH10 D5S3 enostavna (AC)n Toldo in sod. (1993) 206-222
R: CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC
. . F: GATCACCTTGCCACTATTTCCT
ETH225 D9S2 sestavljena  (TG)sCG(TG)(CA)n Steffen in sod. (1993) 139-157
R: ACATGACAGCCAGCTGCTACT
. . F: GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC
INRA023 D3S10 enostavna (AC)n Vaiman in sod. (1994) 201-225
R: TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC
. . F: AAAGTGACACAACAGCTTCACCAG
SPS115 D15 sestavljena (CATA(CA)s (Bovine..., 2006) 247-261
R: AACCGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG
. . F: GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA
TGLA53 D16S3  sestavljena (TG)sCG(TG)a(TA)n Georges in Massey (1992) 151-187
R: ATCTTCACATGATATTACAGCAGA
. . F: AATCACATGGCAAATAAGTACATAC
TGLA122 D21S6  sestavljena (AC)n(AT)n Georges in Massey (1992) 136-182
R: CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC
. F: CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT
TGLA126 D20s1 enostavna (TG)n Georges in Massey (1992) 111-127
R: TTGGTCCTCTATTCTCTGAATATTCC
i F: GGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT
TGLA227 D18S1 enostavna (TG)n Georges in Massey (1992) 76-104

R: ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA
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3.2.2 Genotipizacija

Analizo dolzin produktov PCR smo izvedli z genetskim analizatorjem ABI3130xl. Aleli so
bili od¢itani glede na ISAG nomenklaturo s pomocjo programske opreme GeneMapper
(razlic¢ica 4.0, Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA). Med odcitavanjem dolzin
mikrosatelitov iz elektroferograma smo si pomagali s paneli (ang. panel), ki s pomo¢jo
binov (ang. bin) omogocajo avtomatsko odcitavanje rezultatov. Bini predstavljajo

pri¢akovane dolzine alelov na posameznem mikrosatelitnem oznacevalcu.

Laboratorijska oznaka ime mikrosatelta krajdialel daljsialel
150811-43 01-BM1824 182 188
150811-43 02-BM2113 137 137
150811-43 03-ETH10 213 219
150811-43 04-ETH225 146 150
150811-43 05-ETH3 1325 129
150811-43 Oo-INRA23 200 208
150811-43 07-5P5115 248 248
150811-43 0B8-TGLAL22 143 151
150811-43 09-TGLAL2E 117 117
150811-43 10-TGLA22Y 89 97
150811-43 11-TGELAS3 170 184
150811-43 12-BM1318 206 206

Slika 3: lzpis od¢itavanja dolzin mikrosatelitnih oznacevalcev pri zivali z laboratorijsko
oznako 150811-43

Figure 3: Record of microsatellite marker lengths reading in an animal with a laboratory
code 150811-43

Vsak osebek tako dobi enoznacen genetski opis, ki ga sestavlja 24 cifer, ki predstavljajo
laboratorijsko oznako zivali, ime mikrosatelitnega oznacevalca in dolzino PCR produktov
na vsakem od dveh alelov (slika 3). Program GeneMapper nam omogoca izpis v .txt obliki,
ki smo ga s pomocjo spletne aplikacije uvozili v podatkovno zbirko Govedo (Logar in sod.,
2005), v kateri se hranijo in iz katere so dostopni podatki o genotipu, vezani na posamezno
zival. GeneMapper programska oprema nam omogoca grafi¢ni in tabelaricni prikaz
rezultatov. Na elektroferogramu (grafi¢ni prikaz) so na x-0si dolzine fragmentov (bazni
pari), ki so v razponu od 70 do 270 baznih parov, na y-osi pa relativna koli¢ina fragmenta
(Jakost signala). Bovine Genotypes™ Panel 1.2 (Thermo Scientific) omogoc¢a so¢asno

preiskovanje 12 mikrosatelitnih oznacevalcev (slika 4).
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Slika 4: Elektroferogram genetskega profila dveh osebkov (telicke in krave) z uporabo komercialnega kita Bovine Genotypes™
Panel 1.2

Figure 4: Electropherogram of genetic profiles for two individuals (heifer and cow) with the use of commercial Bovine Genotypes™
Panel 1.2
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StarSevstvo smo preverili S programsko opremo, ki smo jo razvili v ta namen v okviru
informacijskega sistema Govedo na Kmetijskem institutu Slovenije (slika 5). Odstopanja
med genotipi in rodovniki smo dodatno preverjali. MozZnost, da bi ovrgli prave starSe, SM0
zmanjsali tako, da smo upostevali moznost mutacij. Poreklo smo ovrgli le, ¢e so bila
neujemanja prisotna na ve¢ kot enem oznacevalskem lokusu. V primerih, kjer sta se oba
starSa hkrati ujemala s potomci, je verjetnost, da gre za nakljuéje, zelo majhna, zato
ponovna analiza ni bila smiselna. V primerih, ko ujemanja ni bilo, smo analizo ponovili in

tako izkljucili moznost, da gre za napako v genotipizaciji.
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1 za oCeta in MV2 - alel 2 za oCeta

Slika 5: Prikaz spletne aplikacije za preverjanje porekla
Figure 5: Web application for pedigree verification
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V stolpcih ZV1, ZV2, ZeV1, ZeV2, MV1 in MV2 (slika 5) so prikazane dolZine
mikrosatelitov v enotah baznih parov za potomca (ID Zivali), za kravo (ID Zenska) in za
bika (ID moski). V stolpcu Z je prikazano ujemanje z materjo za vsak mikrosatelitni
oznacevalec, v stolpcu M ujemanje z ofetom in v stolpcu K skupno oziroma kon¢no
ujemanje (slika 5). V primeru ujemanja na posameznem mikrosatelitnem oznacevalcu se
izpise 1, v primeru neujemanja pa 0. Zival SI44374329 se je ujemala z materjo
S144089841 in ocetom SI73209995, z drugim moZnim ocetom SI193405498 pa se ni
ujemala. Genotipske podatke hranimo v podatkovni zbirki Govedo in tako zagotavljamo
arhiv mikrosatelitnih genotipov. Podatki so vezani na posamezno zival in jih po potrebi
povezujemo z ostalimi podatki, ki se hranijo v tej podatkovni zbirki (podatki o lastniku

zivali, na¢inu in velikosti reje, osemenitvah, telitvah ...).
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3.3 OBDELAVA PODATKOV

3.3.1 Populacijska analiza in verjetnost izkljucitve

Informacijo o genetski strukturi (izracun opazene stopnje heterozigotnosti in Stevila alelov)
smo pridobili s programom Fstat (Goudet, 1995). Preverili smo, ali so populacije
(posamezne pasme) v Hardy-Weinbergovem ravnotezju. Za ugotavljanje ravnoteZja znotraj
pasme smo uporabili F-statistiko, ki ocenjuje odstopanje od Hardy-Weinbergovega
ravnotezja. Panmiksijo (iz gr§¢ine: panmyxis — sploSno mesanje) smo merili s parametrom
Fis (Weir in Cockerham, 1984). Negativna Fis vrednost pomeni, da je v populaciji opazena
heterozigotnost vecja od priCakovane, pozitivna Fis vrednost pa, da je v populaciji opazena
heterozigotnost manjsa od pri¢akovane. Genetske razdalje smo izraCunali s parametrom
Fst (Weir in Cockerham, 1984), ki nam pove, kakSen je delez opaZzene variance v
frekvenci alelov med podpopulacijami glede na varianco v celotni populaciji. Fst je
prilagojena za majhne in neenako velike populacije ali majhno $tevilo populacij (Weir in
Cockerham, 1984).

Verjetnost izkljucitve starSa na podlagi posameznega mikrosatelitnega oznacevalca Smo
izraCunali po enacbi 1 (Jamieson, 1994). Ta enacba se uporablja za izraCun verjetnosti

izkljucitve starSa, kadar imata oba starSa znan genotip:

n n n n n 2 n n
P =1-2>" p +> p +2> p =32 p -2Xp°) +3>p° 2P’ (1)
i=1 i=1 i=1 i=1l i=1 i=1 i=1

Pj = verjetnost izkljucitve starSa na podlagi posameznega mikrosatelitnega oznacevalca
n = §tevilo alelov

pi = pogostost i-tega alela

Po enacbi 2 smo izracunali kombinirano verjetnost izkljucitve starSa na podlagi 12

mikrosatelitnih oznacevalcev:
k

P=1-]J@-P) (2
j=1

P = kombinirana verjetnost izklju¢itve
Pj = verjetnost izkljucitve starSa na podlagi posameznega mikrosatelitnega oznacevalca

k = §tevilo oznadevalcev
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Verjetnost izkljucitve je mera ucinkovitosti testiranja starSevstva in predstavlja verjetnost,
da odkrijemo neskladja. Ta parameter meri moznost detekcije napacnih porekel. S

poveCevanjem Stevila lokusov se povecuje verjetnost izkljucitve napacnega starsa (Dovc,

1994).

3.3.2 Statisti¢na obdelava podatkov o pravilnosti porekla

V obdelavo smo vkljucili $tiri genotipe (G,) telick: listasta pasma, ¢rno-bela, rjava ter
krizanke lisaste pasme z RH in MB. Izvrednotili smo trend spreminjanja razmerja obetov
po letih pri proucevanih pasmah in krizanjih. Ustreznost modela smo opredelili s Hosmer-
Lemeshowim testom skladnosti. Ostalih pasem nismo vkljuéili zaradi premajhnega Stevila

opazovanj. Za razumevanje in uporabo logisti¢ne regresije moramo poznati pojme kot so

obeti, logit, razmerje obetov in referencna skupina.

Obeti (ang. odds) — stevilo ovrzenih porekel glede na $tevilo potrjenih porekel
Logit — logaritemska transformacija obetov: L =In (odds)=In (p/(1-p))= logit P
Razmerje obetov (ang. Odds Ratio) je razmerje med obetom za dogodek pri dolo¢enem
nivoju glede na obet za dogodek pri drugem nivoju. Referen¢na skupina je skupina, s
katero primerjamo obete za dogodek glede na obete za dogodek v ostalih skupinah. Pri
interpretaciji rezultatov smo s pomoc¢jo razmerij obetov ugotavljali razmerje pogojnih

tveganj.

Za analizo vpliva genotipa in leta na razmerje na verjetnost ovrzenega porekla Smo

uporabili naslednji model binarne logisti¢ne regresije:
In(pij /(1- P )= U+ G + b Xij -(3)

o verjetnost ovrzenega porekla,

M srednja vrednost,

G, vplivi-tega genotipa (1, 2, 3,4),

b,  regresijski koeficienti,

X vpliv leta preverjanja porekla (1, 2, ..., 5).
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Za analizo vpliva nacina uporabe bika (osemenjevanje, pripust) na verjetnost ovrzenega

porekla smo uporabili naslednji model binarne logisti¢ne regresije:

In(p, /(1- p, )= 1 + N, -(4)
P, verjetnost ovrzenega porekla,

H srednja vrednost za lastnost,

N, vpliv i-tega nac¢ina uporabe bika (osemenjevanje, pripust).

V obdelavo smo vkljucili dva nacina uporabe bika (N,): osemenjevanje in pripust. V

izracun niso vsteti biki cikaste pasme in doloceni biki mesnih pasem, ki so se uporabljali za

pripust in osemenjevanje hkrati.

Za analizo vpliva izvora bika (domac, tuj) na verjetnost ovrzenega porekla smo uporabili

naslednji model binarne logisti¢ne regresije:

Inp, /(1-p, )= p + | .(5)
P, verjetnost ovrzenega porekla,
M srednja vrednost za lastnost,

I, vpliv i-tega izvora bika (domac, tuj).

Za analizo razlik med izidi preverjanja (ovrZzen oCe, ovrzena mati, ovrzena oba starsa,

porekla nismo mogli ovre¢i) smo uporabili naslednji model nominalne logisti¢ne regresije:

In(p; /(I- p, ))= K -+(6)
p. verjetnost ovrzenega porekla (0, 1, 2, 3, 4)

P, verjetnost ovrzenega porekla pri ocetu,

H; srednja vrednost za lastnost.

Zbrane podatke smo obdelali z modelom logisticne regresije s proceduro LOGISTIC, kot

optimizacijsko metodo smo uporabili Newton-Raphson. Analize smo izvedli s statisti¢cnim
paketom SAS/STAT (SAS Institute Inc., 2011).
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3.3.3 Genetska struktura populacije

Genetsko strukturo analiziranih telick smo dolocili s programom STRUCTURE 2.3.1
(Pritchard in sod., 2000), ki posameznim osebkom dodeli odstotek genotipa, ki prihaja od
vsake K-te skupine c¢istih izvornih populacij v Hardy-Weinbergovem ravnoteZju brez
vnaprejSnjega poznavanja strukture preuCevanih zivali in frekvenc alelov izvornih
populacij. V programu STRUCTURE smo za analizo uporabili model meSanja (ang.
admixture model) in korelirane alelne frekvence med populacijami (ang. correlated allele
frequencies). Monte Carlo markovska veriga (ang. MCMC) je tekla 100.000 iteracij po
tem, ko smo zadetnih 20.000 iteracij zavrgli. Stevilo skupin oziroma klastrov (K) smo
dolo¢ili med ena in deset. Za vsako vrednost K smo naredili 20 ponovitev. Rezultate smo

nato analizirali z metodo, ki dolo¢i najverjetnejso vrednost za K (Evanno in sod., 2005).

3.3.4 Uporaba dolocitvenega testa

Za dolocanje verjetnosti, s katero posamezna telicka pripada dolo¢eni pasmi na podlagi
genotipa, smo uporabili racunalniski program GeneClass2 (Piry in sod., 2004). Uporabili
smo dva pristopa, ki na podlagi opazovanih frekvenc alelov v populaciji posameznim
osebkom dolo¢ita izvorno skupino (pasmo):

1) Neposredni test (ang. direct approach) po metodi Paetkau in sod. (1995), ki temelji na
verjetnostnem racunu.

2) Test izkljucitve na podlagi simulacije (ang. exclusion-simulation approach) po metodi
Cournet in sod. (1999), ki temelji na Bayesovem pristopu in zagotavlja raven verjetja
(p-vrednosti). Po tem pristopu je bila posamezni telicki pravilno dodeljena izvorna
populacija (pasma), ko je bila izkljucena iz vseh populacij, razen iz populacije, kateri
pripada, pri ¢emer smo preizkusili razlicne pragove verjetnosti p<0,05, p<0,01 in p<0,005.
Bayesov pristop ima to prednost, da ne domneva, da je populacija, Ki ji posamezna Zival
pripada, med vzor¢enimi oziroma referenénimi populacijami. Naso referen¢no populacijo
so sestavljale vse telicke razen krizank lisaste pasme z RH in MB (563 telick ¢rno-bele,
548 lisaste in 168 rjave pasme), testno populacijo pa vse telicke, vkljuéno s krizankami
lisaste pasme z RH in MB (1474 zivali).
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4 REZULTATI

41  LASTNOSTI OZNACEVALCEV V POPULACIJI IN VERJETNOST
IZKLJUCITVE STARSEV

Verjetnost izkljuéitve na podlagi posameznega oznacevalca in za vse oznacevalce skupaj
(preglednica 4) predstavlja verjetnost, da bomo ovrgli napa¢nega star$a, in jo izraCunamo
na podlagi frekvenc oznacevalskih alelov (Dodds in sod., 1996). Ta parameter torej meri

zmoznost detekcije napac¢nih porekel.

Oznacevalci, ki smo jih v nasem delu uporabili, so bili pri vseh pasmah visoko polimorfni
in so v povpreéju imeli od 7,2 do 9,6 alelov na lokus (preglednica 4). Ker imajo ti lokusi
visoko raven mutacij (od 0,0005 do 0,007 na generacijo), je neujemanje lahko tudi
posledica mutacije. V praksi to najveckrat pomeni podaljSanje oziroma skrajSanje alela za

en nukleotidni motiv ali izgubo alela.

Za posamezni oznacevalec (preglednica 4) verjetnost izklju¢itve znasa od 0,25 (TGLA126)
do 0,76 (TGLAS3). Verjetnost izkljuc¢itve smo izracunali ob pogoju, da sta bila znana oba
starSa, za vsak oznaCevalec posebej. Ob upoStevanju vseh 12 oznacevalcev je bila
Kombinirana verjetnost izkljucitve, izraCunana po enacbi 2, pri vsaki od pasem ve¢ kot
0,99992. Z izbranim nizom mikrosatelitnih oznacevalcev je bilo torej mozno ucinkovito

preverjati obstojece rodovniske podatke.



Preglednica 4: [Lastnosti oznatevalcev v populaciji potomk

Table 4: Markers characteristics in the progeny population

Stevilo alelov Verjetnost izkljuditve*
Pasma potomke
Oznacevalec RJ LS LSX CB Skupaj RJ LS LSX CB
BM1824 4 6 5 5 6 0,43 0,47 0,49 0,50
BM2113 9 9 8 8 10 0,56 0,59 0,60 0,61
ETH10 5 7 8 8 8 0,49 0,33 0,50 0,44
ETH225 6 8 7 9 9 0,53 0,49 0,48 0,53
ETH3 5 8 7 7 9 0,44 0,47 0,49 0,46
INRA23 8 11 11 10 12 0,38 0,58 0,54 0,52
SPS115 7 7 5 6 8 0,46 0,32 0,35 0,37
TGLA122 9 14 14 15 21 0,54 0,46 0,52 0,68
TGLA126 4 8 8 6 8 0,25 0,51 0,44 0,37
TGLA227 10 12 12 13 13 0,68 0,68 0,69 0,67
TGLA53 12 16 16 17 18 0,57 0,76 0,75 0,66
BM1818 7 9 9 10 12 0,42 0,46 0,42 0,41
PovprejetSO/Skupaj  7,2+2,5  9,6+3,1 92434  95+38  112+44  0,999929 0,999967 0,999975  0,999976

RJ —rjava, LS — lisasta, LSX — krizanke z lisasto pasmo, CB — ¢rno-bela, SO — standardni odklon

*verjetnost izkljuéitve ob poznavanju genotipa na vseh mikrosatelitih pri obeh star$ih
RJ — Brown, LS — Simmental, LSX — crossbreeds with Simmental, CB — Holstein, SO — standard deviation

* the likelihood of exclusion in the knowledge of the genotype at all microsatellites with both parents
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4.2  DELEZ NEUJEMANIJ V POREKLIH

4.2.1 Delez neujemanj v poreklih po letih in pasmah

Rezultati preverjanja porekla pri telickah kazejo na zelo velik deleZ neujemanj v letih 2010
in 2011 zlasti pri lisasti pasmi pa tudi pri krizankah lisaste pasme z RH in MB
(preglednica 5). Pri telickah lisaste pasme je bil odstotek neujemanj v poreklu v letih 2010
in 2011 25,8 % in 25,3 %, medtem ko je bilo neujemanj pri telickah rjave in ¢rno-bele
pasme Vv istem obdobju manj kot 10 %. Telicke ¢érno-bele pasme in krizanke lisaste pasme
z RH in MB so imele v vseh petih letih skupaj v povpre¢ju manj kot 10 % neujemanj v
poreklu, telicke rjave pasme pa le 5,6 %. Pri telickah lisaste pasme, kjer je bilo v povprecju
v petih letih 16,7 % neujemanj v poreklu, je bil v letu 2014 delez neujemanj v poreklu

prvi¢ pod 10 %.

V primerjavi z letom 2010, ko je bilo pri vseh pasmah skupaj 15,5 % neujemanj v poreklih,
jih je bilo v letu 2014 le Se 8,8 %. V letu 2014 je bilo pri telickah rjave pasme 6,5 %
ovrzenih porekel, pri lisasti 9,6 % in pri ¢rno-beli pasmi 8,8 %, kar je bolje, kot smo
pricakovali. Pri telickah lisaste pasme smo pri¢akovali najvecji delez neujemanj v poreklih
predvsem zaradi neujemanja z ocCeti, saj se plemenski biki, ki so prisotni na obratu,
uporabljajo tudi za pripuste, ki pa so slabse nadzorovani od osemenitev, vendar je bil
odstotek neujemanj v dobri Cetrtini vseh porekel v letu 2010 presenetljivo velik. Najvecja
sprememba v delezu ovrzenih porekel pri lisasti pasmi se je zgodila ob koncu leta 2011, ko
se je delez ovrzenih porekel skoraj prepolovil (iz 25,3 % na 13,8 %). Delez neujemanj pri
lisasti pasmi v povprec¢ju za vsa leta skupaj (16,7 %) je Se vedno ve¢ji, kot smo pricakovali
glede na literaturne vire, vendar je spodbuden podatek, da je bilo v letu 2014 le $e 9,6 %
neujemanj (preglednica 5). Pri ¢rno-beli pasmi je bil delez neujemanj v okviru pri¢akovanj.
Med rjavo in ¢rno-belo pasmo nismo pricakovali razlik, saj sta to pasmi z mlecno
usmeritvijo, kar pomeni, da na kmetijah vecinoma ni prisotnih spolno zrelih bikov
pitancev. Kljub temu je rjava pasma s 5,6 % neujemanj v poreklu skozi vsa leta dosegla
obcutno boljse rezultate v primerjavi z drugimi pasmami in je imela manj napak, kot smo

pricakovali.
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Pri drugih pasmah (rdec¢i holstajn, limuzin, Sarole in cikasta pasma) je bilo v naklju¢no
preverjanje porekla v letih 2010-2014 zaradi manjSe zastopanosti v populaciji goveda v
Sloveniji zajeto majhno Stevilo zivali (do 10 pri cikasti pasmi), vendar so rezultati pokazali
velik obseg neujemanj (najve¢ pri cikasti pasmi, v povprecju vseh let skupaj 30 %
neujemanyj). Pri teh pasmah je bil skupni delez neujemanj v poreklu skozi vsa leta skupaj
velik (20 %), zato bo za vsako pasmo treba zbrati ve¢ podatkov za natan¢nejSo oceno

(preglednica 5).
Preglednica 5: Delez neujemanj v poreklih glede na pasmo potomke po letih

Table 5: Percentage of pedigree errors according to the breed of offspring per year

Leto prejema vzorca

Pasmal krizanje potomke 2010 2011 2012 2013 2014 Skupaj
St. potrjenih porekel 181 218 207 258 282 1146

Lisasta St. ovrzenih porekel 63 74 33 30 30 230
Skupaj 244 292 240 288 312 1376

Delez neujeman;j (%) 258 253 138 104 96 16,7

St. potrjenih porekel 72 83 67 75 70 367

A . St. ovrzenih porekel 12 12 1 7 5 37
Kriz. lisaste pasme z RH in MB Skupaj P 84 95 68 8 75 404

Delez neujeman;j (%) 143 126 15 85 6,7 9,2

St. potrjenih porekel 232 238 165 214 219 1068

9 St. ovrzenih porekel 22 24 15 15 21 97
Crno-bela .

Skupaj 254 262 180 229 240 1165

Delez neujeman;j (%) 8,7 92 83 66 8,8 8,4

St. potrjenih porekel 78 75 46 86 106 391

. St. ovrzenih porekel 6 3 1 6 7 23
Rjava .

Skupaj 84 78 47 92 113 414

Delez neujeman;j (%) 7,1 38 21 65 65 5,6

St. potrjenih porekel 9 4 5 7 11 36

Ostale pasme St. ovrzenih porekel 2 0 3 1 3 9

P Skupaj 1 4 8 8 14 45

Delez neujeman;j (%) 18,2 0 375 125 215 20

St. potrjenih porekel 572 618 490 640 688 3008
St. ovrzenih porekel 105 113 53 59 66 396
Skupaj 677 731 543 699 754 3404
Delez neujeman;j (%) 155 155 98 84 88 116

Skupaj
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Proucevane vplive na pravilnost porekla smo ovrednotili s statisticno analizo, s pomocjo
katere smo dobili ocenjena razmerja med posameznimi razredi neodvisnih spremenljivk in

regresijske koeficiente za vpliv leta, kar nam je omogo¢ilo potrditev ali zavrnitev hipotez.

Razlike med genotipi v verjetnosti, da bo poreklo ovrzeno, smo potrdili (p=0,0014) s
statistiéno analizo z logit modelom (ena¢ba 3). Ugnezdena regresija je bila statisti¢no
znacCilna (p<0,0001). Verjetnost, da bomo poreklo ovrgli, se je spreminjala tekom let
preverjanja porekla pri lisasti pasmi (p<0,0001), trend (p=0,0518) smo zaznali tudi pri
krizankah lisaste pasme z RH in MB (preglednica 6). S Hosmer-Lemeshowim preizkusom
skladnosti smo potrdili ustreznost modela (p=0,6133).

Preglednica 6: Regresijski koeficienti za vpliv leta preverjanja porekla na verjetnost
ovrzenega porekla

Table 6: Regression coefficients for the effect of the year of pedigree testing on pedigree
errors

Standardna Standardna
Genotip b napaka e®  napakazae® p-vrednost
Lisasta -0,351 0,054 0,704 1,055 <0,0001
Krizanke lisaste pasme z RHin MB Q248 0,128 0,780 1,136 0,0518
Crno-bela -0,032 0,073 0,969 1,076 0,6660
Rjava 0,020 0,142 1,020 1,153 0,8873

b — ocena regresijskega koeficienta, e”— antilogaritem ocene regresijskega koeficienta

b — regression coefficient estimate, e®— antilogarithm of the regression coefficients estimates

Obet za potrjeno poreklo se je na leto povecal za faktor, ki je enak antilogaritmu ocene
regresijskega koeficienta (preglednica 6). Pri lisasti pasmi je bil statisticno znacilen trend
zmanjsevanja Stevila napak v poreklu po letih za faktor 0,704, pri krizankah lisaste pasme z
RH in MB pa za 0,780. Pri rjavi in ¢rno-beli pasmi nismo zaznali spreminjanja verjetnosti

ovrzenega porekla po letih.
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Slika 6: Ocene verjetnosti s standardnimi napakami za ovrzeno poreklo glede na genotip
in leto preverjanja porekla

Figure 6: Estimates of the likelihoods and standard errors of the pedigree errors according
to the genotype and the year of pedigree verification

Ocenjena verjetnost, da bo poreklo ovrzeno, je bila v obdobju 2010—2014 najvecja pri
lisasti pasmi (slika 6). Razlika v oceni verjetnosti med lisasto pasmo in med krizankami
lisaste pasme z RH in MB ter ¢rno-belo in rjavo pasmo se je skozi leta zmanjSevala in v

letu 2014 ni vec¢ statisti¢no znacilna.
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Preglednica 7: Razmerje obetov in 95 % interval zaupanja za delez napak v poreklu po

genotipih in letih

Table 7: Odds ratio and 95% confidence interval for percentage of pedigree errors

stratified by genotype and year

Lisasta proti rjavi

Leto | Razmerje obetov | 95 % Interval zaupanja | p-vrednost
2010 6,854 3,141 14,956 <0,0001
2011 4,729 2,694 8,304 <0,0001
2012 3,263 2,080 5,118 <0,0001
2013 2,252 1,344 3,771 0,0020
2014 1,554 0,762 3,167 0,2253
Lisasta proti ¢rno-beli
Leto | Razmerje obetov | 95 % Interval zaupanja | p-vrednost
2010 3,998 2,658 6,014 <0,0001
2011 2,905 2,171 3,886 <0,0001
2012 2,111 1,634 2,727 <0,0001
2013 1,534 1,101 2,136 0,0113
2014 1,114 0,700 1,775 0,6481
Lisasta proti krizankam lisaste pasme z RH in MB
Leto | Razmerje obetov | 95 % Interval zaupanja | p-vrednost
2010 2,494 1,427 4,36 0,0013
2011 2,251 1,513 3,35 <0,0001
2012 2,032 1,377 2,999 0,0004
2013 1,834 1,068 3,149 0,0279
2014 1,655 0,773 3,547 0,1949
Krizanke lisaste pasme z RH in MB proti rjavi
Leto | Razmerje obetov | 95 % Interval zaupanja | p-vrednost
2010 2,748 1,111 6,798 0,0287
2011 2,101 1,095 4,031 0,0256
2012 1,606 0,921 2,802 0,0953
2013 1,228 0,616 2,448 0,5600
2014 0,939 0,359 2,453 0,8971
Crno-bela proti rjavi
Leto | Razmerje obetov | 95 % Interval zaupanja | p-vrednost
2010 1,714 0,754 3,899 0,1985
2011 1,628 0,900 2,945 0,1070
2012 1,546 0,963 2,481 0,0711
2013 1,468 0,854 2,523 0,1646
2014 1,394 0,660 2,945 0,3840
Crno-bela proti krizankam lisaste pasme z RH in MB
Leto | Razmerje obetov | 95 % Interval zaupanja | p-vrednost
2010 0,624 0,337 1,154 0,1327
2011 0,775 0,500 1,202 0,2546
2012 0,963 0,635 1,459 0,8573
2013 1,196 0,679 2,104 0,5355
2014 1,485 0,670 3,290 0,3297

p-vrednost, razmerje obetov in 95 % interval zaupanja (Wald) smo racunali z binarno logisti¢no regresijo

p-value, odds ratio and 95% confidence interval (Wald) calculated with binary logistic regression
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Primerjava tveganj za $tevilo napak v poreklu glede na genotip je pokazala, da so bile
najvecje razlike v verjetnosti, da je bilo poreklo ovrzeno, med lisasto in rjavo pasmo ter
lisasto in ¢rno-belo pasmo v letih 2010, 2011 in 2012 (preglednica 7). Lisasta pasma je
imela v letu 2010 kar 6,854 krat vecji obet za napake v poreklu v primerjavi z rjavo pasmo
in 3,998 krat vecji obet za napake glede na ¢rno-belo pasmo. Skozi leta se je ta razlika
zmanjSevala in se je v letu 2012 glede na omenjeni pasmi prepolovila. Po letu 2012 med
vsemi pasmami in Kkrizanji ni bilo statisti¢cno znacilnih razlik v delezu napak v poreklih.
Lisasta pasma je imela statisticno znacilno vecji obet za Stevilo napak v poreklu glede na
krizanke lisaste pasme z RH in MB v letih 2010, 2011 in 2012. To je posledica dejstva, da
se za osemenjevanje krizank lisaste pasme z RH in MB poleg bikov lisaste pasme
uporabljajo tudi biki pasem rdeci holstajn in montbeliard, ki SO se s potomkami v veéji
meri ujemali. Statisticno znacilne razlike so tudi med krizankami lisaste pasme z RH in
MB ter rjavo pasmo, vendar le v letih 2010 in 2011. Med ¢rno-belo in rjavo pasmo ter med
¢rno-belo in krizankami lisaste pasme z RH in MB v nobenem letu ni bilo statisticno

znacilnih razlik.

4.2.2 Delez neujemanj v poreklu glede na starsa

V letih 2010-2014 je bilo pri vseh pasmah skupaj neujemanje z ofetom v povprecju
prisotno v 9,6 % vseh porekel, v 1,2 % porekel pa se ni ujemal nobeden od starsev
(preglednica 8). Delez ovrZzenih porekel, v katerih je bila ovrzena samo mati, je bil med
0,5 % in 1,3 % in je bil najvecji v letih 2013 in 2014 (0,9 % in 1,3 %), ko smo se v izboru
bolj osredotocili na reje, kjer je moznost zamenjave telicke po rojstvu vecja. Delez porekel,
v katerih se ni ujemal nobeden od starSev, je bil vsa leta na podobni ravni, med 1,1 % in
1,3 %. Neujemanje z materjo (ob pogoju, da je bil oce pravi) je bilo najmanj pogosto in je
bilo v povprecju prisotno le v 0,8 % preverjenih porekel. Tovrstna neujemanja smo opazili
v rejah, kjer uporabljajo manjse Stevilo plemenskih bikov (oziroma bikovega semena),

redkeje celo samo enega za osemenjevanje krav v ¢redi.
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Preglednica 8: Stevilo preverjenih porekel in delez neujemanj v poreklu glede na starsa

Table 8: Number of pedigrees verified and percentage of pedigree errors, according to
parents

Leto prejema vzorca

Status preverjanja 2010 2011 2012 2013 2014 Skupaj
Stevilo preverjanj 572 618 490 640 688 3008
Porekla ne moremo ovreéi  pygjey (o5 845 845 902 91,6 91,2 88,4
Stevilo preverjanj 91 101 44 45 46 327
Ovrzen je samo oce Delez neujemanj (%) 134 138 81 64 6,1 9,6
Stevilo preverjanj 5 4 3 6 10 28
OvrZzena je samo mati Delez neujemanj (%) 0,7 05 06 09 13 08
Stevilo preverjanj 9 8 6 8 10 41
OvrZena sta oba starsa Dele? newjemanj (%) 1,3 1,1 11 11 13 1,2
Stevilo preverjanj 677 731 543 699 754 3404
Skupaj Dele? neujemanj (%) 155 155 9,8 84 88 11,6

Delez porekel, v katerith je bil ovrZzen samo oce, se je skozi leta mocno zmanjSal
(preglednica 8). V letih 2010 in 2011 je bil deleZ neujemanj z o¢etom pri vseh pasmah
skupaj 13,4 % in 13,8 %, po letu 2012 pa je delez teh neujemanj znasal manj kot 8 % in v
letu 2014 le Se 6 %. Delez neujemanj po ocetu, ki je najpogostejsi vir neujemanj, e je pri
vseh pasmah v celotnem obdobju preverjanja ve¢ kot prepolovil. Razlog je prav gotovo v
tem, da smo na podro¢ju preverjanja porekla pri govedu uvedli dodatno preverjanje
porekla z metodo veje zanesljivosti. Z uvedbo nakljuénega preverjanja porekla se je

posledi¢no povecala to¢nost podatkov.
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Preglednica 9: Razmerje obetov za ovrZzeno poreklo glede na izid preverjanja

Table 9: Odds ratio for pedigree errors according to the outcome of the verification

34

Izid preverjanja Razmerje obetov p-vrednost
V poreklu je ovrzena mati 0,086 <0,0001
V poreklu sta ovrzena oba starSa 0,125 <0,0001
Porekla ne moremo ovreci 9,199 <0,0001

Referencna skupina je "v poreklu je ovrzen oce"

The reference group was "misidentified father"

S statisti¢no analizo z logit modelom (enacba 6) smo potrdili hipotezo, da je verjetnost, da
bo v poreklu ovrzen oce, vecja od verjetnosti, da bo v poreklu ovrzena mati (p=0,0001).
Telicke so imele v povpre¢ju 0,086 krat manj neujemanj z materami kot z oceti, kar

pomeni, da so bili oéetje 11,6 krat pogosteje ovrzeni kot matere (preglednica 9).

4.2.3 Delez neujemanj v poreklu glede na izvor in nacéin uporabe bika

Preverili smo, ali je pravilnost porekel po ocetovi strani odvisna od izvora in nacina
uporabe bika. V tem primeru je $lo za delez porekel, v Katerih ni bilo ujemanja z oceti, in v
izraCun nismo vkljucili porekel, kjer je bilo dokazano neujemanje z mamo ali z obema
starSema hkrati. Ne glede na pasmo se biki, katerih je bilo seme kupljeno v tujini (v
republiski Stevilki imajo na prvem mestu oznako 7 ali 4), niso ujemali s potomkami v
2,6 % primerov (11 neujemanj z oceti od skupno 419 preverjenih porekel). Delez
neujemanj s potomkami pri domacih plemenskih bikih pa je znasal kar 10,6 % (316 izmed
2985 preverjenih porekel) (preglednica 10). Velike razlike v pravilnosti porekel med
domacimi in tujimi plemenskimi biki lahko delno pripiSemo temu, da rejci in
osemenjevalci pri uporabi uvozenega semena z ve¢jo natancnostjo belezijo osemenitve.
Drugi razlog pa je bil v osemenjevalnih centrih, kjer seme pakirajo, in so bili le-ti po nasih
ugotovitvah (Logar in Opara, 2011) pomemben vir napak v poreklu.
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Preglednica 10: Stevilo preverjenih o&etovstev in deleZ neujemanj v poreklu glede na izvor
in nacin uporabe oceta

Table 10: Number of paternities verified and percentage of pedigree errors depending on
the origin and use of sire

Biki glede naizvor Stevilo vseh Stevilo preverjanj Stevilo ovrzenih DeleZ ovrzenih

in na¢in uporabe bikov porekel porekel porekel (%)
Domaci biki 406 2985 316 10,6
Tuji biki 184 419 11 2,6
Skupaj 590 3404 327 9,6
Za pripust* 35 55 2 3,6
Za osemenjevanje 546 3341 322 9,6
Skupaj 581 3396 324 9,5

*V izraCun niso vsteti biki cikaste pasme in dologeni biki mesnih pasem, ki so se uporabljali za pripust in
osemenjevanje hkrati

*Cika bulls and certain beef breeds were excluded from the calculation, because they have been used for
insemination and natural matings at the same time

Nadalje smo preverili pravilnost porekel glede na nacin uporabe bika. DeleZ neujemanj v
poreklih, kjer se ofe v pripustu ni ujemal S potomko, je znasal 3,6 % (preglednica 10).
Ovrzeni sta bili le 2 porekli izmed 55 preverjenih potomcev bikov iz naravnega pripusta.
Ovrgli pa smo 4 (7,3 %) matere, ki so bile v pripustu in se niso ujemale s potomkami

(podatki niso prikazani).

Preglednica 11: Razmerje obetov in 95 % interval zaupanja za delez napak v poreklu glede
na izvor in nacin uporabe bika

Table 11: Odds ratio and 95% confidence interval for percentage of pedigree errors
stratified by the origin and use of sire

Razmerje obetov 95 % interval zaupanja  p-vrednost

Domaci biki proti tujim bikom 4,391 2,386 8,083 0,0001
Osemenitve proti pripustom 2,929 0,712 12,053 0,1365

Na delez napak v poreklu je statisticno znacilno vplival izvor bika, nacin uporabe bika pa
ni bil statisti¢no znacilen (preglednica 11). Primerjava tveganj za Stevilo napak v poreklu je
pokazala, da so bile verjetnosti za napake med biki glede na izvor razli¢ne. Pri domacih
bikih je bilo statisticno znacilno ve¢ napak v poreklu potomk glede na tuje bike. Domaci

biki so imeli kar 4,391 krat vecji obet za napake v poreklu potomk v primerjavi s tujimi
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biki. Razlik v nacinu uporabe bika nismo potrdili zaradi premajhnega Stevila opazovanj, saj

sta bili v vseh letih le dve ovrZeni porekli potomk bikov v pripustu.

4.3 POPULACIISKA ANALIZA

Vse pasme in krizanke (preglednica 12) so se med seboj genetsko razlikovale, saj so vse
Fst vrednosti (Weir in Cockerham, 1984) statisti¢no znacilne (p<0,001). Povpre¢na Fst
vrednost ¢istih pasem je bila 0,084, vklju¢no s krizankami lisaste pasme z RH in MB pa
0,064. Najmanjsa vrednost (0,0053) je bila med lisasto pasmo in krizankami lisaste pasme

z RH in MB, najvec¢ja vrednost (0,0953) pa med rjavo in lisasto pasmo.

Preglednica 12: Vrednost parnih primerjav med pasmami/krizanji na osnovi dvanajstih
mikrosatelitnih oznacevalcev (nad diagonalo) in statisti¢na znacilnost vrednosti Fst

(pod diagonalo)

Table 12: Pairwise Fst values between breeds/crosses on the basis of twelve microsatellite
markers (above diagonal) and statistical significance for Fst values (below the
diagonal)

Pasma / krizanje Crno-bela  Lisasta Rjava Kriz. lisaste
pasme z RH in
MB
Crno-bela - 0,0756 0,0807 0,0500
Lisasta p<0,001 - 0,0953 0,0053
Rjava p<0,001  p<0,001 - 0,0768

Kriz. lisaste pasme zRHIinMB  p<0,001  p<0,001  p<0,001 -

Maudet in sod. (2002) so v $tudiji na sedmih pasmah govedi izra¢unali povpre¢no vrednost
Fst 0,08 (najvecjo 0,112 med pasmama holstajn in abondance, najmanjso 0,043 pa med

pasmama montbéliarde in villard).

Vse pasme so bile v Hardy-Weinbergovem ravnotezju (HWE) (preglednica 13). Opazena
heterozigotnost (Ho), ki je merilo genetske variabilnosti populacije, je bila najmanjsa pri
rjavi pasmi (0,703), pri drugih pasmah pa je bila vrednost nekoliko ve¢ja (od 0,720 do
0,736) (preglednica 13). Tudi povprecno Stevilo alelov na lokus je bilo najmanjse pri rjavi
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pasmi (7,2), zato jo lahko ozna¢imo kot genetsko najmanj pestro izmed treh proucevanih

pasem. Najvecje povpreéno Stevilo alelov na lokus smo nasli pri lisasti pasmi (9,6).

Preglednica 13: Parametri genetske pestrosti na podlagi mikrosatelitnih oznacevalcev

Table 13: Genetic diversity indices based on microsatellite markers

Pasma/krizanje N He£SO Ho£SO A£SO Fis
Rjava 168 0,703+0,095 0,705+0,098 7,2+2,5 -0,002
Lisasta 548 0,720+0,088 0,725+0,091 9,6+£3,1  -0,007
Kriz. lisaste pasme z RH in MB 195 0,736+0,087 0,732+0,094 9,2+3,4 0,005
Crno-bela 563 0,733+0,092 0,732+0,093 9,5+3,8 0,002

N: stevilo zivali; Hg: pri¢akovana heterozigotnost v populaciji; SO: standardni odklon; H,: opaZena
heterozigotnost; A: povprecno Stevilo alelov na lokus; Fis: koeficient parjenja v sorodstvu — vrednosti ne
odstopajo statisti¢no znacilno od HWE (P<0,001)

N: number of individuals; He: expected heterozygosity in the population; SD: standard deviation; Ho:
observed heterozygosity; A: average number of alleles per loci; Fs: inbreeding coefficient — values showed
no statistically significant deviations from HWE (P<0.001)

44  GENETSKA STRUKTURA POPULACHIE GOVEDA V SLOVENUI

Z metodo AK, kot so jo opisali Evanno in sod. (2005), smo dolo¢ili modalno vrednost
statistike K=3, ki se ujema s tremi glavnimi pasmami: ¢rno-belo, lisasto in rjavo (slika 7).
Na sliki 8 razlicne barve predstavljajo razlicne izvorne genetske skupine. Vsak stolpec
predstavlja posameznika, katerega genetski ustroj je pojasnjen z deleZzem (q) posamezne
izvorne skupine. Krizanke lisaste pasme z RH in MB ne oblikujejo svoje genetske skupine

in so najbolj podobne lisasti pasmi, z ve¢jim delezem primesi ¢rno-bele pasme.
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Slika 7: Graf AK vrednosti pri posameznih K vrednostih po metodi, ki So jo opisali
Evanno in sod. (2005), dolo¢a najverjetnejsi K=3

Figure 7: Graph AK values for each K value according to the method described by Evanno
et al. (2005) provides the most likely K=3

Program STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) doloci delez zastopanosti (q) posamezne
izvorne populacije (K) za vsakega posameznika. Telicke so pretezno pripadale izvorni
pasemski skupini (opredeljena kot g>0,5), ki so ji tudi dejansko pripadale glede na
rodovniske podatke (in posledi¢no tudi glede na fenotip), le nekaj je bilo odstopanj. Pri
¢rno-beli pasmi je bilo 11 telick opredeljenih kot lisaste pasme in tri kot rjave pasme
(skupno 98 % opredeljenin z dejansko pasmo). Pri lisasti pasmi so bile 4 telicke
opredeljene kot ¢rno-bela pasma in ena kot rjava pasma (skupaj 99 % opredeljenih z
ustrezno pasmo). Vse telicke rjave pasme so tudi po genotipu ustrezale rjavi pasmi.
Krizanke lisaste pasme z RH in MB je v najvecji meri sestavljal genotip lisaste pasme (165
osebkov), manj ¢rno-bele pasme (23), najmanj pa rjave (1), medtem ko 6 krizank lisaste
pasme z RH in MB ni imelo ve¢jega vpliva katerekoli od treh izvornih pasem s g>0,5
(slika 8). To je posledica pogoja, da imajo krizanke lisaste pasme z RH in MB v svoji
pasemski sestavi lahko, poleg lisaste pasme, od 14 % do 86 % pasme rdeci holstajn in/ali

montbeliard.
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Najbolj verjetno Stevilo skupin (K=3) temelji na metodi AK (Evanno in sod., 2005). Razli¢ne barve predstavljajo razli¢ne izvorne genetske skupine. Vsak stolpec
predstavlja posameznika, katerega genetski ustroj je pojasnjen z delezem (q) posamezne izvorne skupine.

The most probable number of clusters (K=3) is based on AK method (Evanno et al., 2005). A different color represents different genetic groups or clusters. Each
column represents an individual and the amount of a given color in a column reflects the relative contribution (q) of a given cluster to its genetic makeup.

Slika 8: Ocenjena struktura populacije nakljucno izbranih telick, kot izhaja iz programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) na
podlagi podatkov mikrosatelitnih oznacevalcev

Figure 8: Estimated population structure as inferred by the STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) analysis of the microsatellite markers
data
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45  DOLOCITVENI TEST

Neposredni test, ki so ga opisali Paetkau in sod. (1995), omogoc¢a pravilno
razporeditev 98,2 % do 100 % posameznikov glede na njihovo pasmo z uporabo 12
mikrosatelitnih lokusov na treh pasmah goveda (lisasta, ¢rno-bela in rjava). Najvecjo
uspesnost (100 %) smo dobili pri rjavi pasmi (preglednica 14), kjer so bile vse telicke
prepoznane kot rjave. Krizanke lisaste pasme z RH in MB so bile razvr$¢ene v lisasto
(83,6 %), ¢rno-belo (14,9 %) in rjavo (1,5 %) pasmo. Tako razvrstitev smo pric¢akovali
na osnovi predhodne analize s programom STRUCTURE (Pritchard et al., 2000).

Preglednica 14: Rezultati dolo¢itvenih testov glede na pristop

Table 14: Breed assignment test results in relation to the approach

DeleZ posameznikov z ustrezno pasmo (%)

a) Paetkau in b) Cournet in sod.

Izvorna Pripadajoca sod. (1995) (1999)
pasma/krizanje  pasma/krizanje p<0,05 p<0,01 p<0,005
Rjava Rjava 100,0 66,7 59,3 44,6
Lisasta Lisasta 98,5 81,4 70,4 58,8
Crno-bela Crno-bela 98,2 812 746 618

Rjava 1,5 0,0 0,0 0,0
Krizanke lisaste ]
pasme zRH in  Lisasta 83,6 53,8 46,2 35,4
MB Crno-bela 14,9 6,7 6,2 41

a) neposredni test in b) test izkljucitve na podlagi simulacije
a) direct approach and b) exclusion-simulation approach

S testom izkljucitve na podlagi simulacije, ki temelji na Bayesovem principu
(Cournet in sod., 1999), smo posamezni teli¢ki pravilno dodelili izvorno populacijo
(pasmo) glede na razli¢ne pragove zaupanja. Pri p<0,05 smo pravilno dolocili 81,4 %
telick lisaste pasme in 81,2 % telick ¢rno-bele pasme (preglednica 14). Pri rjavi pasmi
smo bili manj uspesni, saj smo pravilno dodelili izvorno populacijo 66,7 % telickam.
Pri podrobnem pregledu zivali, ki v tem delu ni prikazano, smo ugotovili, da so bile

telicke rjave pasme, ki so imele velik delez ameriske rjave pasme, pogosto razvrs¢ene
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V rjavo in v ¢rno-belo pasmo hkrati. To pa je bil razlog, da so bile izkljuCene iz
skupine rjavih in posledi¢no je bil manjsi uspeh dolocCitvenega testa po tej metodi.
Krizanke lisaste pasme z RH in MB smo razvrstili v lisasto (53,8 %) in ¢rno-belo
(6,7 %). Nobene krizanke lisaste pasme z RH in MB nismo razvrstili med rjave, kar je
bilo v skladu z nasimi pri¢akovanji. Pri podrobnem pregledu Zzivali, ki v tem delu ni
zajeto, smo ugotovili, da so bile krizanke lisaste pasme z RH in MB, ki so imele velik
delez pasme rdeci holStajn v svoji pasemski sestavi, razvr§¢ene v skupino ¢rno-bele

pasme.

Pri mejni vrednosti p<0,005 smo lahko pravilno razvrstili le e 61,8 % telick ¢rno-bele
pasme, pri rjavi in lisasti pasmi pa je bila uspeSnost 44,6 % in 58,8 %
(preglednica 14). Metoda dolocitvenega testa in doloCena mejna vrednost praga
zaupanja je zelo vplivala na rezultat. Delez telick, ki jim je bila pasma pravilno
dodeljena, se je s poveCevanjem praga zaupanja zmanjSeval. Prednost tega pristopa
dolocitvenega testa je, da ne domneva, da je populacija, Ki ji posamezna Zival pripada,

med vzorcenimi oziroma referenénimi populacijami.
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5 RAZPRAVA

5.1 NEUJEMANJA 'V POREKLIH

Ta Studija je pokazala, da kljub skrbi za natan¢no vodenje porekel pri teh Se vedno
prihaja do neujemanj. Ceprav moZnosti napak pri vzoréenju ne moremo povsem
izkljuciti, menimo, da je ve€ina neskladij posledica napak, ki smo jih v tem delu
navedli. Z opozarjanjem rejcev, osemenjevalnih centrov in kontrolorjev na napake in z
odpravljanjem teh napak lahko zagotavljamo zanesljivejse podatke o poreklu, kar je

razvidno tudi iz tega, da se delez neujeman;j iz leta v leto zmanjSuje.

5.1.1 Delez neujemanj v poreklih v Sloveniji v letih 2010-2014

Pri¢akovan delez neujemanj v nasi populaciji je bil na podlagi primerjave s tujimi viri
med 10 % in 15 %. Rezultati kazejo, da je bil v populaciji goveda v kontroli porekla in
prireje v Sloveniji v letih 2010—2014 skupni deleZ neujemanj (oce, mati, oba starsa)
11,6 %. Od leta 2010 do 2014 se je delez neujemanj zmanjseval (od 15,5 % na 8,4 %),
kljub temu da so bile v letih 2012, 2013 in 2014 v naklju¢nem izboru zajete Zivali z
vecjim tveganjem za ovrZzeno poreklo. IzboljSanje rezultatov in povecano skrb za
to¢nost podatkov lahko pripiSemo uvedbi nakljucnega preverjanja porekla in razkritju

kljuénih napak, zaradi katerih je prihajalo do sistemati¢nih neskladij.

Med pasmami smo pricakovali razlike. Delez neujemanj je bil najvecji pri lisasti
pasmi (16,7 %), sledile so krizanke lisaste pasme z RH in MB (9,2 %), med ¢rno-belo
pasmo (8,3 %) in rjavo pasmo (5,6 %) pa nismo ugotovili statisti¢no znacilnih razlik.
Glede na pasmo smo pri¢akovali, da bo pri teliCkah lisaste pasme vecji delez
neujemanj zaradi neujemanja z oceti, saj se domaci biki uporabljajo tudi za pripuste,
ki so nadzorovani v man;j$i meri kot osemenitve. Izkazalo se je, da je bilo pri lisasti
pasmi res najve¢ neujemanj v poreklu in da so bila neujemanja predvsem na racun
oCetov. Glavni vzrok neujemanj niso bili nenadzorovani pripusti, kot smo
predvidevali, ampak je Slo predvsem za napake pri pakiranju semena posameznih
bikov na osemenjevalnem centru. Med ¢rno-belo in rjavo pasmo nismo pricakovali

razlik, saj je vecina zivali obeh pasem v mle¢ni usmeritvi, kar pomeni, da na kmetijah



Opara A. Preverjanje porekla in dolo¢anje genetske pripadnosti osebkov trem ... goveda v Sloveniji.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

veéinoma ni prisotnih spolno zrelih bikov pitancev. Glede na to, da smo po letu 2012
zaceli natancneje preverjati reje, v katerih so neujemanja bolj verjetna (v izboru smo
se bolj osredotocili na reje, kjer rejci osemenjujejo sami in na reje, kjer je moznost
zamenjave teli¢ke po rojstvu vecja), se odstotek neujeman;j pri ¢rno-beli in rjavi pasmi

pricakovano ni zmanjsSeval tekom let, ampak je ostal na podobnem delezu.

Pri¢akovali smo velike razlike v delezu neujemanj z oceti in vV delezu neujemanj z
materami, saj je znano, da je identiteta oeta pogosteje vprasljiva kot identiteta matere.
V poreklih, kjer se neujemanje pojavlja pri obeh starSih hkrati, je lahko priSlo do
zamenjave teleta ob rojstvu oziroma je bilo tele pripisano napacéni kravi, zato smo Se
po letu 2014 v naklju¢nem izboru pri preverjanju porekla bolj osredoto¢ili na velike
reje, kjer je moznost zamenjave po materini strani veéja. V teh primerih ni bilo mo¢

izkljuciti moznosti, da je kontrolor/-ka vzel/-a vzorec napacnemu teletu.

V primerih, ko krave telijo v skupinskem boksu v krajsem ¢asovnem obdobju, je
véasih nemogoce ugotoviti, kateri kravi pripada tele. Ta moznost obstaja prav tako v
vezani reji, kjer se novorojeno tele lahko »prisesa« drugi kravi, ki je telila v istem
dnevu ali celo v obdobju nekaj dni. Ugotovili smo, da so pogoste tudi zamenjave telet,
ki so rojena v obdobju do enega tedna. Imetnik govedi (rejec) je dolzan poskrbeti za
pravocasno oznacitev telet na rojstnem gospodarstvu. Tele mora biti oznaceno ¢im
prej po rojstvu oziroma pred premikom na drugo lokacijo, najkasneje pa do starosti 20
dni. Najkasneje v sedmih dneh od oznacitve mora imetnik registrirati tele v Centralni
register govedi (CRG) ter vpisati rojstvo v Register govedi na gospodarstvu (RGG)
(UL RS, 2003b). Ker se pogoste zamenjave zgodijo v obdobju prvega tedna po
rojstvu, sklepamo, da si rejci ne zapisujejo dovolj natancno, katero tele pripada kateri
kravi. V primeru, ko v ¢redi osemenjujejo krave z manj$im $tevilom bikov, je mozno,

da se oce kljub zamenjavi telicke, ki jo pripiSejo napacni kravi, ujema.

Pricakovali smo tudi razlike glede na nacin uporabe plemenskega bika
(osemenjevanje, pripust). Pri bikih v pripustu smo pricakovali vecji delez neujeman;j
kot pri bikih v osemenjevanju, ker je moznost nadzora manjSa v primerjavi z
osemenjevanjem. Z analizo porekel potomk bikov v pripustu smo hipotezo ovrgli, saj

razlike niso bile statisti¢no znacilne zaradi premajhnega Stevila opazovanj.
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Glede na izvor plemenskega bika nismo pricakovali razlik, saj naj bi se seme domacih
plemenskih bikov ne razlikovalo od semena uvozenih bikov. Z analizo smo ovrgli
zastavljeno hipotezo, saj je bil delez neujemanj v poreklih pri domacih bikih 4,391
veéji od deleza neujemanj pri tujih bikih (10,6 % proti 2,6 %). Razlike v pravilnosti
porekel med domacimi in tujimi plemenskimi biki lahko delno pripiSemo temu, da
rejci in osemenjevalci pri uporabi uvozenega semena z vec¢jo natancnostjo belezijo

osemenitve.

Na velik delez napak v poreklu potomk bikov v osemenjevanju ter na velik delez
napak v poreklu potomk domacih bikov v primerjavi s tujimi so v preu¢evanem
obdobju vplivale sistemati¢éne napake. Obrazlozene so v poglavju »Vzroki za velik
deleZ neujeman;j pri lisasti pasmi«, zato bi bilo smiselno analizo neujemanj v poreklu

glede na izvor in na¢in uporabe bika ponoviti v drugih ¢asovnih okvirih.

5.1.2 Delez neujemanj v poreklih v Sloveniji v primerjavi s tujimi viri

DeleZ neujemanj v poreklu goveda v Sloveniji v letih 2010—2014 pri vseh pasmah
skupaj (11,6 %) je bil primerljiv z rezultati preverjanj porekla v populacijah ¢rno-bele
pasme, kjer je bil delez neujeman;j 11,7 % v lzraelu (Weller in sod., 2004), 10,73 % na
Ceskem (Rehout in sod., 2006) ter 12 % do 15 % na Novi Zelandiji (Spelman, 2002;
cit. po Carolino in sod. 2009). V letu 2013 so bili v populaciji goveda v Sloveniji
rezultati bistveno boljsi (v povpre¢ju 8,4 % neujemanj) od rezultatov, ki jih navajajo
omenjeni raziskovalci. Pri posamezni pasmi (5,6 % pri rjavi) smo dosegli raven
neujemanj, ki je primerljiva z odstotkom neujemanj v poreklih pri ¢rno-beli pasmi v
Turéiji (4,7 %) (Ozkan in sod., 2009).

Pri primerjavi rezultatov preverjanja porekla z drugimi S$tudijami je bilo treba
UpoStevati lastnosti vzoréne populacije. Testi v razlicnih populacijah kazejo delez
neujemanj od 4,7 % v Tur¢iji (Ozkan in sod., 2009) do 35 % v Iranu (Hashemi in sod.,
2013) oziroma celo 36 % pri pasmi gir v Braziliji (Baron in sod., 2002). Tu gre poleg
razlik v heterogenosti populacije tudi za razlike v kriterijih vrednotenja rezultatov. V
testu pasme gir, kjer je bil odstotek neujemanj 36 % (Baron in sod., 2002), so poreklo

ovrgli ze na podlagi neujemanja na enem mikrosatelitnem lokusu. Drugi raziskovalci
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(Visscher in sod., 2002) so ugotovili veliko neujemanj pri oznacevalcu TGLAS3 in ga
izloc¢ili iz analize. Oznacevalec je znan kot zelo polimorfen in ima tudi v nasi Studiji

najvisjo oceno za verjetnost izkljucitve.

V nasih rezultatih, ki se nanasajo na potomke iz pripusta, smo prav tako kot Carolino
in sod. (2009) dobili vecji odstotek neujemanj z materami v primerjavi z oceti v
pripustu. Carolino in sod. (2009) so pri mesnih pasmah na Portugalskem, ki so rejene
v ekstenzivnih pogojih in kjer prevladuje pripust, ocenili najvecji deleZ neujemanj
zaradi napacno zabelezenih mater (14 %), sledili so neustrezni ocetje (7 %) in
neustrezna oba starSa (2 %). lzvor neujemanj so pripisali predvsem neustreznemu
evidentiranju telitev, na drugem mestu pa so bila neujemanja zaradi napacno

dolocenega oceta, ker je bilo v ¢redi hkrati prisotnih ve¢ plemenskih bikov.

5.1.3 Vzroki za velik deleZ neujemanj pri lisasti pasmi

Velik delez neujemanj v poreklih v letih 2010 in 2011 je bil predvsem na racun bikov
lisaste pasme. V osemenjevalnem centru A pridobivajo le seme mladih bikov lisaste
pasme, ki je namenjeno testiranju, potem pa jih uhlevijo v osemenjevalni center B,
kjer se vrsi distribucija semena ze testiranih bikov in deloma tudi mladih bikov (Logar

in Opara, 2011).

Z raziskavo, ki smo jo opravili v letu 2012, smo ugotovili razlog za velik odstotek
neujemanj podatkov v poreklu pri lisasti pasmi in krizankah lisaste pasme z RH in
MB. Logar (2013) je ugotovila, da je §lo za napake v osemenjevalnem centu A,
najverjetneje pri odvzemu semena v tem osemenjevalnem centru, v obdobju
2008-2010. To smo ugotovili iz analize porekel po ocetih, kjer smo pri posameznih
plemenskih bikih ugotovili zelo velike deleze neujemanj s potomkami. Zelo je izstopal
plemenski bik LS I (za namen naloge je uvedena interna oznaka), ki je imel najvec
(83 %) neujemanj s potomkami. Pri ponovni analizi iz drugega vzorca semena tega
bika, pridobljenega na isti lokaciji, se rezultati niso ujemali z rezultati prvega vzorca
semena. Pridobili smo Se vzorec njegove dlake in semena, pridobljenega na
osemenjevalnem centru B. Rezultati teh dveh vzorcev so bili identi¢ni rezultatom za

drugi vzorec semena iz osemenjevalnega centra A. S temi ugotovitvami smo potrdili
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domnevo, da je na distribucijskem centru A prislo do obc¢asnih zamenjav bikov in

posledi¢no za napako pri pakiranju semena (Logar, 2013).

V pomo¢ nam je bil primer v ¢redi, kjer je bilo pri treh potomkah sporno ocetovstvo s
plemenskim bikom LS 1I. Vse slamice so bile iz iste serije, kar pomeni, da so bile
odvzete isti dan (Logar, 2013). Poreklo vseh treh potomk se je ujemalo z bikom LS
I11, vse tri potomke pa so imele tudi znane podatke o materah, ki so zagotavljale Se
vecjo zanesljivost testa. S pomocjo Stevilke o seriji semena in premikov smo ugotovili,
da sta bila bika sofasno prisotna na osemenjevalnem centru A in da je bilo socasno

uhlevljenih Se vec bikov, z ve¢jim Stevilom neujemanj s potomkami.

Pri plemenskem biku LS IV smo s pomo¢jo mikrosatelitnih oznacevalcev ugotovili
prisotnost semena ve¢ kot enega bika v eni slamici, oziroma t. i. meSano seme. Zal se
na potrdila o osemenitvi krav pogosto ne vpisuje serij semena (ali pa zapis ni
pravilen), zato je sledenje semenu prakticno nemogoce in je moznost ugotavljanja
pravega starSa zelo majhna. S pomocjo poizvedbe v programskem jeziku SQL lahko
vsakemu potomcu, ki ima podatke o genotipu, najdemo nabor ustreznih ocetov, ki je
ob pogoju, da poznamo mater (ki se s potomcem ujema), toliko oZji. Za potrjevanje
starSevstva to zal ni dovolj, obstajati mora Se dodaten dokaz, kot je na primer
shranjena slamica ali zapis na osemenjevalnem listku (v primeru dvojnih osemenitev
ali napacno prepisanega imena ali Stevilke bika). Rejcem priporocamo shranjevanje

praznih slamic po osemenitvi pri vsaki kravi v ¢redi.

5.2  POPULACISKA ANALIZA

Slovenska populacija ¢rno-bele pasme z opazeno heterozigotnostjo 0,73 in
povpre¢nim Stevilom alelov na lokus 9,5 je bila primerljiva s populacijo ¢rno-bele
pasme na Nizozemskem (Ho=0,72) (van de Goor in sod., 2011), povprec¢no Stevilo
alelov na lokus pa je bilo v njihovi populaciji nekoliko manjse (7,8). Populacijske
parametre so ocenjevali z enakim nizom mikrosatelitnih lokusov kot v nasi Studiji,
vzoréne zivali pa niso bile naklju¢no izbrane iz populacije. Opazena heterozigotnost
pri drugih pasmah iz Studije na Nizozemskem je bila med 0,55 in 0,75, povpre¢no

Stevilo alelov na lokus pa med 4,3 in 9,3. Sim¢i¢ in sod. (2008) so v populaciji
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cikastega goveda v Sloveniji dolo¢ili opazeno heterozigotnost, ki je bila manjSa pri
ciki (0,74) v primerjavi z buso (0,78). Parametre genetske pestrosti so (Sim¢i¢ in sod.,
2013) ocenjevali tudi loceno glede na tip cikastega goveda (cikasti, delno cikasti in
pincgavski tip) in dobili vrednosti za opazeno heterozigotnost, ki so bile pri cikasti in
delno cikasti pasmi man;jsi (0,70 in 0,67) od Ho v nasi $tudiji in pri pincgavskem tipu
veéje (0,76) od vrednosti v na$i Studiji. S primerjavo opazene in pri¢akovane
heterozigotnosti smo dolo¢ili tudi, da je populacija v ravnotezju. To pomeni, da

proucevane pasme ohranjajo obstojeco genetsko pestrost.

53  DOLOCITVENI TESTI

Van de Goor in sod. (2011) porocajo, da je uspe$nost doloCitvenega testa po
Bayesovem prostopu, ki so jo dobili v S$tudiji na 20 pasmah govedi s 16
mikrosatelitnimi lokusi, zagotavljala dovolj informacij za forenzi¢ne analize pri
nekaterih izmed prouc¢evanih pasem. Med njimi je bila tudi hol$tajnska pasma, niso pa
analizirali rjave in lisaste pasme. Pasemsko pripadnost so v povpreéju pravilno
dolo¢ili 88,2 % osebkom.

V nasem delu smo pri¢akovali, da se bodo glavne pasme govedi (rjava, lisasta in ¢rno-
bela) v Sloveniji med seboj genetsko razlikovale in da se bo doloc¢evanje pasme na
osnovi mikrosatelitov izkazalo za uspe$no. V skladu z nasimi pri¢akovanji je genetska
struktura populacije s programom STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) sovpadala s
pasemsko strukturo iz podatkov o poreklu goveda. S programom GeneClass2 (Piry in
sod., 2004) smo uspesno doloc¢ili pripadnost zivali posamezne pasme na podlagi
genotipa. Ker so se preucevane Ciste pasme pri uporabljenih 12 oznacevalcih med
seboj dovolj genetsko razlikovale (Fst med 0,075-0,095), smo lahko dosegli zelo
dobre rezultate dolocCitvenega testa, vendar je bila zanesljivost doloCitvenega testa
nekoliko premajhna. V nasi populaciji bi bilo smotrno uporabiti razsirjen niz 16
mikrosatelitov, ki ga predlagajo van de Goor in sod. (2011), da bi izboljsali

zanesljivost dolocitvenega testa za forenzi¢ne namene.

Dalvit in sod. (2008a) so z izbranim nizom oznacevalcev dosegli zelo dobre rezultate

dolocitvenega testa, celo samo s Sestimi oznacevalci, vendar je bila zanesljivost
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dolocCitvenega testa nezadovoljiva. Raziskave kazejo, da ¢e Zelimo razlikovati med
zelo sorodnimi pasmami, se moramo osredotoCiti na odkrivanje oznacevalcev, ki

omogocajo odkrivanje prisotnosti privatnih alelov (Dalvit in sod., 2008a).

Podobne rezultate, kot smo jih dobili v nasi $tudiji, so dobili tudi Maudet in sod.
(2002), ki so pri sedmih francoskih pasmah goveda in ene tuje (holstajn) z
neposrednim testom (Paetkau in sod., 1995) na 23 mikrosatelitnih lokusih uspesno
dolo¢ili pasmo posamezni zivali z verjetnostjo med 92,7 % pri pasmi abondance in
100 % pri pasmi hol$tajn. Pasma holStajn je bila genetsko najbolj razli€na od ostalih
pasem, zato so bili rezultati dolo¢itvenega testa pri tej pasmi najboljsi. S testom
izkljuc¢itve na podlagi simulacije (Cournet in sod., 1999) so lahko posamezni Zzivali
dodelili izvorno populacijo (pasmo) glede na razli¢ne pragove zaupanja. Pri p<0,05 so
pravilno dolo¢ili od 51,6 % zivali pasme villard de lans in do 90,2 % Zivali pasme
hol$tajn. Pri vi§ji ravni zanesljivosti se je uspe$nost doloCevanja pasme posameznega

osebka zmanjsevala in je bila pri p<0,001 glede na pasmo med 6,5 % in 78,4 %.

Dalvit in sod. (2008a) so z uporabo 21 mikrosatelitnih lokusov pri $tirih pasmah
italijanskega goveda (chianina, marchigiana, romagnola in piemontese) po metodi
najvecje verjetnosti (brez p-vrednosti) dolo¢ili pasmo posameznega osebka z
uspesnostjo med 83,3% in 100 %. Z metodo dolocitvenega testa, ki temelji na
Bayesovem principu, pri p<0,01 ni bila nobenemu osebku pravilno dolo¢ena pasma,
pri p<0,1 pa je bilo pravilno dolocenih zgolj 52,5 % osebkov. Slab rezultat
dolocitvenega testa je bil predvsem posledica majhnega genetskega razlikovanja med

pasmami (Fst=0,049).

54  KAKSNE MOZNOSTI NAM PONUJAJO REZULTATI GENOTIPIZACIE
Z MIKROSATELITI NA PODROCJU GOVEDOREJE

V skladu z zakonodajo EU (uredbi ES 1760/2000 in 1825/2000) morajo nosilci
dejavnosti in organizacije, ki trzijo goveje meso, na etiketi dodatno navesti podatke o
poreklu, zlasti kje se je zival ali so se zivali, iz katerih izhaja goveje meso, rodile,

pitale in zaklale. 1zbrani niz oznacevalcev se lahko uporablja za sledljivost zivali ali
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zivalskih proizvodov, npr. Klavni kosi, zarodki, seme, vzorci mleka od posamezne
zivali. Poleg sledljivosti posamezne Zivali je potrditev pasme posebnega pomena pri
tradicionalnih mesnih in mlecnih izdelkih, ki so proizvod ve¢ kot ene zivali iste
pasme. Na primer mleko ve¢jega Stevila krav doloGene pasme Se uporablja za
proizvodnjo sira. Mogoce je izracunati frekvence alelov iz skupnega vzorca DNA
(Schnack in sod., 2004) in jih primerjati z znanimi frekvencami alelov pasme. Tak
preizkus bi omogocil spremljanje porekla zascitenih tradicionalnih Zivilskih

proizvodov.

55  PRICAKOVANI PRISPEVEK MAGISTRSKE NALOGE K RAZVOJU
GOVEDOREJE

Pricakujemo, da se bodo pozitivni ucinki natanéno vodenega porekla odrazali na
uspeSnejSem selekcijskem delu, to je vecjem genetskem napredku, pri ¢emer je
pomemben prispevek dela tudi v nadzoru nad inbridingom in prepre¢evanjem parjenja
v ozjem sorodstvu. Rezultati genotipizacije, ki smo jih pridobili za potrebe preverjanja
porekla, nam bodo omogocili izraCunavanje Se drugih populacijskih parametrov, kot
sta efektivna velikost populacije in povpre¢ni generacijski interval. Omogo¢ili nam
bodo primerjalne S$tudije med razlicnimi pasmami in populacijami goveda za
ugotavljanje filogenetskih odnosov in za potrebe ohranjanja genetskih virov ter

spremljanja pasemske sestave.
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6

SKLEPI

V populaciji goveda v kontroli porekla in prireje v Sloveniji v letih 2010—-2014
je bil skupni delez neujemanj (oCe, mati, oba starSa) v skladu z naSimi
pri¢akovanji (11,6 %). Kot smo pri¢akovali, je bil najveéji odstotek neujemanj
v podatkih o poreklu telick lisaste pasme (16,7 %), kjer smo ugotovili znacilen
trend zmanjSevanja ovrzenih porekel za 0,704 na leto. Med telickami rjave in
¢rno-bele pasme ni bilo statisticno znacilnih razlik v skupnem delezu

neujeman;j.

Delez neujemanj z o€eti je bil 11,6 krat veéji od deleza neujemanj z materami.

Analiza rezultatov preverjanja porekla glede na nadin uporabe bikov je
pokazala, da med oceti, ki so bili v pripustu, in oceti v osemenjevanju ni

statistiéno znacilnih razlik.

Analiza rezultatov preverjanja porekla glede na izvor plemenskih bikov je
pokazala, da je bilo pri uvozenih bikih 4,391-krat manj neujemanj glede na

domace plemenske bike.

Z analizo s programom STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) smo pojasnili
genetsko strukturo populacije s tremi skupinami, ki ustrezajo trem pasmam
(¢rno-bela, lisasta in rjava), genetski ustroj krizank lisaste pasme z RH in MB

pa je ustrezal lisasti pasmi z manj§im delezem ¢rno-bele pasme.

S programom GeneClass2 (Piry in sod., 2004) smo lahko z dolo¢itvenim
testom z najmanj 98,2 % uspesnostjo dolocili pasemsko pripadnost
Cistopasemskih telick na podlagi podatkov izbranega niza mikrosatelitnih
oznacevalcev. S testom izkljucitve na podlagi simulacije pa je bila najvecja

uspesnost 81,4 % in se je s poveCevanjem ravni zanesljivosti zmanjSevala.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1  POVZETEK

Pri govedu je preverjanje porekla z uporabo molekularnogenetskih oznacevalcev
pomembno predvsem zaradi ekonomske vrednosti plemenskih zivali in nacina
testiranja zivali, kjer lastnosti bikov ocenjujemo na podlagi velikega Stevila potomk.
Napake v rodovniku vodijo v napake pri oceni plemenskih vrednosti, pri ¢emer je

lahko negativna posledica tudi parjenje v ozjem sorodstvu.

Dolo¢ili smo genotipe 3404 nakljuc¢no izbranih teli¢k in njihovih starsev z nizom 12
mikrosatelitnih oznacevalcev. DNA teli¢k in njihovih mater smo izolirali iz dla¢nih
mesickov, DNK ocetov pa iz vzorcev semena in dlake. Analizo dolzin mikrosatelitov
smo izvedli z genetskim analizatorjem ABI3130xl z uporabo GeneMapper
programske opreme. Mikrosateliti, ki smo jih v naSem delu uporabili, so bili pri vseh
pasmah visoko polimorfni in so imeli v povpreéju od 7,2 do 9,6 alelov na lokus.
Zbrane podatke smo obdelali z modelom logisti¢ne regresije s proceduro LOGISTIC,
kot optimizacijsko metodo smo uporabili Newton-Raphson. Analize smo izvedli s
statisticnim paketom SAS/STAT (SAS Institute Inc., 2011).

Najvedji delez neujemanj v poreklu v obdobju od 2010 do 2014 je bil pri lisasti pasmi
(16,7 %), najmanjsi pa pri rjavi pasmi (5,6 %). Pri lisasti pasmi je bil statisticno
znacilen trend zmanjSevanja Stevila napak v poreklu po letih za faktor 0,704, pri
krizankah lisaste pasme z RH in MB pa za 0,780. Pri rjavi in ¢rno-beli pasmi nismo
zaznali spreminjanja verjetnosti ovrZzenega porekla po letih, vendar je bil pri teh dveh
pasmah delez ovrzenih porekel ves ¢as pod 10 %. Najvecje razlike v verjetnosti, da je
bilo poreklo ovrzeno, so bile med lisasto in rjavo pasmo ter lisasto in ¢rno-belo pasmo
v letih 2010, 2011 in 2012. Lisasta pasma je imela v letu 2010 kar 6,854-krat vec;ji
obet za napake v poreklu v primerjavi z rjavo pasmo in 3,998-krat vecji obet za
napake glede na ¢rno-belo pasmo. Velik delez neujemanj pri lisasti pasmi lahko
pripiSemo mladim bikom, ki so bili na odvzemu semena v osemenjevalnem centru A v
obdobju 2008—-2010. V skladu z nasimi pri¢akovanji je bilo med podatki o ocetovstvih

ve¢ neujeman;j kot podatki o materinstvih. Med oceti, Ki so bili v pripustu, in oceti v
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osemenjevanju ni bilo statisti¢cno znacilnih razlik v pravilnosti porekla potomk. Pri
uvozenih plemenskih biki je bilo 4,391-krat manj neujemanj s potomkami glede na

domace plemenske bike.

Z analizo, izvedeno s programom STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), smo pojasnili
genetsko strukturo 1474 telick s predpostavko treh skupin, ki ustrezajo trem pasmam
(¢rno-bela, lisasta in rjava), genetski ustroj krizank lisaste pasme z RH in MB pa je
ustrezal lisasti pasmi z manjSim delezem ¢rno-bele pasme. Glavne pasme goveda
(rjava, lisasta in ¢rno-bela) v Sloveniji so se med seboj genetsko razlikovale (Fst med
0,0756—0,0953). Na podlagi genotipov smo z neposrednim doloCitvenim testom z
racunalniskim programom GeneClass2 (Piry in sod., 2004) ve¢ kot 98,2 %
Cistopasemskih teli¢k uvrstili v pasmo, ki ustreza rodovniku in fenotipu. S testom
izklju¢itve na podlagi simulacije, pa smo 81,4 % telick lisaste pasme in 81,2 % telick
¢rno-bele pasme (p<0,05) uvrstili v pasmo, ki ustreza rodovniku in fenotipu, pri cemer
smo jih izkljucili iz vseh drugih pasem (populacij). V nasi populaciji bi bilo smotrno
preveriti tudi razSirjen niz 16 mikrosatelitov, da bi izboljsali zanesljivost

dolocitvenega testa.

Zaklju¢imo lahko, da je bil z uvedbo nakljucnega preverjanja porekla pri govedu v
Sloveniji narejen pomemben korak Kk izboljsanju kakovosti dela na podro¢ju

rodovnistva.
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7.2  SUMMARY

Pedigree verification in cattle breeding using molecular genetic markers is important
primarily because breeding animals have high economic value and the testing method
for the bulls is progeny testing. Pedigree errors lead to errors in the estimation of
breeding values, which may also result in breeding between relatives.

The genotypes of 3,404 randomly selected female calves and their parents were
determined using a set of 12 ISAG microsatellite markers. The DNA of calves and
their mothers was isolated from the hair follicles, and the DNA of the sires was
isolated from semen samples and hair follicles. The length of microsatellites was
determined on genetic analyser ABI3130xI using GeneMapper software. The 12
microsatellites were polymorphic in all breeds and had from 7.2 to 9.6 alleles per
locus. Analysis of factors influencing pedigree errors was performed using a logistic
regression model with the LOGISTIC procedure in the statistical package SAS/STAT.

We found that the proportion of mismatches, which was the largest in the Simmental
breed (16.7 %), decreased by a factor of 0.704 over the years in the study. Compared
to the Brown breed, in 2010, Simmental had a 6.854x higher chance for pedigree
error, whereas, after 2012, there was no statistically significant difference in the
proportion of pedigree errors among different breeds and crosses. A large proportion
of mismatches within the Simmental breed can be attributed to the young bulls located
at insemination centre A in the period 2008-2010. There is no clear trend in the
reduction of discarded pedigrees over the years with Brown and Holstein breeds.
Nevertheless, they both have a share of discarded pedigrees consistently below 10 %.
As expected, the percentage of discrepancies was higher for paternity data than
maternity data. The exception was natural breeding where the calves’ mothers were
more often erroneously recorded as being the father. There were no significant
differences in pedigree errors between sires that were used for natural serviceand sires
that were used for artificial insemination. Imported breeding bulls had 4,391 times less
discrepancies with their offspring compared to domestic breeding bulls.

53



Opara A. Preverjanje porekla in dolo¢anje genetske pripadnosti osebkov trem ... goveda v Sloveniji.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Analysis performed using the STRUCTURE program (Pritchard et al., 2000) revealed
the genetic structure of 1,474 calves by setting up three groups corresponding to the
three breeds (Holstein, Simmental, and Brown). Genetic makeup of crossbreeds with
Simmental corresponded to the Simmental breed with a smaller proportion of the
Holstein breed. The three breeds of cattle (Holstein, Simmental, and Brown) in
Slovenia were identified as genetically differentiated (Fst between 0.076 and 0.095).
Results from the direct assignment test using the GeneClass2 (Piry in sod., 2004)
program revealed that, in purebreds, more than 98.2 % of animals were assigned to the
correct breed. The exclusion-simulation significance test correctly assigned 81.4 % of
Simmental calves and 81.2 % of Holstein calves (p <0.05) to the breed concordant
with their pedigree and phenotype data. Further on, the test excluded them from all
other breeds (populations). It would be prudent to use an expanded set of 16
microsatellites in our population in order to improve the reliability of the designation

test.

We conclude that an important step has been made with the introduction of random
verification of cattle pedigrees in Slovenia, resulting in improving the quality of work

in the field of pedigree records.
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