Sveuciliste u Zagrebu
AGRONOMSKI FAKULTET

Vesna Orehovacki

GENOMSKA ANALIZA POPULACIJA
HRVATSKE SARENE | ISTARSKE KOZE

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2025. godina



University in Zagreb
FACULTY OF AGRICULTURE

Vesna Orehovacki

GENOMICS ANALYSIS OF CROATIAN
SPOTTED GOAT AND ISTRIAN GOAT
POPULATIONS

DOCTORAL DISSERTATION

Zagreb, 2025.



SveuciliSte u Zagrebu
AGRONOMSKI FAKULTET

Vesna Orehovacki

GENOMSKA ANALIZA POPULACIJA
HRVATSKE SARENE | ISTARSKE KOZE

DOKTORSKI RAD

Mentor: prof. dr. sc. Vlatka Cubrié Curik

Zagreb, 2025.



University in Zagreb
FACULTY OF AGRICULTURE

Vesna Orehovacki

GENOMICS ANALYSIS OF CROATIAN
SPOTTED GOAT AND ISTRIAN GOAT
POPULATIONS

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisor: Prof. Vlatka Cubrié Curik, PhD

Zagreb, 2025.



Bibliografski podaci:

Znanstveno podrucje: BiotehniCke znanosti

Znanstveno polje: Poljoprivreda (Agronomija)

Znanstvena grana: Genetika i oplemenijivanje bilja, zivotinja i mikroorganizama

Institucija: SveudiliSte u Zagrebu Agronomski fakultet, Odsjek za animalne znanosti, Zavod
za opce stoCarstvo

Voditelj doktorskog rada: prof. dr. sc. Vlatka Cubri¢ Curik

Broj stranica: 136

Broj slika: 19

Broj tablica: 5

Broj priloga: 7

Broj literaturnih referenci: 378

Datum obrane doktorskog rada:
Sastav povjerenstva za obranu doktorskog rada:

1. prof. dr. sc. dr. h. c. Ino Curik

redoviti profesor u trajnom zvanju, Agronomski fakultet Sveucilista u Zagrebu
2. doc. dr. sc. Vladimir Brajkovi¢

docent, Agronomski fakultet Sveucilista u Zagrebu
3. prof. dr.sc. LuboS Vostry

associate professor, Czech University of Life Sciences Prague

Rad je pohranjen u:
Nacionalnoj i sveuciliSnoj knjiznici u Zagrebu, Ulica Hrvatske bratske zajednice 4 p.p.550,
10 000 Zagreb,

Knjiznici Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta, SvetoSimunska cesta 25, 10 000

Zagreb.

Tema rada prihvaéena je na sjednici Fakultetskog vije¢a Agronomskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu, odrzanoj dana 13. travnja 2021. godine, te odobrena na sjednici Senata

Sveucilista u Zagrebu, odrzanoj dana 8. lipnja 2021. godine.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Vesna Orehovacki, izjavljuiem da sam samostalno izradila doktorski rad pod naslovom:

GENOMSKA ANALIZA POPULACIJA HRVATSKE SARENE | ISTARSKE KOZE

Svojim potpisom jamé&im:

- da sam jedina autorica ovog doktorskog rada;

- da je doktorski rad izvorni rezultat mojega rada te da se u izradi nisam koristila drugim
izvorima osim onih koji su u njemu navedeni;

- da sam upoznata s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveugilista u Zagrebu (Cl. 19).

Zagreb, 25.kolovoza 2025. godine.

e

Vesna Orehovacki




Ocjena doktorskog rada
Doktorski rad je ocijenilo povjerenstvo u sastavu:
1. prof. dr. sc. dr. h. c. Ino Curik
redoviti profesor u trajnom zvanju, Agronomski fakultet Sveucilista u Zagrebu
2. doc. dr. sc. Vladimir Brajkovi¢
docent, Agronomski fakultet Sveucilista u Zagrebu
3. prof. dr. sc. Lubo$ Vostry

associate professor, Czech University of Life Sciences Prague



Informacije o mentorici
prof. dr. sc . Vlatka Cubri¢ Curik

Vlatka Cubrié¢ Curik rodena je 05. prosinca 1972. godine u Zagrebu. Diplomirala je 1998.
godine na smjeru "StoCarstvo" na Agronomskom fakultetu Sveudilista u Zagrebu. Tijekom
studija nagraden je Rektorovom i Dekanovom nagradom. Magistrirala je 2005. godine na
Agronomskom fakultetu Sveudilista u Zagrebu. Doktorat znanosti stekla je 2009. godine na
Agronomskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Kao mentor uspjedno vodi tri doktorata. Od
2022. godine je redovni profesor na Agronomskom fakultetu gdje predaje (voditelj)
"Animalnu genetiku", "Molekularnu genetiku" , "Strukturu i analizu animalnog genoma i
"Varijabilnost Y kromosoma i mtDNA". Autor ili koautor je u viSe od 60 znanstvenih radova
(40 radova indeksirano je u WOS core collection) od kojih su mnogi objavljeni u prestiZznim
Casopisima koji prou¢avanju nasljedivanja (Nature, Nature Ecology and Evolution, Trends
in Ecology and Evolution, PLoS One, Animal Genetics, Genetic Selection Evolution,
Frontiers in Genetics, Journal of Dairy Research, itd.). Recezent je u mnogim znanstvenim
Casopisima Od 2016. do 2019. voditelj je radnog paketa zavodskog projekta "Smart
Integration of Genetics with Sciences of the Past in Croatia: Minding and Mending the Gap"
("MendTheGap") koji je u pozivu H2020-TWINN-2015 (Twinning: Spreading excellence and
Widening Participation) bio najbolje rangirani projekt od ukupno 546 prihvaéenih projekata.
Suradnik je u nekoliko EU projekata. Od 2018 — 2023 voditelj je HRZZ projekta ANAGRAMS
(Primjena NGS metoda u procjeni genomske varijabilnosti prezivaca, IP-2018-01-8708) te
od 2023. projekta GAbridge (Premoscivanje disciplinarnog jaza: integracija animalne
genetike i arheologije u Hrvatskoj , IP-2022-10-8926). Operativno je vodila izgradnju
arheogeneti¢kog laboratorija Agronomskog fakulteta Sveucilita u Zagrebu ¢ija je izgradnja
zavrSila 30.04.2021 godine te je voditeljica Laboratorija za arheogenetiku Sveucilista u

Zagrebu.



Zahvala
Zelim izraziti najiskreniju zahvalnost svima koji su doprinijeli izradi ove disertacije.

Najprije zahvaljujem svojoj mentorici, prof. dr. sc. Viatki Cubri¢ Curik, na strpljenju, podrsci
i neizmjernom znanju koje je dijelila sa mnom. Vase smjernice i savjeti bili su neprocjenjivi
tijiekom cijelog istraZivackog procesa.

Posebnu zahvalu upudéujem prof. dr. sc. dr. h. c. Ini Curiku na iznimno korisnim
predavanjima te iscrpnim i jednostavnim objasnjenjem svega kompliciranog. Va$a stru¢nost
i posvecenost znacajno su doprinijeli kvaliteti ovog rada.

Zahvaljujem i dr. sc. Ivani Drzai¢ na beskrajnoj potpori i ohrabrenju, korisnim savjetima i
neprocjenjivoj prijateljskoj pomoci.

Zahvaljujem Ministarstvu poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva te Banci gena domacih
Zivotinja na ustupanju uzoraka.

Hvala i Slovak University Faculty of Agrobiology and Food Resources na ustuplienim
uzorcima.

Posebno zahvaljujem dr. sc. Mariu Shihabiju na pomoci u izracunu ROH-ova.

Najveca hvala mojim kéerima Petri Pomper, mag. ing. oecoing., univ. spec. oec. i Heleni
Orehovacki, mag. pharm. $to su me cijelo vrijeme podupirale u ostvarenju mojih ciljeva i §to
su shvatile da im mama nikad nece prestati uciti. Viktor ce jednog dana razumjeti.

Hvala mom suprugu Petru $to mi nije dozvolio da odustanem.

Posebno hvala Mariu Pomperu bacc. med. techn. i Armisu AliSicu bacc. ing. techn. inf. na
potpori i podrsci.

Zahvaljujem i kolegama iz Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva Romanu Jelenu,
mag. ing. agr., Tomislavu Andelicu, dr. med. vet., Krunoslavu Kopric¢u, dr. med. vet., Mariu
Tretinjaku, mag. ing. agr., Mateju Bol¢icu, mag. ing. agr. i Mladenu Peku, magq. ing. agr. na
razumijevanju i moralnoj podrsci.

Hvala i svim mojim prijateljima na potpori za koju nisu ni bili svjesni da su mi je dali.
I hvala mojoj mami.

| na kraju, veliko hvala dr. sc. Mati Caciéu koji je uvijek vjerovao u mene, poticao me za
korak unaprijed i beskrajno puta bio uz mene.

Hvala svima od srca.

Vesna Orehovacki



Sazetak

OcCuvanje bioloSke raznolikosti danas se prepoznaje kao jedan od klju¢nih izazova u
poljoprivredi i za$titi prirodnih resursa. Gubitak samo jedne pasmine predstavlja
nenadoknadivu i neprocjenjivu Stetu. Koze su zbog svoje prilagodljivosti, otpornosti i
sposobnosti prezivljavanja u nepovoljnim agroekoloskim uvjetima, osobito vazne za odrzivu
poljoprivredu. Hrvatsko je kozarstvo kroz povijest bilo izlozeno brojnim restrikcijama i
zabranama, a njihove se posljedice osjec¢aju i danas. Ova doktorska disertacija temelji se
na genomskoj analizi dviju izvornih pasmina koza u Republici Hrvatskoj — hrvatske Sarene
i istarske koze s ciliem cjelovitog uvida u njihov geneticki sastav i konzervacijski potencijal.
Pasmine su geografski odvojene, istarska obitava u Istri, dok se hrvatska Sarena koza
uzgaja na podruéju Velebita, Dinare, Kamesnice i Biokova. IstraZzivanje se temelji na
podatcima dobivenima genotipizacijom 32 uzorka hrvatske Sarene i 10 uzoraka istarske
koze koristenjem SNP ¢ipa (Goat_IGGC_65K), te njihovom usporedbom s dostupnim
genotipskim podatcima 55 europskih pasmina koza. Istrazivanjem geneti¢ke raznolikosti
utvrdeno je da su dvije hrvatske pasmine geneticki razliCite. Utvrdena je jasna diferencijacija
izmedu hrvatskih pasmina (Fst=0,045). Istarska koza bila je geneticki udaljenija od vecine
analiziranih pasmina u odnosu na hrvatsku 3arenu. Najmanje Fsrt vrijednosti hrvatska
Sarena koza pokazala je u odnosu na rumunjsku carpatian (0,011), a najve¢u s bezoarom
(0,113). Kod istarske koze najveéa genetiCka udaljenost takoder je zabiljeZzena u odnosu
na bezoar (0,144), a najmanja u odnosu na austrijsku styrian pied (0,043). Takve geneticke
udaljenosti i grupiranje hrvatskih koza u razliCite klastere potvrdili u rezultati analize glavnih
komponenti (PCA), Nei genetiCkih udaljenosti (Neighbour-Net mreza), procjene geneticke
strukture i razine mijeSanja (Admixture) kao i filogenetiCkog stabla (SplitsTree). Rezultati
analize unutar populacijskih odnosa pokazali su ve¢u opazenu heterozigotnost u odnosu
na o¢ekivanu i negativne vrijednosti Fis kod obje pasmine, $to ukazuje na manju srodnost
medu jedinkama i viSak heterozigota. ProsjeCne vrijednosti geneti¢kog inbridinga (Fron)
iznose 0,054 za hrvatsku Sarenu i 0,059 za istarsku kozu, dok je kod obje pasmine uocen
najveci udio inbridinga u kategoriji > 16 Mb, a najmanji u kategoriji 2—4 Mb. Trenutna
efektivna veli€ina populacije (Ne) procijenjena je na 477 za hrvatsku Sarenu te 27 za istarsku
kozu. Otkrivene su regije s jakim signalima selekcije (iHS) devet kod hrvatske Sarene koze
i pet kod istarske koze. Ove regije upucuju na lokalne prilagodbe i potencijalno korisne
varijacije. Promatrajuci u Sirem mediteranskom kontekstu, hrvatska Sarena koza grupirala
se s pasminama iz srednje i juzne Italije, Rumunjske i Gréke, dok se hrvatska istarska koza

pozicionirala blize kozama sjevernog Mediterana.

Kljuéne rijeci: hrvatske pasmine koza, genetitka raznolikost, struktura populacije,

konzervacijski status



Extended summary

The preservation of biological diversity is recognized as one of the key challenges in
agriculture and natural resource management. The loss of even a single breed represents
an irreplaceable and invaluable loss. Due to their adaptability, resilience, and ability to
survive in harsh agroecological conditions, goats are particularly important for sustainable
agriculture. In Croatia, goat farming has historically faced numerous restrictions and
prohibitions, the consequences of which remain evident today. This doctoral dissertation is
based on a genomic analysis of two indigenous Croatian goat breeds — the Croatian spotted
and the Istrian goat — with the aim of providing insight into their genetic composition and
conservation potential. The breeds are geographically separated: the Istrian is found in the
Istrian peninsula, while the Croatian spotted is bred in the mountainous regions of Velebit,
Dinara, Kamesnica and Biokovo. The study used genotyping data from 32 Croatian spotted
and 10 Istrian goats (Goat IGGC_65K SNP chip), compared with genotypes from 55
European breeds. Analysis confirmed that the two Croatian breeds are genetically distinct,
with clear differentiation between them (Fst = 0.045). The Istrian goat was genetically more
distant from most analysed breeds. The lowest Fst for the Croatian spotted was with
Romanian carpatian (0.011), and the highest with bezoar (0.113). For the lIstrian, the
greatest distance was also with bezoar (0.144), and the smallest with Austrian styrian pied
(0.043). These distances and breed clustering were confirmed by principal component
analysis (PCA), Nei genetic distance (Neighbour-Net), population structure (Admixture),
and phylogenetic tree (SplitsTree). Within-population results showed higher observed than
expected heterozygosity and negative Fis > values, indicating low relatedness and
heterozygote excess. Average genomic inbreeding (Fron) was 0.054 for Croatian spotted
and 0.059 for Istrian goat, with most inbreeding in >16 Mb and least in 2—4 Mb ROH
category. Effective population size (Ne) was estimated at 477 for Croatian spotted and 27
for Istrian goat. Genomic regions under strong selection signals (iHS) were detected — nine
in Croatian spotted and five in Istrian goat — suggesting local adaptations and valuable
variants. In the broader Mediterranean context, Croatian spotted clustered with breeds from
central and southern Italy, Romania, and Greece, while Istrian grouped closer to northern

Mediterranean breeds.

Keywords: Croatian goat breeds, genetic diversity, population structure, conservation

status



JIf | read the genome out to you at the rate of one word per second for eight hours a day, it
would take me a century. If | wrote out the human genome, one letter per millimetre, my text
would be as long as the River Danube. This is a gigantic document, an immense book, a
recipe of extravagant length, and it all fits inside the microscopic nucleus of a tiny cell that

fits easily upon the head of a pin“. (Matt Ridley, 2000).

»+Ako vam procitam genom brzinom od jedne rije€i u sekundi tijekom osam sati dnevno,
trebalo bi mi stolje¢e. Kad bih ispisao ljudski genom, jedno slovo po milimetru, moj tekst bi
bio dugacak kao rijeka Dunav. Ovo je gigantski dokument, ogromna knjiga, tekst neobi¢ne
duljine, smjeSten u mikroskopsku jezgru malene stanice koja lako stane na vrh igle.“ (Matt
Ridley, 2000).
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iHS
ISGC
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kb

kg
LD

Mb

omijer apsorbancije pri valnim duljinama 260 i 280 nm

eng. amplified fragment length polymorphism — polimorfizam duljine
amplificiranih fragmenata
Animal Genetic Resource — zivotinjski genetickii resursi

eng. arbitrarily primed PCR — PCR s nasumi¢nim pocetnicama

eng. adenosine triphosphate — adenozin-trifosfat

Banka animalnih gena

eng. base pair — par baza

centimetri

Coordinated Research Project

eng. cross-validation — unakrsna provjera

eng. displacement loop — D-petlja

eng. deoxyribonucleic — deoksiribonukleinska kiselina

eng. extended haplotype homozygosity — proSirena homozigotnost haplotipa
eng. extreme runs of homozigosity islands — prosSireni otoci homozigotnih regija
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eng. linkage disequilibrium — neravnoteza vezanosti gena

logaritam
megabaza
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1. UVOD

SuZivot Eovjeka i domadih Zivotinja zapoc€eo je s prvim procesima domestikacije i
oblikovao je razvoj ljudskih zajednica. Iz poéetnih centara domestikacije, Zivotinje su pratile
ljude tijekom migracija, postupno se prilagodavajuci uvjetima novih okoli8a formirajuci
autohtone vrste i pasmine. Bile su vrlo otporne na bolesti i skromnih zahtjeva za hranidbom
i njegom, a ljudi su njima upravljali na odrziv nacin. Kao rezultat teznje za poveéanjem
proizvodnih sposobnosti, zapocinje se s prvim postupcima selekcije temeljenima na odabiru
jedinki prema fenotipskim karakteristikama, a upravljanje je usmjereno na kontroliranije
krizanje i razmnozavanje. Postupci selekcije razvijali su se kroz godine $to je, u novijoj
povijesti, rezultiralo stvaranjem visokoproduktivnih i ekonomski isplativijih vrsta i pasmina
domacih Zivotinja. Te su pasmine postupno potiskivale iz uzgoja tradicionalne autohtone,
§to je rezultiralo znagajnim smanjenjem njihova broja, a u nekim slu€ajevima i potpunim

nestankom.

Koze su bile medu prvim domesticiranim Zivotinjama, sto je potvrdeno arheoloskim
nalazima s podrucja Bliskog istoka (Zeder i Hesse, 2000; Zeder, 2005; Daly i sur., 2021).
Utvrdena su tri glavna migracijska puta iz podrucja domestikacije prema Aziji, Africi i Europi.
U Europu su pristigle balkanskom i mediteranskom rutom (Fernandez i sur., 2006; Tresset
i Vigne, 2011). U postneolitiCkom razdoblju, Sredozemno more imalo je klju¢nu ulogu u
trgovini kozama, $to je dodatno oblikovalo genski fond europskih koza, uklju€ujuci i hrvatske
autohtone pasmine. Bile su pozeljni pratioci ljudi zbog male tjelesne mase i Cest predmet
trgovanja, te zahvaljujuéi izvanrednoj prilagodljivosti vrlo brzo su se prosirile diliem svijeta,

uklju€ujudi i podruéja nepogodna za uzgoj drugih domacih Zivotinja.

GenetiCku raznolikost Cine nasljedne varijacije unutar vrste, a u najvecoj mijeri
odreduju je razli¢iti geni koji su odgovorni za bioloSke osobine, razlike i slicnosti medu
organizmima. Svaka populacija i svaka jedinka imaju svoj specificni genetiCki sastav
formiran i adaptiran tijekom minulih vremena, a to se bogatstvo ogleda u postojanju brojnih
pasmina. NaruSavanje geneti¢ke raznolikosti gubitkom samo jedne pasmine predstavlja

neprocjenjivu i nenadoknadivu Stetu.

Lokalno adaptirane pasmine nisu samo nosioci vrlo vaznih gena, one su u
tisuClijethom suzivotu s Covjekom postale dijelom povijesti, tradicije i kulture. Povijest
nastanka, domestikacija, zastita i o€uvanje, posebice autohtonih pasmina, vec¢ je niz godina

tema znanstvenika diljem svijeta.

Stocarstvo je u proSlosti bilo klju¢an dio zivota u Republici Hrvatskoj, a uzgoj

autohtonih vrsta domacih Zivotinja bio je uskladen s prirodnim ciklusima i resursima. Snazan
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utjecaj globalnih trendova, poput urbanizacije, uvodenja mehanizacije i uzgoj
visokoproduktivnih pasmina rezultirao je znatnim smanjenjem njihovog broja. Kozarstvo je
dodatno bilo pogodeno nepovoljnim zakonskim odredbama tijekom 19. i 20. stoljec¢a, kojima

se zabranjivao i ograni¢avao njihov uzgoj radi zastite Suma i mladih nasada.

Krajem 20. stolje¢a, s porastom svijesti o vaznosti oCuvanja bioloSke raznolikosti i
kulturne bastine, intenzivirali su se napori na oCuvanju autohtonih pasmina u Repubilici
Hrvatskoj. Usvojeni su zakoni koji reguliraju odrzivo upravljanje ovim vrijednim geneti¢kim
resursima. Trenutno, Nacionalni program o€uvanja izvornih i ugrozenih pasmina domacih
zivotinja u Republici Hrvatskoj 2021. — 2025. ima kljuénu ulogu u o€uvaniju i odrzivoj uporabi

ovih pasmina.

Op¢enito su koze u Europi najmanje prou¢avane u usporedbi s drugim domaéim
zivotinjama, zbog male zastupljenosti u uzgoju. Dosadasnja istrazivanja na populacijama
hrvatske Sarene i istarske koze nedostatna su i oskudna, a uz to nema podataka da su ove
dvije populacije bile podvrgnute suvremenim metodama selekcije. Geografski su populacije
odvojene, istarska se koza prvenstveno uzgaja na podrucju Istre, dok je hrvatska Sarena

koza Sire rasprostranjena na podrucju juznog Velebita, Dinare, KameSnice i Biokova.

Za sveobuhvatno razumijevanje evolucijskih procesa, genetiCke raznolikosti,
prilagodbenih osobina i selekcijskih pritisaka kod ovih dviju pasmina neophodna je analiza
cijelog genoma pomoc¢u SNP-ova. Takvi geneti¢ki podaci pruzaju temelj za izradu smjernica
za oCuvanje, odrzivi uzgoj i potencijalnu revitalizaciju ugroZenih populacija, ¢ime se

osigurava ocCuvanje njihove geneticke raznolikosti i kulturne vrijednosti.

Opcenito, analize DNA u danas$nje vrijeme imaju veliku prakti¢nu primjenu. Analize
mitohondrijske DNA vrlo su dobar geneticki biljeg za proucavanje porijekla, mikrosateliti se
mnogo koriste u selekciji, a analize cijelog genoma preko SNP-ova neophodne su za
prouCavanje procesa koji su se dogodili u proslosti, procjenu genetiCke raznolikosti,

prilagodbe i razliCitih selekcijskih procesa.

Cilj ovog istrazivanja je doprinijeti razumijevanju geneti¢ke raznolikosti i evolucijskih
procesa kod dviju autohtonih hrvatskih pasmina koza, hrvatske Sarene i istarske koze, te

pruziti znanstvene temelje za njihovo oCuvanje i odrziv uzgoj.



1.1. Hipoteze
1. Hrvatska Sarena koza i istarska koza su autohtone hrvatske pasmine koje se mogu
identificirati s molekularnim biljezima,

2. Hrvatske autohtone pasmine koza najviSe su srodne kozama s podruéja sredidnjeg

Mediterana,
3. U genomu hrvatske Sarene i istarske koze postoji varijabilnost koja pokazuje signale
selekcije (adaptacije).

1.2. Ciljevi

1. Genotipizirati izvornu populaciju visoko rezolutnim SNP ipom,

2. Istraziti geneti¢ku raznolikost i utvrditi pozicioniranje medu svjetskim pasminama koza,
3. Procijeniti status konzervacije (inbriding i efektivnu veli€inu populacije),

4. Procijeniti regije genoma koje su pod selekcijom,

5. Identificirati specifine regije genoma.



2. PREGLED DOSADASNUJIH ISTRAZIVANJA

U povijesti suvremenih ljudi, lov na divlje Zivotinje i sakupljanje biljaka bile su glavne
strategije opstanka. Prije otprilike 15.000 godina (slika 1) zapocela je domestikacija Zivotinja
i biljaka (MacHugh i sur., 2017), a ljudi su njima poceli aktivho upravljati. Kroz stoljeca,
Zivotinje su postale kljuéni nosioci vaznih gena prilagodavajuci se uvjetima uzgoja. Prije
otprilike dvjesto godina uslijedilo je razdoblje selekcije s ciliem stvaranja novih,
visokoproduktivnih pasmina, §to je dovelo danas do potiskivanja lokalnih izvornih pasmina
iz uzgoja. Ovakvi postupci znacajno naruSavaju geneti¢ku raznolikost. Krajem proslog
stolieCa prepoznata je vaznost ocuvanja geneticke raznolikosti, te je postalo
opcéeprihvaceno da njezin gubitak predstavlja neprocjenjivu Stetu kako na lokalnoj, tako i na

globalnoj razini.

Pas Koza Govedo Macka Konj Deva Deva Patka
Euroazija  Jugozapadna Jugozapadna Jugozapadna Sredidnja Azija (dvogrba) (iednogrba)  |stoznaljugoistocna
Azija Azija Azija Sredi$nja Azija Arapski poluotok Azija

I ﬁ”‘ 5!!( !'"\ ﬂ' & 4‘

¢ [ L, / (L T L} * ¥
15,000 ﬁ = 10, ” H ﬁ 5,000 ’.
Ovca Svmja Grbavo Ljama Alpaka Kokos Puran
Jugozapadna  Jugozapadna ~ govedo  Juzna Juzna  |stoénaljugoistoéna Sjeverna Amerika
Azija Azija JuZna Azija Amerika Amerika Azija

Slika 1. Procijenjeni vremenski okvir domestikacije zivotinja; izvor: MacHugh i sur. (2017).
(preuzeto s: https://www.sciencenews.org/article/dna-evidence-rewriting-domestication-

origin-stories; pristup i izmjena: 24.6.2022.)


https://www.sciencenews.org/article/dna-evidence-rewriting-domestication-origin-stories
https://www.sciencenews.org/article/dna-evidence-rewriting-domestication-origin-stories

2.1. Sistematika i rasprostranjenost koza

Koza pripada porodici Supljorozaca (Bovidae) i podporodici koza i ovaca (Caprinae).
Prema Haltenorthu (1963), rod Capra bio je prvotno prepoznat samo s dvjema vrstama:
Capra ibex i Capra aegagrus. Kasnije je Shackleton (1997) proSirio ovu klasifikaciju
uklju€uju¢i domace koze (Capra hircus) i devet divljih vrsta: Capra pyrenaica, Capra ibex,
Capra caucasica, Capra cylindricornis, Capra aegagrus, Capra sibirica, Capra falconeri,
Capra nubiana i Capra walie. Grubb (2005) potvrduje vecinu ovih vrsta, ali navodi da je
Capra cylindricornis podvrsta Capra caucasica, a Capra nubiana podvrsta Capra ibex.
Prema najnovijoj taksonomiji Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (eng. The
Nacional Center for Biotechnology Information, NCBI) rod Capra ukljuCuje sedam vrsta:
Capra hircus, Capra pyrenaica, Capra ibex, Capra caucasica, Capra aegagrus, Capra
sibirica, Capra falconeri, dok su Capra cylindricornis i Capra nubiana priznate kao podvrste.
Medunarodna unija za o€uvanje prirode (eng. International Union for Conservation of
Nature, IUCN) priznaje taksonomiju od Shackletona iz 1997. godine, koja ukljucuje Capra

nubiana kao posebnu vrstu.

Prema Shackletonu (1997), devet vrsta divljih koza obitava u ograni¢enim
planinskim predjelima Europe, Afrike i Azije, a njihova geografska rasprostranjenost
prikazana je na slici 2. Na Crvenom popisu ugrozenih vrsta (IUCN Red List) nalazi se svih
devet divljih koza s razliitim stupnjevima ugrozenosti. Capra ibex je jedina koja nije
ugrozena, dok su Capra pyrenaica, Capra falconeri, Capra nubiana, Capra aegagrus,
Capra cylindricornis, Capra caucasica i Capra sibirica klasificirane kao ranjive, a Capra
walie je kriti€no ugrozena. Svaka od ovih vrsta suoCava se s razli€itim stupnjevima rizika,

zbog prijetnji kao Sto su gubitak staniSta, lov i druge ljudske aktivnosti.



ibex caucasica  cylindricornis

pyrenaica 6

sibirica

falconeri

/

nubiana

Slika 2. Geografska rasprostranjenost divljih koza; izvor: Shackleton (1997)

Divlie koze medusobno se znac&ajno razlikuju, a Pidancier i sur. (2006) su se
posebno osvrnuli na razliite morfotipove rogova kod odraslih muzjaka (slika 3). Njihova
istrazivanja pokazuju da rogovi ovih Zivotinja variraju ne samo zbog genetickih ¢imbenika,
veC i zbog okoliSnih uvjeta Sto ukazuje na sloZenost evolucijskih prilagodbi ovih vrsta.
Takoder, divlje koze su izrazito spolno dimorfne, $to znaci da postoje jasne i uodljive razlike
izmedu muZjaka i zenki, ne samo u veli€ini i obliku rogova, ve¢ i u drugim fiziCkim
karakteristikama poput veli€ine tijela i robusnosti muskulature. Ove razlike, kao i razli€ito
ponaSanje muzjaka i Zenki, posebno u sezoni parenja, naglasavaju sloZzenost njihove

bioloSke prilagodbe i evolucijskog razvoja (Shackleton, 1997).



Slika 3. Glavni morfotipovi rogova divljih koza: a) ibex tip (Capra ibex, Capra nubiana,
Capra sibirica i Capra caucasica); b) Spanjolska koza (Capra pyrenaica); c) isto¢ni tur
(Capra cylindricornis); d) markhor (Capra falconeri); e) bezoar tip (Capra aegagrus); izvor:
Pidancier i sur. (2006)

U posljednjih dvadeset godina broj koza vrste Capra hircus znacajno je varirao,
odrazavajuci promjene u globalnoj populaciji i raznolikosti pasmina. Prema podacima iz
2007. godine, svjetska populacija koza brojala oko 851 milijun jedinki i 1.156 pasmina.
Sedam godina kasnije, taj broj je porastao na jednu milijardu koza, obuhvaéajuci 1.234
razliCite pasmine (Dowidar i sur., 2018). Prema izvjeSéu FAO-a iz 2022. godine, 621
pasmina smatraju se autohtonim (lokalno prilagodenim), s razliCitim stupnjevima
ugrozenosti, dok je 18 pasmina izumrlo, od ¢ega je 15 s podrucja Europe (Bertolini i sur.,
2018).

Danas su koze rasprostranjene Sirom svijeta, od najudaljenijih otoka do svih
kontinenata (Gilbert i sur., 2018; Nomurai sur., 2013). Nakon domestikacije, ove su zivotinje
naselile podrucja u kojima se i danas uzgajaju (slika 4). Najveci broj koza nalazi se u Aziji,
s 58,9 % svjetske populacije, dok ih je u Africi 34,1 %. U Europi, Americi i Oceaniji koze su
manje zastupljene, s udjelima od 2,3, 4,4 i 0,4 % (Dowidar i sur., 2018). Deset zemalja s
najvecom populacijom koza, koje Cine 61,7 % svjetske populacije ukljuuju Indiju, Kinu,
Nigeriju, Pakistan, Banglade$, Cad, Keniju, Etiopiju, Sudan i Mongoliju (Popescu i sur.,
2021). Prema podacima Eurostata iz 2021. godine, najviSe koza u Europskoj uniji nalazi se
u Grékoj, Spanjolskoj, Rumunjskoj, Francuskoj i Italiji.
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Slika 4. Geografska rasprostranjenost domacih koza; izvor FAO (preuzeto s:

https://www.fao.org/livestock-systems/global-distributions/goats/en/; pristup: 24.6.2022.)

Capra aegagrus (bezoar) prepoznata je kao najznacajniji divlji predak domacéih koza
(Manceau i sur., 1999; Monteiro i sur., 2018, Daly i sur., 2021). Tijekom godina domace
koze su evoluirale u odnosu na svoje divlje srodnike, $to se oCituje kroz razlike u fenotipskim
karakteristikama, poput veli€ine tijela i rogova, boje kostrijeti, te u ponasanju, uklju€ujuéi
vecéu poslusnost i prilagodljivost razli¢itim uvjetima (Zeder, 2006; Silanikove, 2000; Cieslak
i sur., 2011; Bertolini i sur., 2018). Ove promjene, rezultat domestikacije, omogucile su

kozama prilagodbu razli€itim klimatskim i ekoloSkim uvjetima Sirom svijeta.

U zemljama s nizim prihodima u Aziji, Africi i Latinskoj Americi, uzgajaju se lokalno
prilagodene pasmine koza prvenstveno radi mlijeka i mesa. U sudnim regijama kozje
mlijeko Cesto predstavlja jedini izvor bjelanCevina §to dodatno naglasava vaznost ovih

zivotinja u prehrani i opstanku lokalnih zajednica (Miller i Lu, 2019).

Povezanost izmedu evolucijskih promjena kod domacih koza i globalne distribucije
njihovih pasmina istiCe vaznost koza ne samo kao gospodarskog resursa, vec i kao klju¢nih

Zivotinja u prilagodbi razli€itim ekoloSkim i klimatskim uvjetima Sirom svijeta.
2.2. Porijeklo i domestikacija koza

Papkari, zajedno s kopitarima i primatima, pojavili su se prije otprilike 55 do 55,5
milijuna godina, tijekom paleocensko-eocenskog toplotnog udara koji je doveo do zna&ajnih
evolucijskin promjena (Gingerich, 2006). Unato€ njihovoj dugoj evolucijskoj povijesti

nedostatak paleontoloskih podataka oteZava precizno razumijevanje evolucijskog razvoja



roda Capra, a to je dijelom zbog nepovoljnih uvjeta za oCuvanje fosila u planinskim

podrucjima (Pidancier i sur., 2006).

JoS je Darwin 1868. godine prepoznao da domace Zivotinje posjeduju sli¢ne
morfoloSke osobine unato€ nedostatku bliskih evolucijskih veza s njihovim divljim
srodnicima. Galton je 1907. godine sugerirao je da je domestikacija isklju€ivo rezultat
namjernog ljudskog djelovanja, te je naveo za primjer pretpostavku da su psi domesticirani
nakon hvatanja i uzgoja Stenaca vukova. Takav, jednostavan, tradicionalni model
domestikacije temeljio se na pretpostavci da je proces zapoceo Covjek, sto je ukljuCivalo
Cesta uska grla zbog odabira malog broja jedinki i reproduktivnu izolaciju izmedu divljih i
domesticiranih jedinki (Price, 2002; Driscoll i sur., 2009). Teorijski dobro definirani kljucni
dogadaji u ovakvom modelu, geografsko porijeklo i vremenski okvir, dugo je dominirao
genetiCkim istrazivanjima (Frantz i sur., 2015). Pretpostavka reproduktivne izolacije
olakSavala je geneti¢arima tumacenje podataka iz domesticiranih i divljih jedinki razlicitih
vrsta po¢ekom 20. stoljeéa (Vila i sur., 2001; Luikart i sur., 2001; Hanotte i sur., 2002; Larson
i sur., 2005; Naderi i sur., 2008; Pedrosa i sur., 2005;).

U kasnijim istrazivanjima, a na temelju zooarheolo$kih nalaza, dokazano je da su
epizode domestikacije bile rijetke i da su se domesticirani oblici Sirili iz ograniCenog broja
regija (Larson i Fuller, 2014; Zeder, 2008) C¢ime se pocCela osporavati jednostavnost
tradicionalnog modela (Zeder, 2008; Zeder, 2012; Vigne, 2011). U slozZenijim modelima,
prapovijesna domestikacija zivotinja uglavnom je bila nenamjerna, dok reproduktivna
izolacija i selekcija nisu bile toliko bithe kako se ranije pretpostavljalo. Dobney i Larson
(2006) zakljucili su da se domestikacija mora promatrati kao dugotrajan i difuzni proces, koji
ukljuCuje protok gena (tijekom i nakon domestikacije) izmedu divljih i domesticiranih
populacija te specificnim odnosima izmedu ljudi i Zivotinja. Domesticirane vrste rezultat su
dugotrajnog i trajnog procesa koji dovodi do uspostavljanja novog fenotipa prilagodenom
okoliSu i ljudskim potrebama (Teletchea, 2019; Amills i sur., 2017). U tom kontekstu,
domestikacija koza vjerojatno je slijedila ,put plijena“, pri ¢emu su koze u pocetku lovljene,
a kasnije je njihov uzgoj poceo biti kontroliran od strane ljudi (Zeder, 2012; Larson i Burger,
2013, Daly i sur., 2021).

Domaca koza (Capra hircus) jedna je od prvih domesticiranih zivotinja. lako porijeklo
danasnjih pasmina koza jo$ uvijek nije potpuno razjasnjeno (Monteiro i sur., 2018),
arheoloSki dokazi pokazuju da su bezoari (Capra aegagrus) najznacajniji divlji preci
domacih koza (Manceau i sur., 1999; Monteiro i sur., 2018), a da je njihova domestikacija
zapocela na podrucju Bliskog istoka (Zeder i Hesse, 2000; Naderi i sur., 2008, Daly i sur.,
2021).



Identitet divljeg rodonacelnika veéine domacih Zzivotinja ostaje nejasan, jer su se
mnoge divlje populacije krizale s domesticiranim jedinkama, stvarajuci plodno potomstvo.
Stoga je intuitivna predodzba da svaka domaca zivotinja (kad se o njoj govori kao globalnoj
populaciji) potjeCe samo od jedne divlje vrste gotovo sigurno neto¢na, a njezino geneti¢ko
porijeklo vrlo je slozeno (Dobney i Larson, 2006; Groeneveld i sur., 2010).

Arheoloski dokazi sugeriraju da je domestikacija koza zapocela u dvije neovisne
regije, prije otprilike 10.500 godina prije sada$njosti u dolinama Eufrata u jugoistocnoj
Anatoliji (Helmer, 1992; Legge, 1996; Vigne i sur., 2005) i prije 9.900 do 9.500 godina u
planinama Zagros (Zeder i Hesse, 2000; Peters i sur., 1999; Vigne i sur., 2005; Zeder, 2005;
Daly i sur., 2021). Pretpostavke da je domestikacija koza bila na podrucju juznog Levanta i
Inda i Kine, ostaju nedokazane (Horwitz i sur., 1999; Amills i sur., 2017).

2.3. Migracija koza

Nakon domestikacije, koze su se brzo Sirile globalno, odigravsi klju¢nu ulogu u
neolitickoj poljoprivrednoj revoluciji i napretku ljudske civilizacije. Njihova izvanredna
prilagodljivost i sposobnost opstanka u podruéjima gdje druge vrste stoke ne bi mogle

prezivjeti, znacajno su pridonijele brzom Sirenju koza dirom Starog kontinenta (Amills i sur.,
2017).

ot

Slika 5. Put Sirenja domesticiranih koza u Europu; izvor: Fernandez i sur. (2006), izmjena
1.7.2025.

Arheolo$ki dokazi pokazuju da su domesticirane koze prvi put migrirale na africki
kontinent iz jugozapadne Azije (Cooper, 1986), a paralelno su se Sirile i u Europu (slika 5).
U Europi su se koze Sirile u dva glavna smjera balkanskom i mediteranskom rutom

(Fernandez i sur., 2006; Tresseti Vigne, 2011), iako je potvrdena i tre¢a ruta koja se odvaja
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iz balkanske i nastavlja prema sjeveroistoku (Quiles, 2017). Najprije su se nastanile na
Balkanu i u juznoj Italiji (Zilhao, 2001; Taberlet i sur., 2008).

Sliéni migracijski putevi postojali su i u Aziji, gdje su koze migrirale prema istoku,
proSirivSi svoje prisustvo u jugoistonu Aziju putem kopnenih i morskih putova (Nozawa,
1991; Porter i sur., 2016). Drugi vazan put iSao je preko euroazijskog stepskog pojasa, koji
je povezao Bliski istok s Mongolijom i sjevernom Kinom (Nozawa, 1991; Pereira i Amorim,
2010; Porter i sur., 2016). U kasnijem razdoblju, izmedu 15. i 18. stolje¢a, koze su zajedno

s europskim doseljenicima stigle na nova podrué&ja u Americi i Oceaniji (Amills i sur., 2017).

Sredozemno more imalo je kljuénu ulogu i u postneoliticko doba kada se kozama
aktivno trgovalo diliem mediteranskog bazena. Ta je trgovina olak3ala protok gena i
stvaranje novih pasmina pod utjecajem razli€itih Cimbenika (Barker, 2001; Tresset i Vigne,
2011). Protok gena bio je posebno izrazen medu geografski blizim pasmina u jugoisto¢noj
Europi (Candn i sur., 2006), dok je kod udaljenijih i izoliranijih pasmina bio ogranic¢en
(Pariset i sur., 2009).

U 19.i 20. stolje¢u, doslo je do zna&ajnog Sirenja visokoproduktivnih pasmina koza
diliem svijeta, uglavnom europskog porijekla. Ovo razdoblje moze se smatrati drugom
fazom globalnog protoka gena (Lenstra, 2015), koje je oblikovalo suvremenu distribuciju i

raznolikost pasmina koza.
2.4. Geneticka karakterizacija

Poznavanje statusa bioraznolikosti klju€no je za o€uvanje i zastitu domacih Zivotinja
od izumiranja (Kawecka i sur., 2016). Jedna od metoda za procjenu bioraznolikosti je
genetiCka varijacija u populaciji, pri cemu se koriste razliCiti molekularni biljezi. Najvazniji
medu njima su mikrosateliti, mitohondrijska DNA (eng. mitochondrial DNA, mtDNA) i

polimorfizmi jednog nukleotida (eng. Single nucleotide polymorphism, SNP).

Od pocetka procesa domestikacije, razmjena i prijevoz domacih Zivotinja bili su usko
povezani s migracijama ljudi i trgovinom, Sto je imalo znacajan utjecaj na genetiCke i
demografske procese koji objasnjavaju svjetsku distribuciju razli€itih pasmina koza (Porter,
1996). Uzgoj koza temelji se na odabiru pasmina prema njihovoj specificnoj namjeni,
primjerice burska se uzgaja za meso, angorska i kaSmirska za vlakna, dok se sanska,

toggenburg, anglo-nubijan i alpska pasmina uzgajaju za mlijeko (Capote, 2016).

Danasnja geneticka raznolikost nosi molekularni potpis proslih dogadaja ukljuCujuci
brza demografska Sirenja, Sto pomaze u rekonstrukciji evolucijske povijesti koza i

razumijevanju posljedica migracija (Bruford i sur., 2003; Naderi i sur., 2007). Medutim,
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lokalne pasmine domacih zivotinja suoCene su s prijetnjama, ponajviSe zbog neselektivnog
krizanja s komercijalnim pasminama i nekontroliranog mijeSanja populacija uslijed pritisaka
za povecanjem produktivnosti (Taberlet i sur., 2008; Hanotte i sur., 2010). Ajmone-Marsan
i sur. (2014) istiCu da je gubitak genetiCke raznolikosti kod koza prvenstveno posljedica
raseljavanja ljudi s rubnih ruralnih podrudja i prestanka uzgoja, a ne toliko krizanja s drugim

pasminama.

Biscarini i sur. (2015) dodatno naglasavaju da su populacije lokalnih pasmina Cesto
malobrojne iz razli¢itih razloga: neke su oblikovne i prilagodene specificnim regijama te
ostale geografski izolirane, druge su zanemarene zbog nedostatka promocije i marketinga,

dok su trece izgubile ekonomsku konkurentnost i time prestale biti zanimljive uzgajiva¢ima.

Taberlet i sur. (2008) zakljuuju da je stvarnu vrijednost bioloSke raznolikosti vrlo
tesko procijeniti. Takoder istiCu da percepcija ouvanja genetickih resursa domacih Zivotinja

u javnosti nije jednaka kao, primjerice, percepcija oCuvanje divovske pande ili kitova.

2.4.1. Genom koza

Broj kromosoma kod koza vrste Capra hircus iznosi 60 (2n = 60), a taj broj prvi je
put utvrden tijekom tridesetih godina proslog stolje¢a (Sokolov, 1930; Krallinger, 1931;
Shiwago, 1931). U sklopu kariotipa, X kromosom je jedan od najveéih, dok je Y kromosom

najmaniji (slika 6) (Hansen, 1973).
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Slika 6. Kariotip muske koze; izvor: Hansen (1973)

2.4.2. Geneticki biljezi

Kroz povijest se iskazala se potreba za odabirom jedinki sa superiornim geneti¢kim
potencijalom za slijedece generacije Sto je dovelo do razvoja razlicitih biljega za olakSavanje

selekcije i uzgoja.

NajceSc¢e vrste biljega ukljucuju:

(1) morfoloski biljezi — temelje se na fenotipskim karakteristikama Zivotinja s ciljem
identifikacije, klasifikacije i karakterizacije populacija i jedinki, a njihova pouzdanost i to¢nost
su ograniceni jer se oslanjaju na subjektivne procjene i opise,

(2) citoloSki biljezi — temelje se na prou€avanju broja kromosoma i njihove strukture,
Sto omogucuje istrazivanje genetiCke raznolikosti usporedbom domacih Zivotinja i njihovih
divljih predaka,

(3) biokemijski biljezi — uklju€uju alelne varijante enzima i koriste se za istrazivanje
genetiCke varijacije unutar vrsta te za prou€avanije filogeneti¢kih odnosa medu vrstama,

(4) molekularni biljezi (DNA) — temelje se na mutacijama nukleotidnog slijeda na
genomu, smatraju se najpouzdanijim biljezima zbog visoke preciznosti i sposobnosti da

otkriju genetiCke promjene na najsitnijoj razini.
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Svaka vrsta biliega ima svoje specificne prednosti i ograniCenja, a njihova
kombinacija moze pruziti sveobuhvatan uvid u geneti¢ku raznolikost i evolucijsku povijest

zivotinjskih populacija.

2.4.3. Molekularni biljezi

Molekularni biljezi su specificne DNA sekvence smjeStene na poznatim lokacijama
na kromosomima, a mogu se pratiti kroz generacije, Sto omogucuje analizu genetickih
promjena i nasljednih karakteristika. Ovisno o tome podlijezu li rekombinaciji tijekom

mejoze, dijele se na nerekombinirajuce i rekombinirajuce biljege.

1. Nerekombiniraju¢i molekularni biljezi
Ovi biljezi ne podlijezu geneti¢koj rekombinaciji, ve¢ se nasljeduju kao cjelina s jednog
roditelja. Zbog toga se koriste za pracenje jedne linije podrijetla (maj€ine ili oCinske), a
geneti¢ka varijabilnost u njima nastaje mutacijama, a ne rekombinacijom.

- Mitohondrijska DNA (mtDNA) — nasljeduje se iskljuCivo s majke na potomstvo,
pokazuje visoku razinu varijabilnosti i koristi se za analizu maj€inske linije i evolucijskih
odnosa,

- Y-kromosomski haplotipovi — prenose se isklju€ivo s oca na sina i sluze za analizu

ocCinske linije, filogenetickee studije i prou¢avanje populacijske strukture,
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2. Rekombiniraju¢i molekularni biljezi
Ovi biljezi podlijezu rekombinaciji, procesu tijekom kojeg dolazi do izmjene geneti¢kog
materijala izmedu homolognih kromosoma u mejozi. Rekombinacija je vazan izvor
genetiCke varijabilnosti, jer omogucuje nove kombinacije alela u potomstvu.

- Autosomalni biljezi — nalaze se na autosomima (nespolnim kromosomima),
nasljeduju se od oba roditelja i rekombiniraju se u svakoj generaciji. Koriste se za

proucavanje fenotipskih osobina, genetiCke raznolikosti i strukture populacije.

Tablica 1. Kategorije molekularnih biljega, njihov tip nasljedivanja i upotreba

Biljeg Tip nasljedivanja Upotreba

vrste predaka, mjesto domestikacije,
majcinsko porijeklo, razlike unutar i
mtDNA materalno izmedu populacija, efektivna veli€ina
populacija, ekspanzije, uska grla,
varijacije medu kontinentima

vrste predaka, muska introgresija,

y kromosom pateralno ’ NN
porijeklo uzgojnih oCeva
razlike unutar i izmedu populacija,
. Mendelianov tip mjere raznolikosti, povijest pasmina,
autosomalni . . M .
(biparantalno) adaptivna varijacija, odnosi s

populacijama

lzvor: Lenstra i sur. (2012)

2.4.3.1. Sekvence mitohondrijske DNA (mtDNA)

Mitohondrijska DNA je dvolan€ana, zatvorena kruzna DNA molekula koja se sastoji
od otprilike 16,5 kb §to odgovara 15.000-20.000 parova baza (pb), ovisno o vrsti. MtDNA
ne sadrZi introne, haploidna je i nasljeduje se isklju¢ivo od majke, a prisutna je u svim

stanicama organizma (slika 7).
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Slika 7. Struktura mitohondrijske DNA,; izvor Nacionalni institut za istraZivanje
ljudskog genoma (preuzeto s: https://wou.edu/chemistry/courses/online-chemistry-
textbooks/ch450-and-ch451-biochemistry-defining-life-at-the-molecular-level/chapter-4-
dna-rna-and-the-molecular-level/chapter-4-dna-rna-and-the-human-genome/;  pristup i
izmjena: 24.6.2022.)

MtDNA se sastoji od 37 gena rasporedenih na dva lanca. Teski H-lanac (eng. Heavy
chain) sadrzi 28 gena i ima veci udjel guanina (G) i timina (T), dok laksi L-lanac (eng. Lihgt
chain) sadrzi 9 gena. Osim toga, mtDNA uklju€uje nekodirajuci dio poznat kao D-petlja (eng.

displacement loop, D-loop), koja je vazna za regulaciju replikacije i transkripcije mtDNA.

Struktura i genetiCka organizacija mtDNA vrlo su oCuvane medu sisavcima, a
takoder su o€uvane i u arheoloskim ostacima poput kostiju i zubi, gdje je jezgrina DNA &esto

degradirana.

Analiza mtDNA je najprikladnija metoda za istraZivanje filogenetiCke raznolikosti.
Zbog svoje brze evolucije sekvence kontrolne regije izrazito su korisne za istrazivanje
geneticke raznolikosti i evolucijskih odnosa medu vrstama (Wilson i sur., 1985). lako su
prve studije bile usredotoCene na kontrolnu regiju, kasnija istraZivanja pokazala su da cijela
mtDNA pruza vrijedne informacije. Varijacije u mtDNA posebno su korisne za odredivanje
odnosa izmedu domacih vrsta i njihovih divljih srodnika (Bruford i sur., 2003), identifikaciju
centara domestikacije (Naderi i sur., 2008) i praéenje majCinskog porijekla populacija
(Larson i sur., 2007; Pellecchia i sur., 2007).

MtDNA se Cesto koristi za prou¢avanje domesticiranih vrsta poput goveda (llie i sur.,
2015; Budimir i sur. 2014; Curik-Cubric i sur., 2022; Brajkovic i sur., 2023), svinja (Li i sur.,
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2014; Zorc i sur., 2022), ovaca (Agaviezor i sur., 2012; Ferencakovic i sur., 2013b), konja
(Caéié i sur., 2011; Czernekova i sur., 2018) i koza (Hoda i sur., 2014; Pakpahan i sur.,
2015; Cinar Kul i Ertugrul, 2011, Drzaic i sur., 2019), ali i za druge vrste kao sto su SiSmiSi
(Budinski, 2019), psi (Cho, 2005; Sindi€i¢ i sur., 2011; Jane§ i sur., 2019) i dupini (Frere i
sur., 2008).

Nukleotidne sekvence mtDNA kod koza uklju€uju gene za dvije rRNA (12S i 16S),
22 tRNA i 13 gena za kodiranje proteina (NADH 1, 2, 3, 4L, 4, 5i 6; podjedinice cytochrome
c |, Il'i lll; podjedinice ATP-aze 6 i 8; citokrom b). Parma i sur. (2003) koristeci kloniranje i
konvencionalne tehnike molekularne biologije, odredili su kompletan slijed nukleotida
mitohondrijskog genoma sanske koze duljine 16,64 kb. Kompletha mtDNA objavljena je i
za goveda (Anderson i sur., 1982), svinje (Lin i sur., 1999), ovce (Hiendleder i sur., 1998) i
konje (Xu i Arnason, 1994).

Prve studije na mtDNA koza, istrazivanje Luikart i sur. (2001) otkrilo je tri haplogrupe
(A, B i C) medu 88 pasmina iz Europe, te ukazalo na viSestruko maj€insko porijeklo s
mogucim srediStem u Aziji. Opsezna studija Naderi i sur. (2008) identificirala je Sest glavnih
haplogrupa (A, B, C, D, F i G), pri ¢emu je haplogrupa A najzastupljenija (90 %) u Ezropi i
u Juznoj i SredisSnjoj Americi (Amills i sur., 2009). Ostale haplogrupe (B, C, D, F i G) imaju
regionalne raspodjele s manjom zastuplienoS¢u kod domacih koza na ovom podrucju
(Naderi sur., 2008).

Haplogrupa A takoder je potvrdena u talijanskim (Doro i sur., 2014), albanskim
(Hoda i sur., 2014) te islandskim pasminama (Baldursdottir, 2010). Koze su u Francusku
stigle mediteranskom rutom (Voruz, 1996; Zilhao, 2001; Guilaine, 2003). Analizom 24
drevna uzorka kostiju iz juzne Francuske pronadenih na neolitickom nalaziStu Baume
d'Oullen, Fernandez i sur. (2006) zakljucili su da uzorci koza pripadaju haplogrupama A i
C. Postojanje haplogrupe C, s vrlo malim udjelom (0,5 %), utvrdili su Luikart i sur. (2001)
kod koza u Svicarskoj i Sloveniji. Hrvatska $arena koza pripada haplogrupi A (Drzaic i sur.,
2019).

Nomura i sur. (2013) istraZivanjem koza iz Sest azijskih drzava, na$li su razliCite
udjele haplogrupa A, B, C i D, dok haplogrupe F i G nisu prisutne. Kod kineskih koza najvec¢a
zastupljenost je haplogrupe A, a u vrlo malim frekvencijama utvrdene su haplogrupe C i D
(Chen i sur., 2005).

Analize mtDNA afriCkih pasmina koza proveli su Terekegn i sur. (2018), koji su

dokazali da je Sirenje koza u isto¢nu Afriku iSlo preko Egipta i Arapskog poluotoka. Najveci
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udio haplogrupe A medu autohtonim afri¢kim pasminama utvrdili su Awotunde i sur. (2015)
i Meutchieye i sur. (2015).

Amills i sur. (2009) zakljucili su da sve koze iz Juzne i Srednje Amerike pripadaju
haplogrupi A, §to potvrduje da su koze u Ameriku dovele Spanjolske i portugalske

kolonizacije u 15. stolje¢u.

Luikart i sur. (2001) ukazali su na razliCite vremenske okvire Sirenja haplogrupa:
haplogrupa A prije priblizno 10.000 godina; haplogrupe B prije priblizno 2.130 godina, dok
je haplogrupa C proSirena prije oko 6.110 godina. Razli¢iti vremenski okviri Sirenja
haplogrupa takoder mogu ukazivati na razliite procese i dogadaje koji su utjecali na
migraciju i selekciju koza tijekom povijesti. Medutim, Nomura i sur. (2013) utvrdili su da se
Sirenje svih haplogrupa dogodilo prije poCetka domestikacije, izmedu 32.300 i 90.950
godina prije sadasnjosti. Ovi nalazi se podudaraju s procjenama Fanga i Andersona (2006),
koji su procijenili da je Sirenje svinja zapocelo prije gotovo 190.000 godina u Europi te
275.000 godina u Aziji. Nomura i sur. (2013) takoder sugeriraju da je populacija divljih koza
prije otprilike 250.000 godina dozivjela brzo Sirenje, nakon ¢ega je brojnost populacije ostala
relativno stabilna. U vrijeme domestikacije doslo je do smanjenja populacije, $to se
vjerojatno dogodilo kao posljedica ljudskog djelovanja (Zeder i Hesse, 2000; Nomura i sur.,
2013).

2.4.3.2. Y kromosom

Varijacija Y kromosoma pruza jednostavan i visoko informativan zapis o povijesti
domacih vrsta putem ocinske linije, koji se stabilno prenosi generacijama zbog nedostatka

rekombinacije.
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Slika 8. Struktura Y kromosoma, izvor: Genetic education (preuzeto s:
https://geneticeducation.co.in/explaining-the-y-chromosome-definition-structure-and-

function/; pristup i izmjena: 3.8.2022.)

Rezultati istrazivanja Y kromosoma divljih i domacih koza (Pidancier i sur., 2006)
pokazali su podudarnost s rezultatima analiza mtDNA (Luikart i sur., 2001), koji zajedno
upucuju na bezoara kao najvjerojatnijeg pretka domacih koza. Unutar domacih populacija
koza definirana su dva Cesta haplotipa (C1 i C2) te jedan rjedi (C3). Analiza Y kromosoma
europskih i turskih koza definirala je tri haplotipa: Y1A, Y1B i Y2 (Lenstra i sur., 2005), a isti
su potvrdeni kod portugalskih i sjevernoafrickih (Pereira i sur., 2008), turskih (Cinar Kul i
sur., 2015), isto¢no- i juzno azijskih (Waki i sur., 2015), te Svicarskih i Spanjolskih koza
(Vidal i sur., 2017).

VarGoats projekt (Denoyelle i sur., 2021), koji je obuhvatio istrazivanje divljih i
domacdih koza, pokazao je geografsku raspodjelu haplogrupa i jasnu podjelu izmedu drevnih
i modernih koza. Haplogrupa Y 1B prevladava u srednjoj i sjevernoj Europi te se nalazi i u
hrvatskim izvornim pasminama, ukljuCuju¢i hrvatsku Sarenu kozu i istarsku kozu.
Dominacija haplogrupe Y1B mogla bi ukazivati na uska grla u populacijama tijekom
neolitskih migracija balkanskom rutom u Europu (Cymbron i sur., 2005; Tresset i Vigne,
2007; Rivollat i sur., 2015).

Y-kromosomski biljezi primijenjeni su i kod drugih domacih Zivotinja, poput goveda
(Gotherstrom i sur., 2005) ovaca (Meadows i sur., 2006) i konja (Wallner i sur., 2013).

IstraZivanja su otkrila o€inske haplogrupe povezane s razliCitim centrima domestikacije,
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uzgojnim praksama i migracijskim putevima. Ovi nalazi, zajedno s podacima za koze,
potvrduju vaznost Y-kromosoma u rekonstrukciji o€inskih linija i razumijevanju genetiCke

povijesti domacih zivotinja.
2.4.3.3. Autosomalni biljezi

U autosomalne biljege jezgrine DNA ubrajaju se:

(1) polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP) — metoda analizira varijacije
u duljini DNA fragmenta dobivenih restrikcijsko enzimsko obradom, Sto omogucava
identifikaciju varijacija izmedu individua (Botstein i sur., 1980),

(2) nasumi¢na amplifikacija polimorfne DNA (RAPD) — koristi nasumi¢ne pocetnice za
amplifikaciju polimorfnih dijelova DNA, $to omogucuje identifikaciju varijacija u genomu bez
prethodnog znanja o sekvencama (Williams i sur., 1990),

(3) polimorfizam duljine amplificiranih fragmenata (AFLP) — metoda kombinira
restrikcijsku enzimsku obradu s amplifikacijom specifi¢nih fragmenata DNA, omogucujuéi
otkrivanje i analizu geneti¢kih varijacija (Zabeau i Vos, 1992),

(4) minisateliti (VNTR) - varijabilni broj tandemskih ponavljanja koristi se za
genotipizaciju, pri éemu se analiziraju ponavljanja od 10-100 bp, koja su specifiéna za
razliCite individue (Jeffreys i sur., 1985),

(5) mikrosateliti (SSRs) — biljezi analiziraju kraée sekvence ponavljajuc¢ih nukleotidnih
nizova, obi¢no od 1-6 pb i koriste se za pracenje genetiCke varijabilnosti i populacijske
strukture (Tautz, 1989),

(6) polimorfizam jednog nukleotida (SNPs) — SNP-ovi predstavljaju najjednostavniji
oblik genetiCke varijacije, gdje se analizira primjena u jednom nukleotidu u DNA sekvenci,
Sto omogucéava detaljno praéenje genetickih varijacija i povezanosti s fenotipovima (Frazer
i sur., 2007).

Polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP). Restrikcijske
endonukleaze koje su otkrili i izolirali Arber, Smith i Nathan Sezdesetih godina proSlog
stoljeéa, postavile su temelje za uvodenje nove vrste genetiCkih biliega. Ova metoda
ukljucuje cijepanje DNA uzorka pomocu restrikcijskih enzima na fragmente razli€itih duljina
koji se zatim odvajaju gel elektroforezom. RFLP je bio prvi sustav koji se koristio za DNA
profile, mapiranje genoma, lociranje gena genetiCkih poremecaja, procjenu rizika nasljednih
bolesti te za testiranje roditeljstva (Kerem i sur., 1989). Medutim, zbog tehni¢kih ogranicenja
povezanih s postupcima hibridizacije i pojave novih metoda sekvenciranja DNA, RFLP

biljezi nisu zadrzali svoju Siroku primjenu.

Nasumiéna amplifikacija polimorfne DNA (RAPDs). Ova metoda, koju su razvili

Williams i sur. (1990), gotovo istovremeno je otkrivena i od drugim nazivom, AP-PCR (eng.
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Arbitrarily primed PCR), od strane Welsh i McClellanda. RAPD se temelji na tehnici lanCane
reakcije polimerazom (eng. Polymerase chain reaction, PCR) kojom se umnaza veliki broj
kopija zeljenog odsjeCka DNA. Ovaj proces zahtjeva poznavanje to¢nog redoslijeda barem

jednog nukleotida u uzorku DNA kako bi se omogucila uspjeSna amplifikacija.

Polimorfizam duljine amplificiranih fragmenata (AFLP). Metoda AFLP kombinira
metodu RFLP s PCR amplifikacijom. Razvili su ju Vos i sur. 1995. godine kako bi omogucili
preciznu procjenu geneticke raznolikosti. AFLP se najceS¢e koristi u biljnim i mikrobnim
studijama, gdje je posebno korisna za analizu genetiCke strukture populacija i identifikaciju

genetickih biljega.

Minisateliti. Minisateliti su regije genoma koje se sastoje od nekodirajucih,
tandemski ponovljenih sekvenci duljine do oko 100 pb. Zbog izuzetno visokog polimorfizma,
minisateliti su postali klju¢ni alat za geneti¢ku identifikaciju pojedinca, poznatu kao DNA
fingerprinting (Gill i sur., 1985). lako su minisateliti korisni u forenzic¢kim analizama, njihova

upotreba u populacijskoj genetici nije bila Siroko rasprostranjena.

Mikrosateliti. Mikrosateliti su kratki nizovi nukleotida, obi¢no 1 do 6 parova baza
(pb), koji se tandemski ponavljaju do oko 100 puta na svakom lokusu. Glavne vrste
mikrosatelita ukljuCuju ponavljajuée sekvence mono-, di-, tri-, tetra-, penta- i
heksanukleotida. Polimorfizam na mikrosatelitskim lokusima prvi su dokazali Tautz (1989)
te Weber i May (1989). Mikrosateliti su vrlo polimorfni i informativni biljezi, stoga su naSiroko

koriSteni u studijama za utvrdivanje bioraznolikosti.

Tijekom sredine proSlog stolje¢a, uoen je negativan trend u populacijama domacih
Zivotinja, ali zbog nedostatka podataka o pasminama i njihovom broju, bilo je gotovo
nemoguce propisati smjernice za o€uvanje i zaustavljanje takvog trenda. Organizacija za
hranu i poljoprivredu (FAO) je 1990-tih godina pocela pratiti brojno stanje domacih zivotinja
i dala je smjernice za koriStenje jedinstvenih mikrosatelitskih biljega za svaku vrstu domacih
Zivotinja kako bi se upotpunili popisi, podaci o karakterizaciji te pratili stupnjevi rizika.
Medutim, mnogi istrazivaci nisu slijedili preporuke FAO-a i koristili su razliCite biljege Sto je

rezultiralo neizravno usporedivim rezultatima.

FAO je 2007. godine prepoznao molekularnu karakterizaciju pasmina kao jedan od
strateskih prioriteta u izradi Nacionalnog plana za upravljanje zivotinjskim genetickim
resursima (eng. Animal Genetic Resources, AnGR) s ciljem razvoja, koriStenja i o€uvanja

pasmina.

Najveci objavljeni skup podataka o kozama generirao je Econogene Consortium u

okviru projekta financiranog od strane Europske komisije (2001.-2005.), koji je obuhvatio
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1.426 koza iz 45 tradicionalnih i domacih pasmina iz 15 zemalja Europe i jugozapadne
Azije, genotipiziranih s 30 FAO mikrosatelitskih biljega. Rezultati su pokazali postojanje
Cetiri skupine pasmina koza (isto¢ni Mediteran-Bliski istok, srediSnji Mediteran, zapadni
Mediteran i sjeverno-srediSnja Europa) pri emu se geneti¢ka raznolikost smanjuje od
jugoistoka do sjeverozapada, Sto je vjerojatno posljedica kolonizacije Europe nakon

domestikacije (Canon i sur., 2006).

Drugi veliki projekt FAO/IAEA CRP obuhvatio je genotipiziranje 1.629 uzoraka iz 43
lokalne populacije koza iz 8 azijskih zemalja koristeé¢i 15 mikrosatelitskih biljega. Rezultati
su pokazali razli¢it broj alela u istrazivanim pasminama i geneti¢ku rasprostranjenost.
Najveci broj alela zabiljezen je kod domacih koza iz Irana i Saudijske Arabije, a potom u

Kini, Bangladesu, Pakistanu i Sri Lanki kod autohtonih pasmina koza.

Skupovi podataka oba projekta nisu bili izravno usporedivi, pa je oko 200 uzoraka
iz projekta Ecogene ponovo genotipizirano i uz uporabu 11 zajednickih biljega dokazana je
jasna geneticka podjela koza na velike geografske regije i kontinente $to je sugeriralo na

odvojene migracijske putove u Aziju i u Europu (Ajmone-Marsan i sur., 2014).

Mnogi su znanstvenici koristili razliCite mikrosatelite za prouavanje geneticke
raznolikosti koza, pri ¢emu su najviSe istrazivanja provedena u azijskim, afriCkim i
ameri¢kim drzavama. GenetiCka raznolikost europskih pasmina koza takoder je
prou¢avana pomoc¢u mikrosatelita, a obuhvacene su koze iz Svicarske (Saitbekova i sur.,
1999; Glowatzki-Mullis i sur., 2008), Italije (Ajmone-Marsan i sur., 2001; lamartino i sur.,
2005; Sechi i sur., 2005; Agha i sur., 2008; Siwek i sur., 2011; Negrini i sur., 2012),
Portugala (Bruno-de-Sousa i sur., 2011), Spanjolske (Serrano i sur., 2009; Martinez i sur.,
2012), Albanije (Hoda, 2011), Poljske (Sikora i sur., 2011), Nizozemske (Lenstra i sur.,
2017), Ceske (Jandurova i sur., 2004) i Islanda (Baldursdéttir i sur., 2012).

Ramljak i sur. (2011) koristili su mikrosatelitske biljege za analizu geneticke strukture

hrvatske Sarene koze, a istrazivanje nije obuhvacalo usporedbu s drugim pasminama.

Polimorfizam jednog nukleotida (SNP ¢ipovi). PoCetkom 21. stolje¢a klju¢ni
znanstveni izazovi bili su otkrivanje i analiza svih gena organizma koji djeluju kao
kompleksan sustav, za $to je bilo potrebno poznavanje cjelokupnog genoma prou¢avanog
organizma. Grupa znanstvenika razvila je revolucionarnu ideju ujedinjenja tehnologije
poluvodi¢a s naprednom tehnikom kombinatorijalne kemije u svrhu implementacije velike
koli¢ine bioloSkih podataka na malu staklenu ili plastiénu povrsinu Cipa, a sve s ciliem
istrazivanja strukture i funkcije gena. Prve studije cjelokupnog genoma bile su dugotrajne i

skupe, prvo su bile provedene na mikroorganizmima, biljkkama, insektima i glodavcima. S

22



razvojem racunalnih programa i novih metoda sekvenciranja, takve su studije postale

financijski pristupacnije i brze.

Potpuno sekvenciranje ljudskog genoma dovelo je do otkri¢a nekoliko milijuna SNP-
ova koji se definiraju kao razlika u jednom nukleotidu DNA na odredenom mjestu u genomul.
Klju€na istrazivatka podrucja u proucavanju SNP-ova uklju€uju: otkrivanje SNP-ova na
razini genoma, odabir odgovaraju¢ih platformi za sekvenciranje, definiranje kriterija
filtriranja podataka i njihova primjena u geneti¢kim analizama. Danas se zna to€na pozicija
na genomu mnogih SNP-ova kao i posljedice promjene nukleotidne baze na temelju koje

se mogu odrediti genetiCke povezanosti populacija.

ProuCavanje SNP-ova pruza moc¢an alat za analizu geneti¢ke raznolikosti,
domestikacije, prilagodbe i selekcijskih procesa. SNP-ovi imaju prednosti u odnosu na
najpolimorfnije mikrosatelite, uklju€ujuéi nisku razinu pogreske i jednostavnu usporedivost
rezultata razli€itih laboratorija, $to se moze koristiti za oCuvanje i odrzivo Koristenje

autohtonih genetickih resursa te za poboljSanje genetickog napretka.

U skladu s time, u Republici Hrvatskoj SNP-ovi se primjenjuju u istrazivanjima
razliCitih vrsta zivotinja. Posebno vrijedan primjer je istrazivacki projekt GAbridge koji se
trenutno provodi na Zavodu za opce stoCarstvo Agronomskog fakulteta Sveudilista u
Zagrebu, koji povezuje animalnu genetiku i arheologiju s ciliem rekonstrukcije geneticke
strukture izumrlih i postojecih populacija goveda. Time se potvrduje aktivna uloga hrvatskih

znanstvenika u suvremenim istrazivanjima geneticke povijesti domacih Zivotinja.

Genomske analize SNP Cipova provode se na gotovo svim vrstama zZivotinja, a u
Republici Hrvatskoj najvise na domacim, na primjer kod goveda (Feren&akovi¢ i sur., 2013;
Curik i sur., 2014; Bradi¢, 2021; Brajkovic i sur. 2023; Mijadzikovi¢, 2024), konja (Raguz i
sur., 2023), ovaca (Drzaic i sur., 2022; Lukic i sur, 2023; Ramljak i sur., 2024), koza (Drzaic
i sur., 2024), svinja (Zorc i sur., 2022; Lukic i sur., 2023) i pasa (Jane$ i sur., 2021; Djurkin
KusSec i sur. 2020; Shihabi i sur., 2022), a u svijetu i na medvjedima (Cronin i sur., 2014),
mackama i divljim mackama (Nussberger i sur., 2013; Oliveira i sur., 2015; Mattucci i sur.,
2019), pticama (Lim i Braun, 2016), vodozemcima (Rovelli i sur., 2019), ribama (Liu i sur.,
2014; Mollah i sur., 2019) i gmazovima (Ullate-Agote i sur., 2014).

Prve geneti¢ke studije na malim prezivacima provedene su 2009. godine razvojem
50K ov€jeg SNP chip-a (Kijas i sur., 2009). Razvijen je OvineSNP50 BeadChip (lllumina
Inc., San Diego) kao dio Medunarodnog konzorcija za genom ovaca (eng. International
Sheep Genomics Consortium, ISGC). Kasnije, 2010. godine, osnovan je Medunarodni

konzorcij za genom koza (eng. International Goat Genome Consortium, IGGC) s ciliem
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razvoja 52K SNP cipa za koze (Tosser-Klopp i sur., 2014). Genomika koza razvijala se
sporije u usporedbi s drugim vrstama domacih zivotinja zbog manjka molekularnih alata i
nedovoljnih ulaganja (tablica 2), prvenstveno zbog njihove nize ekonomske vrijednosti i
relativno skromnog komercijalnog znacaja za poljoprivrednu proizvodnju na podrudju

Europe i Sjeverne Amerike.

Tablica 2. Pregled razvoja SNP Cipova za domace Zivotinje prema godini objave

Vrsta Naziv €ipa Godina Autor

ovce OvineSNP50 20009. Kijas i sur., 2009
goveda BovineSNP50 2009. Matukumalli i sur., 2009
svinje PorcineSNP60 2009. Ramos i sur., 2009
kokosi ChickenSNP60 2011. Groenen i sur., 2011

koniji EquineSNP50 2012. McCue i sur., 2012

koze GoatSNP50 2014. Tosser-Klopp i sur., 2014
magarci Donkey 40K Liquid 2023. Liu i sur., 2023

U okviru Medunarodnog genomskog konzorcija za koze, tvrtka lllumina razvila je
GoatSNP50 BeadChip, koji sadrzi 53.347 SNP-ova (Tosser-Klopp i sur., 2014). Ovaj Cip
dizajniran je za prou¢avanje strukture populacija koza na globalnoj razini (Shoyombo i sur.,
2018), omogucujuci istrazivaCima detaljno ispitivanje geneti¢ke raznolikosti i povezanosti
medu razlicitim populacijama Sirom svijeta. U 2021. godini Illlumina je predstavila drugu
verziju ovog Cipa, koja uklju€uje 59.727 SNP-ova, pruzajuci jo$ precizniji alat za genetiCke

analize.

Referentni genom Yunnan Black Goat, nazvan CHIR_1.0, prvi je put objavljen 2009.
godine. Nakon toga, 2014. godine objavljena je poboljSana verzija CHIR_1.1, a 2015.
godine verzija CHIR_2.0, koja je pruZzila ve¢u pokrivenost genoma. Osim toga, 2017. godine
objavljen je sklop ARS1, temeljen na sekvenciranju muske jedinke san clemente pasmine.
Sekvenciranja su takoder provedena na genomu divlje koze (Capra aegagrus), s objavom
verzija Caeg1 2014. godine i CapAeg_1.0 2015. godine. Ovi genomi su znacajni resursi za
identifikaciju alela predaka i razumijevanje procesa domestikacije koza (Amills i sur., 2017).
Visokokvalitetni genomski sklop Saanen_v1 ukljuCuje X i Y kromosome, razvijen je 2021.

godine, a temelji se na sekvenciranju muske jedinke sanske pasmine. Ovaj napredak
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omogucuje detaljnije razumijevanje genetiCkih osobitosti i evolucijske povijesti koza,

pruzajuci alat za daljnja istrazivanja u oblasti genomike koza.

Razvoj novog SNP panela omogucilo je provodenje nekoliko velikih projekata
usmjerenih na genotipiziranje populacija diliem svijeta. Projekt AdaptMap (Stella i sur.,
2018) obuhvatio je analize genoma 4.653 Zivotinja iz 148 populacija Sirom 35 drzava i pet
kontinenata. Analize su otkrile tri glavhe genske skupine koza: europsku, afriCku i
zapadnoazijsku, $to se podudara rezultatima istrazivanja kod goveda (McTavish i sur.,
2013; Decker i sur., 2014) i ovaca (Kijas i sur., 2012) te su potvrdena tri glavna migracijska
puta (u Aziju, Europu i Afriku) nakon domestikacije (Colli i sur., 2018; Stella i sur., 2018).
Posebno su znacajne pasmine koza iz Irana i Turske, koje pokazuju najvecu genetiCku
raznolikost i najvecu slicnost s divljim pretkom, $to potvrduje da su ova podruéja klju¢na za
domestikaciju koza. Na podru€ju Europe koze su grupirane u nekoliko regija: istoéni
Mediteran, sredidnji Mediteran, isto¢ne Alpe s kontinentalnom Francuskom, Irska i sjeverna
Europa (Colli i sur., 2018; Stella i sur., 2018).

Projekt AdaptMAp nije u potpunosti analizirao varijabilnost vrsta Capra diliem
svijeta, jer u projekt nisu uklju¢ene divlje koze koje nisu bezoar (Denoyalle i sur., 2021).
Trenutno aktualan i u fazi provedbe je medunarodni VarGoats projekt kojemu je glavni cilj
predstaviti globalnu genetiCku raznolikost domacih koza na temelju razliitih analiza SNP-

ova (Denoyelle i sur., 2021).

Poznato je da su podaci dobiveni iz SNP C¢ipova iskrivijeni pristranoS¢éu pri
utvrdivanju (Albrechtsen i sur., 2010; Denoyelle i sur., 2021), ograni¢enjem koje se moze
prevladati pazljivim filtriranjem podataka o sekvenciranju cijelog genoma dovoljne dubine
(Benjelloun i sur., 2019).

Ova pristranost, poznata kao ascertainment bias, proizlazi iz na€ina na koji su
pojedini polimorfizmi izabrani prilikom razvoja SNP Cipova. Vecina SNP Cipova konstruirana
je na temelju ograni¢enog broja referentnih genoma, €esto iz komercijalnih pasmina ili
genetiCki usko povezanih populacija. Zbog toga SNP-ovi ukljueni u Cip uglavnom
predstavljaju Ceste i ve¢ poznate varijante unutar tih referentnih skupina, dok se rijetki aleli
i varijante specificne za lokalne ili nerazvijene populacije nedovoljno zastupaju ili potpuno
zanemaruju. Rezultat toga je sustavno podcjenjivanje genetiCke raznolikosti, osobito u
tradicionalnim i geografski izoliranim pasminama, te pogreSno procijenjene evolucijske
relacije medu populacijama. Ovakav bias moZe utjecati i na izraCun strukture populacije,
udaljenosti medu njima, vrijednosti heterozigotnosti i demografske rekonstrukcije, jer Cip

favorizira varijante koje nisu nuzno reprezentativne za sve analizirane jedinke.
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Dodatno, zbog fokusa na vec¢ poznate varijante, SNP cCipovi imaju ograni¢enu
sposobnost otkrivanja novih mutacija, ¢ime se smanjuje njihova vrijednost u analizama

pozitivne selekcije, adaptivnih varijacija i analizi rijetkih genetickih alela.

U razli¢itim genomskim istrazivanjima i analizama SNP-a, autori su dosli do sli¢nih
zaklju€aka, istiCuci razlike medu vrstama (Kijas i sur., 2013; Nicoloso i sur., 2015), povijesne
geneticke povezanosti (Kijas i sur., 2013, Guo i sur., 2020), geografsku podijeljenost
(Pariset i sur., 2009, Nicoloso i sur., 2015, Colli i sur., 2018; Cortellari i sur., 2021), razlike
u strukturi populacija (Lao i sur., 2006; Kijas i sur., 2012; Gurgul i sur., 2013; Grasso i sur.,
2014) i razlike izmedu populacija i jedinki (Paschou i sur., 2007; Yamaguchi-Kabata i sur.,
2008; Gill, 2011; Burren i sur., 2016).

Razvoj tehnologije sekvenciranja i u€inkovitih programa (Gutiérrez i sur., 2003)
znacajno je unaprijedio razumijevanje geneti¢kih osnova prilagodbe i prirodne selekcije u
populacijama koza (Cairillier i sur., 2013; Benjelloun i sur., 2015). Ovo je omogucilo ne samo
detaljnije prouavanje adaptivnih osobina, ve¢ i identifikaciju specifiCnih regija pod
selekcijom, sto je klju€no za razumijevanje evolucijskih procesa (Brito i sur., 2017; Siddiki i
sur., 2020). Kroz sekvenciranje genoma znanstvenici su mogli lokalizirati gene na
kromosomima koji kontroliraju razliCite osobine, a populacijska genetika omogucila je
identifikaciju genetickih regija pod selekcijom, usmjeravajuéi istrazivanja na otkrivanje gena
s adaptivnhom vrijedno$¢u u autohtonim populacijama (Kim i sur., 2016; Michailidou i sur.,

2019; Passamonti i sur., 2021; Serranito i sur., 2021; Pogorevc i sur., 2021).

Umjetna selekcija jedna je od glavnih sila koja mijenja geneticki sastav populacije.
Identificiranje gena pod selekcijom moglo bi biti korisno za objaSnjavanje njihovog utjecaja
na fenotipske varijacije. Primjerice, genomske regije koje su bile ciljane selekcijom
proucavali su Guan i sur. (2021) na Spanjolskoj kozi murciano-granadina koja je izvanredno
prilagodena ostrim klimatskim uvjetima i susi u podrucjima s oskudnim resursima hrane.
UoCenu visoku genetiCku varijabilnost kod koza kao posljedicu utjecaja genetiCke i
geografske izolacije uocili su Visser i sur. (2016), a rezultati se podudaraju s istrazivanjima

na govedima (Makina i sur., 2014) i konjima (Petersen i sur., 2013).

Predvidanja buducih genotipskih frekvencija najrelevantnijin SNP-ova i njihov u€inak
na geneticku strukturu s obzirom na klimatske promjene na kozama su proveli Cortellari i
sur. (2021).
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2.4.4. Geneticka raznolikost i molekularni alati

S ciliem rekonstrukcije evolucijskih, ekoloSkih, povijesnih i demografskih procesa
poput divergencije, ekspanzije, uskih grla, genetiCke izolacije, introgresije, prilagodbe i
selekcije analiziraju se mutacije DNA, rekombinacije te sluajne i usmjerene promjene u
frekvencijama alela. Rastuc¢a koli€¢ina genomskih podataka dovela je do razvoja raznih
bioinformatickih i analitiCkih alata ¢ime su genomske analize postale kljuéne u znanstvenim
istrazivanjima. One se kontinuirano usavrSavaju i primjenjuju u genotipskoj procjeni
uzgojnih zivotinja (Kolosov i sur., 2013; Gorlov i sur., 2016), pri Cemu se sve viSe prepoznaje

potencijal izvornih pasmina kao geneti¢kog resursa za buduénost (Tolone i sur., 2022).
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Povijesna otkrica predstavljala su klju¢ne prekretnice u razvoju proucavanja
genoma. Prva istrazivanja unutar stani¢nih struktura zapocela su otkriéem opti¢kog
mikroskopa 1595. godine. Robert Hooke je 1665. godine dao prvi opis stanice. Svicarski
botani€ar Carl Nageli opisao je 1840-tih strukture nalik nitima unutar jezgara biljnih stanica,
nazvavsi ih ,prolaznim citoblastima®, koje je kasnije, 1888. godine, Waldeyer definirao kao
kromosome. Godine 1859., Charles Darwin je objavio djelo ,O porijeklu vrsta“, u kojem je
predstavio teoriju prirodne selekcije, dok je Gregor Mendel 1865. godine uveo temeljne
zakone nasljedivanja, pokazujuc¢i da se odredene osobine prenose genima. Mendelova
pravila kasnije su pobolj8ana rezultatima Thomasa Hunta Morgana 1910. godine, koji je
otkrio da su geni na kromosomima odgovorni za pojavu specificnih fenotipova. Prva
genetiCka karta izradena je 1911. godine mapiranjem gena voéne musice. Godine 1953.,
Watson i Crick su opisali dvolan€ani, spiralni, komplementarni i antiparalelni model DNA.
Otkricem DNA i kromosoma razvijene su mnoge metode i tehnologije za njihovo

proucavanje.

Raznolikost obuhvac¢a otpornost, snagu, stabilnost i Zivot unutar sustava, dok
bioloSka raznolikost obuhvaca sveukupnost vrsta, gena i ekosustava u odredenoj regiji
(Fadhil i sur., 2018). Podjelu bioloSke raznolikosti objavio je UNEP u Prvom globalnom
izvjeS¢u o procjeni bioloSke raznolikosti 1995. godine, definirajuéi tri razine bioloSke

raznolikosti: (1) raznolikost ekosustava; (2) raznolikost vrsta i (3) genetiCku raznolikost.

Geneticka raznolikost temeljna je komponenta bioloSke raznolikosti i obuhvaca
varijabilnost alela i genotipova unutar i izmedu populacija (Radha i sur., 2021). Klju¢na je
za oCuvanje evolucijskog potencijala jer omogucuje populacijama prilagodbu na
promjenjive okoliSne uvjete, otpornost na bolesti i dugoro¢nu odrzivost (Frankham i sur.,
2002; Lenstra i sur., 2012). Nasuprot tome, smanjena geneti¢ka raznolikost povezana je s

povecéanim rizikom od inbridinga, smanjene plodnosti i Cak izumiranja.

U kontekstu domacih Zivotinja, geneti¢ka raznolikost obuhvaca razlike kako unutar
pasmina, tako i izmedu njih. Ova raznolikost rezultat je dugotrajne interakcije izmedu
prirodne selekcije, lokalnih okoliSnih uvjeta i selekcijskih pritisaka (Fadhil i sur., 2018).
Ocuvanje genetitke raznolikosti vazno je ne samo zbog znanstvenog razumijevanja
fenotipskih karakteristika i povijesti populacija (Ajmone-Marsan i sur., 2010; Groeneveld i
sur., 2010), ve¢ i zbog stabilnosti i otpornosti poljoprivredne proizvodnje u buduénosti (FAO,
2007).

Upravljanje zivotinjskim genetiCkim resursima zahtijeva dobro poznavanje veli€ine i
strukture populacije, njezine geografske distribucije, uzgojnih sustava i razine geneticke

varijabilnosti. Danas se u te svrhe naj¢eSce koriste molekularne metode, osobito SNP Cipovi

29



visoke gustoce, koji omogucuju detaljnu i preciznu procjenu geneti¢ke raznolikosti, znatno

nadmasujuéi podatke iz pedigrea (Manichaikul i sur., 2010; Gorbach i sur., 2010).

Procjena geneticke raznolikosti unutar populacija temelji se na nekoliko kljucnih

pokazatelja koji kvantificiraju razinu varijabilnosti i evolucijski potencijal:

(a) Nukleotidna raznolikost izrazava prosjeCan broj razlika u nukleotidima izmedu dviju
DNA sekvenci u populaciji. Visoke vrijednosti ukazuju na geneticki bogate i stabilne
populacije, dok niske sugeriraju uska geneticka grla ili smanjeni protok gena (Wang i sur.,
2009),

(b) Haplotipska raznolikost mjeri brojnost i ulestalost razliCitih haplotipova, tj.
kombinacija alela naslijedenih zajedno. Visoke vrijednosti ukazuju na postojanje vise
evolucijskih linijja unutar populacije, posebno u geneti¢ki neovisnim regijama poput
mitohondrijske DNA,

(c) Ocekivana heterozigotnost oznacava vjerojatnost da ¢e nasumiéno odabrana
jedinka biti heterozigotna na nekom lokusu. Visoke vrijednosti odrazavaju veliku alelnu
raznolikost i ukazuju na dobru genetiCku strukturu populacije, dok niske vrijednosti mogu
upucivati na izolaciju, geneticki otklon (eng. genetic drift) ili inbriding (Eding i Bennewitz,
2007; Toro i sur., 2009; Tapio i sur., 2010).

Genomski inbriding. Inbriding predstavlja parenje izmedu jedinki koje su
medusobno srodnije od prosjeénog srodstva u populaciji, $to rezultira povecanjem
homozigotnosti genoma (Curik i sur., 2014a). Povecana ucestalost inbridinga mozZe imati
negativne posljedice uklju€ujuc¢i smanjenu plodnost, nizu stopu prezivljavanja te smanjenu

dugoro¢nu odrzivost populacije (Keller i sur., 2011; Charlesworth i Willis, 2009).

Inbriding se opcenito izrazava koeficijentom inbridinga (F) koji predstavlja
vjerojatnost da su dva alela na istom lokusu identi¢na po porijeklu (eng. Identical by
descent, IBD), pri ¢emu se vrijednosti kreéu od 0 (bez inbridinga) do 1 (potpuna
autozigotnost) (Ballou, 1983). Klasi¢ni pristup temeljen na podacima iz pedigrea, razvijen
od strane Wrighta (1922), moze biti ograni¢en jer se oslanja na nepotpune informacije i

Cesto obuhvaca samo nekoliko generacija (Howrigan i sur., 2011).

Suvremene molekularne metode omogucéuju pouzdaniju procjenu inbridinga
koriStenjem podataka dobivenih SNP &ipovima. Medu njima, analiza homozigotnih regija
(eng. Runs of homozygosity, ROH) pokazala se kao izuzetno korisna jer omogucuje

procjenu stupnja autozigotnosti u genomu.
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ROH regije predstavljaju kontinuirane segmente genoma u kojima su svi lokusi
homozigotni, $to ukazuje na nasljedivanje istih kromosomskih fragmenata od zajednickih
predaka (Broman i Weber, 1999; Curik i sur., 2014a). Pojava dugih ROH regija povezuje
se s nedavnim inbridingom, dok krace ROH regije ukazuju na drevnije srodstvo u populaciji
(Kirin i sur., 2010). Prisutnost ROH-a moze biti posljedica uskih grla, geneti¢kog otklona,

selekcije ili malih efektivnih veli€ina populacije (Peripolli i sur., 2017).

Uz inbriding, znac¢ajnu ulogu u strukturi genoma ima i neravnoteza vezanih gena
(eng. Linkage Disequilibrium, LD) koja ozna¢ava nejednaku u€estalost kombinacija alela u
haplotipovima u odnosu na oekivane pod pretpostavkom nasumiénog udruzivanja alela (ij.
bez povezanosti izmedu lokusa). Inbriding povecava razinu LD jer potomci zajednickih
predaka nasljeduju duge segmente identiche DNA, ¢ime se smanjuje moguénost
rekombinacija u populaciji (Curik i sur., 2014a; Howard i sur., 2017). Pove¢ani LD, osobito
u kombinaciji s malom veli€¢inom populacije, uskim grlima i jakim selekcijskim pritiskom,
dodatno pogoduje formiranju ROH regija i smanjenju geneti¢ke raznolikosti (Howard i sur.,
2017).

Koeficijent inbridinga temeljen na ROH regijama (FROH) definira se kao udio
ukupne duljine ROH regija u odnosu na duljinu analiziranog autosomnog genoma
(McQuillan i sur., 2008). Ova mjera ima jasnu bioloSku interpretaciju, a uz to omogucuje
razdvajanje ROH-ova po duljini, ¢ime se moze procijeniti koliko je inbriding recentan (Curik
i sur., 2014a). Na primjer, ROH duljine >16 Mb obi¢no potje€u od zajednitkog pretka unutar
posliednje 3 generacije, dok ROH od 4-8 Mb ukazuju na srodstvo udaljeno 6—12 generacija
(Kirin i sur., 2010; Curik i sur., 2014a).

Ipak, identifikacija ROH-a moze biti podlozna pristranostima koje proizlaze iz
postavljenih parametara, gustoce SNP Cipa i pogreSaka u genotipizaciji (Howrigan i sur.,
2011; Feren&akovi¢ i sur., 2013b). Stoga je vazno standardizirati pristupe u identifikaciji

ROH-a kako bi rezultati bili usporedivi izmedu studija.

ROH analiza nasla je primjenu u istraZivanju inbridinga kod brojnih vrsta, uklju€ujuci
ljude (McQuillan i sur., 2008; Kirin i sur., 2010), goveda (Purfield i sur., 2012; Ferencakovi¢
i sur., 2013a; Mastrangelo i sur., 2016, Shihabi, 2024), svinja (Bosse i sur., 2012; Saura i
sur., 2015; Lukic¢ i sur., 2020), koza (Islam i sur., 2019; Drzaic i sur., 2022; Pegolo i sur.,
2025), pasa (Sams i Boyko 2019; Jane§, 2020; Shihabi, 2024) i ovaca (Djokic i sur., 2023;
Lukic i sur., 2023; Drzaic i sur., 2024; Shihabi, 2024).
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Efektivha veli€¢ina populacije. Efektivna veli¢ina populacije (Ne) jedan je od
temeljnih koncepata u populacijskoj genetici, koji je uveo Wright (1931), a daljnji teorijski
napredak u definiranju i razumijevanju ovog pojma donio je Crow (1954) navodedi viSe
nacina njezina definiranja. Ne se smatra jednim od najvaznijih parametara u genetici
oc€uvanja zbog svoje povezanosti s inbridingom, selekcijom, migracijama i mutacijama kao
i za procjenu geneticke raznolikosti. Definira se kao veli€ina hipotetske populacije (idealne
Wright-Fisher-ove populacije) koja ¢Ce rezultirati istom kolic¢inom genetickog otklona kao u
aktualnoj (stvarnoj) promatranoj populaciji (Wright, 1931; Wang i sur., 2016). U beskonacno
velikoj populaciji, koja bi bila u Hardy-Weinbergovoj ravnoteZi, frekvencije alela i genotipova
ostaju nepromijenjene tijekom vremena, no u stvarnim populacijama navedene frekvencije

nikada nisu konstantne (Wang 2016).

Vecina populacija nije idealna, a nize vrijednosti Ne ukazuju na vecéu vjerojatnost
inbridinga, genetickog otklona, smanjenje geneticke raznolikosti i odrzivosti (Husemann i
sur., 2016; Peripolli i sur., 2017). Njezina je svrha prikazati evolucijske promjene
nasumiénim uzorkovanjem frekvencije alela u ograni¢enoj populaciji (Charlesworth, 2009a),
a moze objasniti kako su populacije nastale (Falconer i Mackay, 1996) i koristiti za

poboljSanje geneticke strukture na kojoj se temelje sloZzene osobine (Hayes i sur., 2003).
(a) Tipovi efektivne veliine populacije

Efektivna veli€ina populacije nije jednoznafan parametar, ve¢ se moze definirati na
razliCite nacine, ovisno o genetickom mehanizmu koji se kvantificira (Wang i sur., 2016;
Ryman i sur., 2019).

- Nel se temelji na inbridingu — kvantificira stopu porasta homozigotnosti zbog parenja
u srodstvu, odnosno stopu kojom se povecava vjerojatnost da su dvije alelne kopije
identiCne po podrijetlu. Ova je definicija izvorna Wrightova i klju¢na za kratkoroc¢no

geneti¢ko oCuvanje (Ryman i sur., 2019).

- Nev se temelji na geneti¢koj varijanci — odnosi se na brzinu promjene alelnih
frekvencija kroz generacije uslijed geneti¢kog otklona i najéesce se koristi u metodama koje

se temelje na vremenskim razlikama u uzorkovanju (Wang i sur., 2016).

- NeLD se temelji na neravnotezi nevezanih gena — mjeri neravnotezu medu lokusima
i koristi se u jednokratnim uzorcima. Postala je Siroko primjenjiva u molekularnoj ekologiji
jer se temelji na SNP podacima i dostupna je kroz softverske alate poput LDNe (Waples i
Do, 2010).

32



- Neav se temelji na aditivnoj geneti¢koj varijanci — kvantificira gubitak aditivhe
genetiCke varijacije, sto je klju¢no za dugoroc¢ni adaptacijski potencijal populacije. Smatra
se glavnim pokazateljem genetiCke sposobnosti za odgovor na selekcijske pritiske (Ryman
i sur., 2019).

- Neco se temelji na koalescenciji — definira se kao prosje¢no vrijeme do zajednic¢kog
pretka dviju alelnih kopija i koristi se u filogeneti¢kim i evolucijskim analizama temeljenim

na teoriji koalescencije (Wakeley i Sargsyan, 2009; Wang i sur., 2016).

- NecD se temelji na genskoj raznolikosti - odrazava stopu smanjenja ocekivane
heterozigotnosti (gene diversity) kroz generacije. Ova mjera kvantificira gubitak ukupne
genetiCke raznolikosti u populaciji, a koristi se za procjenu dugoro¢nog potencijala oCuvanja
genetiCke varijabilnosti. U ranijim radovima oznaCavala se i kao ,haploidna inbridna
efektivna veli€ina“, ali je u ovom kontekstu terminoloSki prilagodena radi jasnijeg

razlikovanja od Nel (Ryman i sur., 2019).
(b) Metode procjene efektivne veliine populacije

Za vecinu prirodnih populacija Ne se ne mozZe izravno mijeriti pa se procjenjuje na

temelju demografskih ili molekularno geneti¢kih podataka.

Demografske metode procjenjuju Ne kao matemati¢ku funkciju demografskih
parametara: varijanca u reproduktivnom uspjehu, omjer spolova i fluktuacija veli€ine
populacije (Caballero, 1994). One mogu otkriti kljuéne demografske procese i pomoc¢i u
upravljanju populacijom (Nunney i Elam, 1994; Ruzzante i sur., 2016). Medutim, zbog
zahtjevnosti podataka i kompleksnosti modela, rijetko su koriStene, a rezultati Cesto nisu
usporedivi (Hall, 2016; Trask i sur., 2017).

Jedna od naj¢eSce koriStenih demografskih formula, koju je predlozio Falconer
(1996), procjenjuje efektivnu veli€inu populacije na temelju broja muzjaka (Nm) i Zenki (Nf)

koji sudjeluju u razmnoZavanju prema izrazu:

4NmMNf
Ne= ———
Nm+ Nf

Molekularno-geneticke metode biljeze znatan porast zahvaljujuéi napretku u
genotipizaciji, sekvenciranju i obradi podataka (Luikart i sur., 2010; Wang i sur., 2016;
Gilbert i Whitlock, 2015; Marandel i sur., 2020).

Prema Lenstra i sur. (2012), moderne procjene temelje se na tri faktora:

- stopa povecanja inbridinga - obrnuto proporcionalna Ne,
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- vjerojatnost spajanja linija u jednoj generaciji (coalescence),

- stupanj neravnoteze vezanih gena (LD), koji raste kako se Ne smanjuje.

Metode temeljene na LD prepoznate su kao pouzdane i robusne (Waples i Do, 2010;
Waples i England, 2011), a s pojavom sekvenciranja cijelog genoma omoguéene su i
retrospektivne procjene promjena Ne u nedavnoj proSlosti — osobito korisne u kontekstu

oc€uvanja ugrozenih vrsta (Santiago i sur., 2020).

2.4.5. Selekcijski potpisi

Selekcijski potpisi oznacavaju regije genoma koji nose funkcionalno vazne varijante,
neovisno o tome jesu li bile rezultat prirodne selekcije ili uzgojno-selekcijskog rada (Qanbari
i Simianer, 2014). U takvim regijama Cesto se nalaze aleli Cija je ucestalost porasla zbog

njihove uloge u prezivljavanju, reprodukciji ili uzgojno vaznih osobina.

Pozitivna selekcija odnosi se na proces kojim nova mutacija ili prethodno rijedak alel
povecava ucestalost u populaciji jer poboljSava prilagodbu organizma na okolisne ili
uzgojne uvjete (Nielsen i sur., 2007; Vitti i sur., 2013; Lopez i sur., 2015). Ovakav selekcijski
pritisak ostavlja specifiCan genomski trag koji se mozZe detektirati razliitim metodama,

osobito analizom strukture haplotipova.
NajceSc¢e koriStene metode ukljucuju:

- proSirenu homozigotnost haplotipa (eng. Extended Haplotype Homozygosity, EHH)
— mjeri vjerojatnost da su dva haplotipa identi¢na u regiji udaljenoj od cilinog SNP-a. Visoka
EHH vrijednost upucuje na nedavni selekcijski dogadaj jer nije bio dovoljno vremena za
rekombinaciju (Sabeti i sur., 2002; Qanbari i sur., 2011),

- integrirani rezultat haplotipova (eng. Integrated Haplotype Score, iHS) — proSirenje
EHH metode, koje kvantificira razliku u duljini haplotipova izmedu alela predaka
(ancestralnog) i novonastalog (deriviranog) alela (Voight i sur., 2006). Visoka apsolutna
vrijednost iHS-a ukazuje na selekciju, dok su vrijednosti blizu nule pokazatelj neutralnosti.

Formula za nestandardizirani iHS:

iHHA)

(HS = I (
! "\itn,

gdje su iHHa i iHHp integrirane EHH vrijednosti za alel predaka i derivirani alel. Ako
je omjer blizu 1, selekcijskog signala nema, visoko negativne ili pozitivne vrijednosti ukazuju

na selekciju za derivrani odnosno ancestralni alel.

Standardizacija iHS-a omogucuje usporedbu rezultata kroz cijeli genom:
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standardizirani iHS =

gdje Ep i SDp oznaCavaju ocekivanu vrijednost i standardnu devijaciju unutar
frekvencijskog bin-a (Voight i sur., 2006; Gautier i Vitalis, 2012).

- proSirenu homozigotnost haplotipova (eng. Cross-Population-Extended Haplotype
Homozygosity, XP-EHH) - usporeduje EHH izmedu dviju populacija i identificira regije gdje

je selekcija dovela do fiksacije u jednoj, ali ne i u drugoj populaciji (Sabeti i sur., 2007).
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2.5. Povijest uzgoja koza na podrucju Republike Hrvatske

Povijest uzgoja koza na podruc¢ju Republike Hrvatske seze stolje¢cima unatrag, pri
¢emu su koze igrale klju¢nu ulogu u ruralnom gospodarstvu. Njihova vaznost olitovala se
u ekonomskom, socijalnom i zdravstvenom smislu. Ekonomski, koze su bile cijenjene zbog
proizvodnje mlijeka, mesa, koZe i vlakana. Socijalno, sluzile su kao izvor prihoda i hrane,
dok su ekoloski doprinosile odrZivoj poljoprivredi i kontroli vegetacije. Njihovo mlijeko i meso

imalo je nutritivnu vrijednost, Sto je vazan zdravstveni aspekt.

Uzgoj koza bio je prilagoden lokalnim okoliSnim uvjetima, a osobito se razvio na
krdkim podruéjima Dalmacije, gdje su zajednice jo$ u ranom neolitiku usvojile stoarstvo
kao temeljnu gospodarsku djelatnost. Arheoloski nalazi ukazuju na to da je uzgoj koza ¢&inio
vazan dio svakodnevnog Zivota tih ranih zemljoradnickih zajednica (McClure i sur., 2014).
Zooarheolo$ki nalazi s lokaliteta Crno Vrilo, Pokrovnik, Tinj—Podlivade i Danilo Bitinj,
otkrivaju da su koze i ovce brojéano nadmasivale goveda i svinje, a analize zubnih ostataka,
izotopa i mortalitetnih krivulja potvrduju strategiju muznje (Miracle i Forenbaher, 2005;
Zavodny i sur., 2015). Takoder je potvrdeno postojanje mobilnog uzgoja (transhumance),
karakteristicnog za ove predjele, to dodatno upuéuje na prilagodbu uzgoja specifi€nim

ekolodkim uvjetima (Zavodny i sur., 2015; McClure i sur., 2022; Sierra i sur., 2023).

Na temelju arheolo3kih nalaza s Sireg podruja Mediterana rekonstruirani su i
smjerovi migracija neolitickih sto€arskih zajednica s Apeninskog poluotoka prema isto¢noj
obali Jadrana, Cime se potvrduje teorija o dolasku prvih domadéih Zivotinja, medu kojima su

bile i koze, kao dijela ,neolitickog paketa“ (Forenbaher i Miracle, 2006).

lako jo$ nije dokazano da su na nalazistima pronadene koze izravni preci danasnje
hrvatske Sarene koze, na temelju njezinih sadasnjih karakteristika i prostorne raspodjele
neolitiCkih nalaziSta moze se pretpostaviti da ova pasmina potjece iz dugotrajnog uzgojnog

kontinuiteta u surovim krskim uvjetima Dalmacije.

U Istri je dugo vremena bilo poznato samo jedno nalaziste, otkriveno poCetkom 19.
stolje¢a u mjestu Vizace kod Valture (Pula), gdje su pronadeni arheolo$ki ostaci zivotinjskih
kostiju, uglavnom jedne vrste koza. Na temelju tog nalaza ne moze se pouzdano zakljugiti
u kojoj je mjeri kozarstvo bio zastupljeno u Istri (Vondracek-Mesar, 1999). Tek kasniji nalazi,
poput onih iz Pupic¢ine peéine, potvrduju uzgoj koza i ovaca tijekom srednjeg i kasnog
neolitika (Miracle i Pugsley, 2006), dok pisani i pouzdaniji podaci ukazuju na to da je
kozarstvo bilo jaCe zastupljeno u srednjem vijeku (12. do 17. stolje¢a), kao posljedica ratnih

zbivanja i potiskivanja ratarstva.

36



lako je uzgoj koza bio Siroko rasprostranjen, koze su u proslosti bile povezivane s
bijedom i siromastvom, a narod ih je ¢esto nazivao ,sirotinjskim kravama*“ (Katalinic¢ i sur.,
1994) ili ,majkama sirotinje* (Beltram i Klanjs¢ek, 1947). Zbog slobodnog napasivanja i
brsta, ¢esto su uniStavale Sumsku vegetaciju, pa su zbog toga, u nekoliko navrata u
povijesti, doneseni zakoni kojima se zbog zna¢ajno smanijio broj radi zastite Suma i mladih
nasada. Beltram i Klanj$¢ek (1947) opisuju kozu kao ,,dobrotvora® nakon kojeg ostaje ,sivina

kamenite pustosi®.

Prve zapisane mjere protiv drzanja koza datiraju od 13. srpnja 1844. godine, kada
je autokratska austrijska oblast izdala Gori¢ku nacelnu zabranu drzanja koza. Drzanje koza
bilo je dopusteno samo uz posebnu dozvolu vlasti i lijecni¢ku svjedodzbu vlasnika o potrebi

koriStenja kozjeg mlijeka, dok je bilo zabranjeno tjerati koze javnim putovima.

Austrijska je vlast donijela dekret o drzanju koza za podrucje Dalmacije, 19. veljace
1873. godine, a za Istru 14. rujna 1883., gdje je uz zabranu bila predvidena i zapljena koza

i nov€ana kazna (Beltram i Klanj$¢ek, 1947).

Zakonom iz 1888. godine donesena je prva ,Naredba kr. zemaljske viade, Odjela za
unutarnje poslove kr. Zupanijske oblasti u Gospicu i Ogulinu o zastiti Sumogojstva, a napose
glede uZivanja pase na opcinskih pasnjacih“, koja je zabranjivala drzanje koza: ,Drzanje
koza zabranjuje se koli svakom zemljoposjedniku, toli onim osobama, koje ne posjeduju

vlastita zemljita.....“ (Katalini¢ i sur., 1994).

Godine 1907. Zemaljska vlada Kraljevine Hrvatske, Slavonije i Dalmacije donijela je
naredbu kojom se koze smiju drZzati samo za vlastite potrebe, dok se za takav uzgoj, u staji
ili na vlastitom zemljiStu, nije trebala ishoditi posebna dozvola. Ti su zakoni vrijedili i u
vrijeme bivSe Jugoslavije sve do 1954., kada je donesen najstrozi zakon i koji je gotovo
unistio kozarstvo. Neposredno prije donoSenja tog zakona, radile su se procjene broja koza
po domacinstvu pa Beltram i KlanjS€ek (1947) zagovaraju tezu da se svaki posjednik koza
koji drzi viSe od 4 koze bavi ,Spekulacijom® i da dvije tre¢ine od ukupnog broja koza treba
Jikvidirati®, jer .iskoriScuju narodnu imovinu na racun zajednice”. U Sumarskom listu iz
1947. godine izasli su rezultati te ,pozitivne propagande” u kojem se navodi: ,Kotar Split:
33 sela (Kastela) odlucila su dozvoliti drzanje jedne do dvije koze po obitelji. 10 sela odlucilo
Je potpunu likvidaciju koza. Kotar Zadar: sva su se sela izjasnila za uniStenje koza. Kotar
Drni§: od 50 sela u 12 izvrSena je potpuna likvidacija koza. Ostalo je jo§ 3.000 komada
koza. Kotar Sibenik: neka su sela unistila koze, a neka jo$ drze veliki broj. Kotar Knin: dok
je prije rata bilo 10.000 komada koza, propagandom je uspjelo sniziti broj koza na 2.000

komada“.
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Ovakve zakonske odluke negativno su se odrazile na broj koza, posebice na, tada
dominantne, autohtone pasmine. Ozani¢ (1955) navodi da je 1857. godine samo na

podrucju Dalmacije bilo 424.057 koza.

Povijest Istre obiljezena je Cestim zabranama uzgoja koza, jo§ od vremena
mletacke, a kasnije i francuske vlasti. Ogoljelost nekih dijelova Istre i jadranskih otoka
pripisuje se iskoristavanju i sje¢i Suma pod vlas¢u Mletatke Republike, to je bio jedan od
razloga zabrane drzanja koza, koje su brstile i Sume i mlade nasade. lako su zabrane
postojale, koze su se i dalje uzgajale, varirajuci u broju jedinki. Ci¢i, stanovnici Ciéarije, imali
su najveci broj grla, a 1750. godine ucinjena im je iznimka te im je dozvoljeno drzanje koza,
jer su svoje koze vodili na visoke planine, gdje nisu &inile Stetu Sumama (Novak, 1970).
Jedini statisti¢ki podaci o broju koza u Istri potje€u iz 1920. godine, objavljeni u Zemljopisno-
statistickom atlasu C. Battistija, gdje se navodi da je broj koza bilo 2.551, s gusto¢om od
0,5 grla/km?.

Vaznost koza u istarskoj povijesti, kulturi, umjetnosti, religiji i gospodarstvu ogleda

se i u tome $to je koza dio danasnjeg grba Republike Hrvatske.

Tek osamdesetih godina 20. stolje¢a dolazi do inicijativa za obnovu kozarstva, a
1996. godine donesen je ,Program gojidbenog stvaranja koza u Republici Hrvatskoj“, 2012.
godine i Program uzgoja koza u Republici Hrvatskoj uz provodenje pod okriljiem Hrvatskog

saveza uzgajivaCa ovaca i koza.

Postupak revitalizacije istarske koze u Republici Hrvatskoj pokrenut je 2010. godine

uz podrdku Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva.

Prema podacima DrzZavnog zavoda za statistiku, na dan 1. studenog 2023. godine
u Republici Hrvatskoj ukupno se uzgaja 73.000 koza, $to je za 11 % manje u usporedbi s
2022. godinom. U Jedinstvenom registru ovaca i koza kojeg vodi Uprava za stoCarstvo i
kvalitetu hrane u Ministarstvu poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva na dan 31. prosinca 2024.

godine evidentirano je 69.123 uzgojno valjanih grla koza.
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2.6. Izvorne pasmine koza u Republici Hrvatskoj

Tri su priznate izvorne pasmine u Republici Hrvatskoj (,Narodne novine®, br. 43/21,
38/23, 111/23) hrvatska bijela koza, hrvatska Sarena koza i istarska koza. Prema podatcima
Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva za 2024. godinu, u evidenciji se nalazi
ukupno 2.144 uzgojno valjanih jedinki hrvatske Sarene koze (2.075 koze i 69 jarca) kod 23
uzgajivaca, pri ¢emu je najveéi broj njih na podruju Zadarske Zupanije. Takoder,
evidentirano je 173 uzgojno valjanih jedinki istarske koze (158 koza i 15 jarca) kod 8
uzgajivata na podrucju Istarske Zupanije. Prema FAO smjernicama iz 2013. godine,
hrvatska Sarena koza svrstana je u kategoriju ugroZenih pasmina, a istarska koza u

kategoriju kriticnih.

2.6.1. Hrvatska sarena koza

Hrvatska Sarena koza najbrojnija je izvorna pasmina, a u proSlosti je bila poznata i

pod nazivima balkanska, dinarska, bukovica, $ara, Sarena, domaca i sli¢no.

Skladne je grade, ¢vrstog tjelesnog okvira i duzeg trupa. Straznji dio tijela razvijeniji
je od prednjeg. Glava je srednje duga, s rogovima ili bez njih. Kod jaraca su oni ¢e&¢i, tamni,
grubi i dvobridni, bez sjaja i rastu unazad poput sablji, a uz njih se Cesto javlja i duza i bujnija
brada. Na dugom, plosnatom i umjereno miSi¢avom vratu neke jedinke imaju resice. Noge
su duge i ¢vrste, s tvrdim papcima koji omogucéuju kretanje kamenitim i kr8kim terenima.
Tijelo je prekriveno dugom, gustom i sjajnom kostrijeti raznih boja, pa se medu jedinkama
mogu naci potpuno bijele, crno-smede, crvenkaste, crno-bijele, crno-Sarene, sive i Sarene

varijante.

Njezina skromnost u hranidbi, prilagodljivost, otpornost, dobra snalaZljivost,
spretnost na strmim, kr8evitim predjelima bila je pogodna za stoljetni ekstenzivni uzgoj na
nepristupacnim terenima juznog Velebita, Dinare, Kames$nice i Biokova gdje se i danas, na

takav tradicionalan nacin, uzgaja.

U dostupnoj literaturi nema podataka o znatnijem i planskom oplemenjivanju ove
pasmine. Ima kombinirane proizvodne odlike, ali se najéeS¢e uzgaja radi proizvodnje mesa.
Proizvodna svojstva ove pasmine skromnija su u usporedbi s pasminama visokog
genetiCkog potencijala. Unato¢ tome, njezina povijesna, tradicijska i ekoloSka vaznost u

ruralnim podrucjima nadilazi ekonomsku vrijednost.
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Slika 10. Hrvatska Sarena koza; izvor Ministarstvo poljoprivrede
(https://bag.mps.hr/hrvatske-izvorne-i-zasticene-pasmine/hrvatska-sarena-koza/; pristup:
24.6.2022.)

Zahvaljujuéi svojoj sposobnosti prezZivljavanja u teskim uvjetima, postala je
nezamjenjiva u o¢uvanju ekoloSke ravnoteze na podrucjima gdje druge domacée Zivotinje

ne mogu opstati, €&ime znacajno doprinosi o¢uvanju bioloske raznolikosti.

Hrvatska Sarena koza danas se smatra vrijednim geneti¢kim resursom. Tu vrijednost
prepoznala je i Republika Hrvatska, naglaSavajuéi vaznost njezine zastite, ne samo radi
oCuvanja tradicije, povijesne i kulturne bastine ve¢ i zbog njezina potencijala u odrzivoj

poljoprivredi.

2.6.2. Istarska koza

Istarska koza nastala je na podrucju Istre. Velikog je tjelesnog okvira i izrazito
snazne konstitucije, bijele boje s mogu¢im smedim i sivim nijansama. Siva pigmentacija
najéeSce se nalazi na vrhu njuske, unutradnjoj strani uSiju, iznad papaka i na vimenu.
Rogovi, resice i brada pojavljuju se kod oba spola, dok je brada kod jaraca izrazito duga i
gusta te moze dosezati duljinu do 30 cm. U muskih jedinki izrazeni su grubi, teski, dugi i
hrapavi (naborani) rogovi usmjereni postrano, prema natrag, s mogu¢om udaljeno$c¢u

vrhova i do metra.

JarCevi su razvijeniji i veCe tjelesne mase (70 do 120 kg) od koza (55 do 80 kg).
Prednji dio trupa skromnije je razvijen u odnosu na strazniji, s vidno izrazenim grebenom,
dok su noge Cvrste i tanke s pravilno razvijenim papcima. Glavna odlika istarske koze je
otpornost, prilagodljivost te skromnost u zahtjevima hranidbe i smjestaja. Istarska koza je
najrobusnija hrvatska izvorna pasmina, a najceS¢e se uzgaja za meso i mlijeko. EkoloSki

znacaj istarske koze takoder je neupitan. Njezina prirodna sklonost brstenju sprjecava
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Sirenje nepozeljne vegetacije, $to pomaze o€uvanju otvorenih prostora i smanjuje rizik od
Sumskih pozara. U tom kontekstu, one su prilagodene okoliSu i aktivho doprinose njegovom

ocCuvanju.

Slika 11. Istarska koza; izvor: Hrvatski savez uzgajivaca ovaca i koza (http://www.ovce-
koze.hr/ovcarstvo-kozarstvo/ovcarstvo-i-kozarstvo-u-rh/kozarstvo-u-rh/pasmine-
kozalistarska-koza/; pristup: 24.6.2022.)
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorkovanje i ekstrakcija DNA

Istrazivanje je provedeno na dvije hrvatske izvorne i autohtone populacije koza:
istarskoj kozi (n = 11) i hrvatskoj Sarenoj kozi (n = 37). Uzorke DNA ustupila je Banka gena
domacih zivotinja Republike Hrvatske. Za hrvatsku Sarenu kozu, uzorci su odabrani prema
dostupnim informacijama o porijeklu i podru€ju uzgoja. Kriterij za odabir ukljucivali su
nesrodstvo, razliito geografsko porijeklo i uzgoj kod razliCitih posjednika kako bi se
osigurala geneticka raznolikost. Nasuprot tome, uzorci istarske koze uzimani su nasumicno
zbog izrazito male populacije, pri ¢emu su jedinke, prema podacima iz pedigrea, bile
nesrodne. Osnovni podaci o uzorcima i jedinkama prikazani su u prilogu 1, dok su

geografske lokacije jedinki na slici 12.

46.0°N
455N
45.0°N QQ

Pasmina
44 5°N N z
hrvatska Sarena koza
# istarska koza
Y
44 0N

Geografska Sirina

435N
43.0°N Jadransko more

N
2o &:— 100k \

14°E 15°E 16°E 17°E 18°E
Geografska duzina

Slika 12. Geografske lokacije uzgoja uzorkovanih jedinki hrvatskih pasmina koza (istarska

koza — plavo, hrvatska Sarena koza — crveno)

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) ekstrahirana je iz kostrijeti, krvi i tkiva u Banci
gena domacih Zivotinja Republike Hrvatske koristenjem DNesay Blood & Tissue Kit u

skladu s protokolima proizvodaca (www.giagen.com). UspjeSnost ekstrakcije genomske

DNA kontrolirana je gel elektroforezom na 1 %-tnom agaroznom gelu. Elektroforeza je
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provedena na 130 V kroz 40 minuta na uredaju za elektroforezu (Bio Rad). Vizualizacija
rezultata izvrSena je na UV transiluminatoru (Cole palmer, Tip 97500) i uredaju za snimanje
gela (Omnidoc gel dokumentacion system 181204010, Cleaver Scientific) koji je prikazan

na slici 13.

Slika 13. Omnidoc gel documentacion system, Cleaver Scientific

Molekularna grada nukleinskih kiselina utje€e na njihovu sposobnost apsorpcije
svjetlosti odredene valne duljine. Kvantiteta i Cistoca ekstrahirane DNA temelje se na
apsorpciji svjetlosti pri valnim duljinama od 230 i 260 nm, te njihovim omjerima. Procjena
Cisto¢e provedena je na uredaju NanoPhotometer P330 Spektrofotometer (IMPLEN,

Njemacka) na volumenu od 1 ul ekstrahirane DNA.

Preporuke proizvodaca kemikalija za ekstrakciju DNA (Qiagen) navode da optimalni
omjer apsorbancije Azeo/A2g0, KOji pokazuje primarni stupan;j Cistoce, treba biti u rasponu od
1,7 do 1,9 kako bi se smatralo da je DNA Cista. NiZi omjer apsorbancije moze ukazivati na
prisutnost bjelan€evina, fenola ili drugih kontaminanata koji imaju apsorbanciju blizu
280 nm. Omjer apsorbancije Azeo/A230 koji sluzi kao sekundarna mjera Cistoce DNA, trebao
bi biti u rasponu od 2,0 do 2,2. Ako je ovaj omjer nizi, to moze ukazivati na prisustvo

kontaminanata koji apsorbiraju svjetlost na 230 nm.
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3.2. Genotipizacija, kontrola kvalitete i odabir genotipova

Ukupno je genotipizirano 48 uzoraka hrvatskih pasmina koza koristenjem platforme
Goat_IGGC_65K _v2 (lllumina, San Diego, CA, USA) u laboratoriju Labogena, Francuska.
Nakon genotipiziranja, rezultati su dokumentirani u zavrSnom izvjeSCu
(Caprin_60K_V2_FinalReport).

Za precizno uskladivanje s genotipovima drugih pasmina, koristeno je , TOP* itanje,
a kontrola kvalitete provedena je pomocu SVS softvera (eng. SNP & Variation Suite v8.7.0)

(www.goldenhelix.com).

Kako bi se osigurala analiza samo autosomnih SNP-ova, isklju¢eni su SNP-ovi
locirani na spolnim kromosomima (X i Y kromosomima), mitohondrijskoj DNA i dislocirani
SNP-ovi. U skladu s lllumina parametrima kontrole kvalitete (lllumina GenCall score < 0,8 i
GenTrain score < 0,4), svi SNP-ovi upitne kvalitete iskljueni su iz daljnje analize. Kontrola
kvalitete provedena je koristenjem softvera PLINK 1.9 (Purcell i sur., 2007), pri éemu su
isklju€eni svi SNP-ovi s vise od 10 % nedostajucéih genotipova (--geno) te jedinke s 5 ili vise
% genotipova (--mind). Zbog loSe genotipizacije, iz analize je iskljuéeno pet jedinki hrvatske
Sarene koze i jedna jedinka istarske koze, ostavljajuéi 10 jedinki istarske koze i 32 jedinke
hrvatske Sarene koze za daljnju analizu. Stvorene su .ped i .map datoteke za slijedece

analize.

Genotipovi hrvatskih pasmina koza spojeni su s genotipovima pasmina koje
obitavaju u geografskom podrucju blizu Republike Hrvatske i imaju sli¢ne fenotipske
karakteristike. Vecina genotipova preuzeta je iz javno dostupnih repozitorija, dok je dio
ustupljen od Slovak University Faculty of Agribiology and Food Resources (prilog 2). lako
je odabir pasmina bio usmjeren na one iz susjednih zemalja, trenutacna nedostupnost

genotipova iz tih zemalja ograni¢ava mogucnost izravne usporedbe.

Uz dvije hrvatske pasmine (hrvatska Sarena koza i istarska koza) u setu podataka
(slika 14) su genotipovi: 24 talijanske (argentata, aspromontana, bianca monticellana,
bionda dell adamello, ciociara grigia, derivata di siria, capra di teramo, facciuta della
valnerina, fulva del lazio, garganica, grigia ciociara, girgentana, garfagnina, jonica, capra di
livio, messinese, capra di montefalcone, nera di verzasca, orobica, roccaverano, rossa
mediterranea, saanen, valdostana, valpassiria), sedam Svicarskih (appenzell goat, grisions
striped goat, nera di verzasca, peacock goat, tessin grey goat, toggenburg, saanen), pet
austrijskih (blobe ziege, passeirer ziege, pinzgauer ziege, stytian pied, tauren pied), pet
grckih pasmina (chios, lesbos, peloponnese, skyros, youra wild goat), tri francuske (fosses,

provencale, saanen), triirske (traditional arran, old irish goat, bilberry), dvije CesSke (landrace
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goat, white shorthair goat), jedna slovacka (brown shorthair goat), jedna slovenska
(dreznica goat), jedna ruska (saanen), jedna rumunjska (carpatian goat) i jedna iranska

(bezoar) te pasmina white shorthair goat, prekograni¢na pasmina prisutna u Ceskoj i

Slovacko;.

BL :‘

4+

Slika 14. Geografska karta lokacija koza koristenih za genomsku analizu

Hrvatska (CIG, CCG), Austrija (BLZ, , PIZ, 857, TSZ), Francuska (FSS, PVC, SAA), Gr¢ka
(CHI, LES, PEL, SKY, YOW), Irska (AR, BLB, OIG), Italija (ARG, ASP, BIA, BIO, CGR, DDS, DIT,
FAC, FUL, GAR, GCI, GGT, GRF, JON, LIV, MES, MON, NVE, ORO, RCC, RME, VAL, VSS, SAA),
Rumunjska (CRP), Rusija (SAA), Slovenija (DRZ), Slovagka (GSK), Ceska (WSH, CZL), Svicarska
(APP, GST, NVE, PEA, TGR, TOG, SAA), Iran (BEZ) i WHS. Popis, oznake i porijeklo pasmina
prikazan je u prilogu 2.
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3.3. Analiza geneti¢ke strukture populacija koza

3.3.1. Srodnost izmedu populacija

Za procjenu srodstva izmedu hrvatskih izvornih i drugih odabranih pasmina koza
provedena je analiza glavnih komponenti (eng. Principal Component Analysis, PCA). Ova
analiza obuhvatila je cijeli set podataka i provedena je u R paketu SNPRelate (Zheng i sur.,
2012). Rezultati su vizualizirani pomoc¢u paketa ggplot, Sto omogucuje detaljan pregled i
interpretaciju geneti¢kih odnosa izmedu pasmina. Oznake pasmina uklju€uju i kod drzave
u kojoj se uzgajaju, pruzajuci dodatni kontekst za analizu geografske distribucije geneti¢kih

varijacija.
3.3.2. Protok gena

Filogeneticki odnosi medu pasminama vizualizirani su konstrukcijom Neighbour-Net
mreze, temeljene na Nei genetickim udaljenostima (Nei, 1978). Analiza je provedena
pomocu softvera SplitsTree4 (Huson i Bryant, 2006), dok su Nei genetiCke udaljenosti

izraCunate su u R paketu stAMPP (Pembleton i sur., 2013).

Za detaljno odredivanje odnosa izmedu promatranih pasmina koza koriSten je
softver TreeMix v1.13 (Pickrell i Pritchard, 2012). Treemix analizira frekvencije alela kako
bi izgradio filogenetiCko stablo koje vizualizira geneti¢ke udaljenosti medu pasminama i
pokazuje povijesni protok gena. Pocetno je konstruirano stablo najvece vjerojatnosti
populacija bez migracija (m0), nakon €ega su ispitani modeli s do deset migracijskih
dogadaja (m10). Kako bi se povecala pouzdanost analize, provedeno je deset ponovljenih
odredivanja za svaki migracijski dogadaj. Postotak udjela varijance odreden je za svaki
model migracija, a najvjerojatnije stablo (najbolji m) konstruirano je pomocu programskog
paketa OptM (Fitak, 2021).

3.3.3. Struktura populacija

Procjena genetiCke strukture i razina mijeSanja populacija provedena je na setu
podataka pomocu softvera Admixture 1.3.0 (Alexander i sur., 2009) nakon LD prorjedivanja
provedenog u softveru PLINK 1.9 (Purcell i sur., 2007), uz veli€inu prozora od 50 SNP-ova,
velicine koraka od 5 SNP-ova i prag r* ve¢im od 0,05 za uklanjanje visoko povezanih
parova. Broj genetickih klastera (K) testiran je za vrijednosti u rasponu od 1 do 60, uz deset
replikacija za svaku testiranu K vrijednost. Za procjenu optimalnog broja klastera koriStena
je metoda peterostruke unakrsne provjere (eng. cross-validation, CV) za svaki K, a

vizualizacija rezultata provedena je pomocu softvera Structure Selector (Li i Liu, 2018).
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Za odredivanje stupnja geneti¢ke raznolikosti analiziranih populacija koza koristen
je Wrightov fiksacijski indeks (Fst). Ovaj indeks izracunat je u SVS softveru v8.7.0

(www.goldenhelix.com). Srednja vrijednost Fsr koriStena je za kvantifikaciju geneticke

varijacije medu populacijama, pruzajuéi uvid u razlike u geneti¢koj strukturi izmedu njih.
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3.4. Procjena konzervacijskog statusa hrvatskih izvornih

pasmina koza

3.4.1. Geneticka raznolikost

Za procjenu geneti¢ke raznolikosti unutar hrvatskih izvornih pasmina koza, nakon
provedene kontrole kvalitete, izraCunati su opazena heterozigotnost (H,), oCekivana
heterozigotnost (He) i koeficijent inbridinga (Fis). Ovi parametri su analizirani pomoc¢u PLINK
v1.9 softvera (Purcell i sur., 2007) za svaku pasminu posebno. Opazena heterozigotnost
(Ho) odrazava stvarnu geneti¢ku varijabilnost unutar populacije, dok oekivana (He) pruza
procjenu genetiCke raznolikosti temeljenoj na Hardy-Weinberg ravnotezi. Koeficijent
inbridinga (Fis) izraCunat je kao razlika izmedu opazenog i oéekivanog broja homozigotnih
genotipova, §to omogucuje procjenu razine inbridinga unutar svake pasmine. Pojedinacne
Fis vrijednosti izraunate su i zbrojene za svaku pasminu, ¢ime se dobila zbirna procjena

inbridinga unutar svake populacije.
3.4.2. Genomski inbriding

Inbriding je odreden preko koeficijenta inbridinga temeljenog na duljinama
homozigotnih regija genoma (ROH) (McQuillan i sur., 2008; Curik i sur., 2014a). ROH-ovi

su identificirani zasebno za svaku jedinku koriste¢i SVS softver (www.goldenhelix.com).

Za identifikaciju ROH-ova postavljeni su slijedeci kriteriji: minimalna duljina regije
koja €ini ROH iznosila je 2Mb, minimalna SNP gusto¢a unutar ROH-a bila je jedan SNP na
svakih 1.000 kb, minimalni broj SNP-ova u ROH-u bio je 15, a maksimalan razmak izmedu
susjednih SNP-ova 1.000 kb. Definirano je pet kategorija prema duljini homozigotnih regija
(> 2 Mb, 2-4 Mb, 4-8 Mb, 8-16 Mb i > 16 Mb). Maksimalan dopusten broj heterozigotnih
genotipova odreden je prema Ferencakovic i sur. (2013) i razlikuje se za svaku kategoriju
ROH-a: jedan heterozigotni genotip za kategoriju > 2 Mb , dva za kategoriju 2-4 Mb, Cetiri
za kategoriju 4-8 Mb, osam za kategoriju 8-16 Mb, te 16 za kategoriju > 16 Mb.

Na isti nacin definiran je i najveci dopusten broj nedostajucih genotipova u svakoj
kategoriji duljine ROH-a (Mb): za kategoriju > 2 Mb od 0 do 4 nedostaju¢a genotipa, za
kategoriju 2-4 Mb od 0 do 8, za kategoriju od 4-8 Mb od 1 do 16, za kategoriju 8-16 Mb od
2 do 32, te za kategoriju > 16 Mb od 4 do 64 nedostajucih genotipova.

Genomski koeficijent inbridinga (Fron) temeljen na duljinama homozigotnih regija
genoma (ROH) izraCunat je prema McQuillan i sur. (2008). Duljina svih ROH-ova po jedinki

zbrojena je i podijeliena s ukupnom duljinom autosomalnog genoma obuhvacenog SNP-
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ovima. Fron je izraCunat za razliC¢ite minimalne duljine ROH-a, buduci da kratki segmenti
potjeCu od dalekog zajedniCkog pretka, dok dugi segmenti odrazavaju nedavni inbriding
(Feren&akovi¢ i sur., 2013). Za svaku jedinku izracunati su Fron 2-4 Mb, Fron 4-8 Mb, Fron
8-16 Mb i Fron > 16 Mb.

Ukupni Fron > 2 Mb procijenjen je za dvije hrvatske izvorne pasmine koza, kao i za
odabrane europske pasmine (Cetiri talijanske, Cetiri austrijske, jedna slovenska, jedna
rumunjska i jedna slovacka). Fron po pasmini izraCunat je kao prosjek pojedinacnih Fron >
2 Mb.

3.4.3. Efektivna veli€ina populacije

Efektivna veliCina populacije (Ne) moze se procijeniti za razliCita vremenska
razdoblja od drevnih do sadasnjih. Za genetiku oCuvanja najrelevantniji su vremenski okviri
koji obuhvacaju trenutnu generaciju ili samo nekoliko generacija u proslost (Luikart i sur.,
2010). Procjena efektivne veli€ine populacije provedena je koristenjem programa GONE
(Santiago i sur., 2020). Ovaj softver koristi optimizacijske metode temeljene na genetic¢kim
algoritmima (Mitchell, 1998) kako bi se procijenila nedavna demografska povijest populacije
na osnovi genomskih podataka zivucih jedinki. Metoda koja se koristi u GONE softveru
pokazuje se kao toCnija i pouzdanija u usporedbi s drugim metodama za izraCun Ne za
relativno nedavna vremenska razdoblja, koja sezu do otprilike 200 generacija (Novo i sur.,
2022).

3.4.4. Identifikacija signala selekcije

Za identifikaciju selekcijskih potpisa koji odrazavaju prirodnu ili umjetnu selekciju
koristene su metode iHS (Voight i sur., 2006) i eROHi (eng. extreme runs of homozigosity
islands, eROHi) (Curik i sur., 2014; Mészaros i sur., 2015), koje su medu najCescée

koristenim metodama u analizi populacija (Lukic i sur., 2023; Shihabi, 2024).

Procjena regija pod pozitivnom selekcijom provedena je pomocu iHS metode, koja

se temelji na proSirenoj homozigotnosti haplotipa (EHH).

Faziranje haplotipova iz SNP podataka za hrvatsku Sarenu kozu i istarsku kozu
provedeno je pomo¢u SHAPEIT2 softvera (Delaneau i sur., 2014), uz koriStenje 400 stanja
uvjetovanja i veli€inu prozora od 1Mb. Vrijednosti iHHa i iHHp, kao i kona€ne iHS vrijednosti,
izraCunate su u programskom jeziku R, koristeci paket rehh (Gautier i Vitalis, 2012). Sve
iHS vrijednosti normalizirane su unutar frekvencijskih binova veli¢ine 0,025, a -logio(P)
vrijednosti izraCunate su pod pretpostavkom dvosmijernih testova, buduéi da su ekstremne

(pozitivne i negativne) iHS vrijednosti informativne za detekciju selekcije. Identifikacija
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prozora uzastopnih SNP-ova s brojnim ekstremnim vrijednostima (jer selekcija obi¢no
stvara klastere ekstremnih vrijednosti, dok neutralni model pokazuje njihovu ravnomjerniju
raspodjelu) provedena je prema Voight i sur. (2006), koriste¢i pristup kliznog prozora
veli¢ine 1 Mb s pomakom od 0,25 Mb. SNP-ovi s -log1s(P) = 3 smatrani su zna€ajnima, a
prozori koji su sadrzavali tri ili viSe znacajnih SNP-ova identificirani su kao potencijalne
regije koje ukazuju na pozitivhu selekciju. Grafi¢ki prikaz (Manhattan plot) koristen je za
vizualizaciju raspodjele regija pod pozitivnom selekcijom za svaki kromosom u obje

hrvatske populacije.

Na temelju identificiranih ROH-ova za procjenu inbridinga u populacijama hrvatske
Sarene koze i istarske koze, izraCunata je uCestalost ROH-a i normalizirana za svaki SNP.
Normalizirane vrijednosti potom su transformirane u -logio(P) vrijednosti. SNP-ovi s
- logw(P) = 3 smatrani su ekstremima, a regije s najmanje tri uzastopne ekstremne
vrijednosti smatrane su regijama pod pozitivhom selekcijom. Vizualizacija eROHi vrijednosti

prikazana je pomoc¢u Manhattan plot grafi¢kog prikaza.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Kvaliteta i cistoca DNA

Kontrola uspjeSnosti ekstrakcije genomske DNA provedena je koristeéi gel
elektroforezu s izravhom vizualizacijom DNA pod UV svjetlom. Svi uzorci dali su
zadovoljavajuce svjetlosne signale, $to ukazuje na uspjeSnu ekstrakciju i dobru kvalitetu
DNA.

Procjena Cistoce DNA izvrSena je omjerom ocitanja Azso/Azso, gdje je prosjeCna
vrijednost iznosila 1.866, s najnizom vrijednoséu od 1,433 i najviSsom od 2,148, Sto ukazuje
na idealnu Cisto¢u uzorka. Koncentracija DNA u uzorcima kretala se u rasponu od 12,5 do
199,00 ng/ul, dok je prosjecna koncentracija iznosila 43,49 ng/ul. Detalji o parametrima

CistoCe i koncentraciji DNA nalaze se u prilogu 3.
4.2. Definiranje i grupiranje genotipova

Nakon provedene genotipizacije na 48 uzoraka (prilog 1) ukupno je identificirano
59.727 SNP-ova. Nakon $to su provedeni procesi prociS¢avanja i iskljuéenja genotipova
koji nisu zadovoljili postavljene kriterije, za daljnju analizu preostalo je 42 genotipa hrvatskih
pasmina koza (od kojih je 32 pripadalo hrvatskoj Sarenoj i 10 istarskoj kozi) te 1.421 genotip

ostalih pasmina. U daljnje analize uklju¢eno je ukupno 27.411 SNP-a.
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4.3. Geneticki odnosi i struktura populacija

4.3.1. Analiza glavnih komponenata (PCA)

Analiza glavnih komponenti (PCA) provedena je na genotipovima 42 uzorka
hrvatskih pasmina koza (32 hrvatske Sarene i 10 istarskih) i 1.421 uzoraka drugih pasmina,
s ukupno 27.411 SNP-ova. Ova analiza imala je cilj pozicioniranje hrvatskih pasmina u

okviru Sire geneticke varijacije (graf 1).

Prva glavna komponenta (PC1) obuhvatila je 12 % varijabilnosti u skupu podataka i
omogucila identifikaciju tri glavna klastera. Prvi klaster obuhvaéa pasmine iz srediSnje i
juzne ltalije, gréke pasmine, rumunjsku carpatian i bezoar. Ovaj klaster ukazuje na
geneti€ku povezanost izmedu pasmina s tih podrucja, s naglaskom na bliske odnose medu
njima. Drugi klaster ukljuéuje pasmine iz Austrije, Slovenije, Ceske, Slovagke, Francuske,
Irske i iz sjeverne ltalije. Ovaj klaster pokazuje zajedniCke geneticke karakteristike medu
pasminama koje potjeCu iz razliCitih europskih zemalja, ali su povezane zajedniCkim

geneti¢kim korijenima. Posebno su se odvojile pasmine iz Svicarske (alpske) i sanske koze.

Opéenito, pasmine iz iste drzave ili regije imaju tendenciju da se grupiraju zajedno,
s izuzetkom talijanskih koza koje su pokazale vecu disperziju unutar klastera. Talijanske
pasmine rasporedile su se u razli€ite klastere ovisno o geografskoj pripadnosti (sjeverna,

sredi$nja ili juzna Italija).

Hrvatska Sarena koza (CCG) formirala je jasan klaster ¢ime pokazuje homozigotnost
pasmine. Ova pasmina je genetiCki najbliza kozama iz sredi$nje Italije, poput facciuta della
valnerina, grigia ciociara, bianca monticellana i garfagnina, te rumunjskoj carpatian kozi i

grékim pasminama.

Nasuprot tome, jedinke istarske koze (CIG) rasprsile su se unutar drugog klastera
pokazujuci zna¢ajnu geneti¢ku heterozigotnost. Ove jedinke su se nasle u blizini slovenske
drezniCke koze, austrijskih pinzgauer ziege i tauern pied, ¢eSke white shorthair goat,
slovacke brown shorthair goat, francuske fosses, kao i sjevernotalijanskih pasmina

roccaverano i valpassiria te skupine sanskih koza.
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Graf 1. Analiza glavnih komponenti (PCA) za cijeli set podataka; A hrvatska Sarena koza i B istarska koza
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GAR_IT, GCLIT, GGT_IT, GRF_IT, JON_IT, LIV_IT, MES_IT, MON_IT, NVE_IT, ORO_IT, RCC_IT, RME_IT, VAL_IT, VSS_IT, SAAN_IT), Rumunjska
(CRP_RO), Rusija (SAAN_RU), Slovenija (DRZ_SI), Slova¢ka (GSK_SK), Ceska (WSH_CZ, CZL_CZ), Svicarska (APP_CH, GST_CH, PEA_CH, TGR_CH,
, NVE_CH, SAAN_CH), Iran (BEZ_IR) i WHS. Podaci o pasminama i genotipovima prikazani su u prilogu 2.
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4.3.2. Filogeneti€ki odnosi i protok gena

Na temelju Nei genetickih udaljenosti izmedu promatranih pasmina koza, izgradena
je Neigbour-Net mreza koje spaja susjede i povezuje pasmine prema njihovoj geneti¢koj
slicnosti (slika 15). Ova mreza ilustrira kako se aleli dijele medu pasminama na razini
genoma, pri Eemu duZe grane upucuju na veéu divergenciju medu pasminama. Pasmine iz
iste drzave oznacCene su istom bojom, osim sanskih koza koje su prikazane zajednickom

(sivom) bojom.

Analiza genetiCke udaljenosti pokazuje jasno odvajanje hrvatske Sarene i istarske
koze. Hrvatska Sarena koza nalazi se na kratkoj grani unutar klastera koji uklju€uje gréke
pasmine youra wild goat, skyros, peloponnese i lesbos, rumunjsku carpatian kozu i bezoar.
S druge strane, istarska koza formira dugu granu koja je pokazatelj njezine odvojenosti od

drugih pasmina. Smjestena je izmedu sanskih koza i talijanske girgentane.

Pasmine koje su se pozicionirale izmedu dviju hrvatskih pasmina su talijanska
garfagnina, slovenska dreznicka, sve austrijske pasmine i talijanska valpassiria, koja je

smjestena na istoj grani s austrijskim blobe ziege i passier ziege.

Centralnu poziciju u mrezi zauzimaju talijanske pasmine girgentana i valpassiria,
hrvatska istarska koza, slovenska dreznika, te austrijske pasmine blobe ziege, passier
ziege, pinzgauer ziege, stytian pied i tauerin pied. Ove pasmine su geneticki povezane i

nalaze se u blizini jedna druge.

Ostale pasmine grupirale su se na suprotnim stranama mreze: na jednoj strani
nalaze se pasmine iz sredi$nje i juzne Italije, Grcke, Rumunjske i bezoar (jugoistok Europe),
dok se na drugoj strani nalaze pasmine sa sjevera ltalije, Francuske, Svicarske, Ceske,

Slovacke, Irske te sanske (zapadna i srednja Europa).

Najdalje pozicionirane su irske pasmine (traditional arran, bilberry i old irish goat),
bezoar, grcka youra wild goat i slovacka brown shorthair goat koje su smjeStene na krajnjim

dijelovima mreze, pokazujuci jasnu genetiCku distancu od ostalih pasmina.
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Filogeneti¢ko stablo izgradeno pomocu softvera TreeMix pruza uvid u geneticke
udaljenosti medu promatranim pasminama koza te otkriva tokove gena u proSlosti i
evolucijske odnose (slika 16). Temeljem procijenjene vrijednosti pokazalo se da jedan
migracijski dogadaj najbolje odgovara modelu (graf 4), sto je potvrdeno Evanno i linearnim
metodama. Srednji udio varijacije kretao se od 95,77 % (m0) do 97,21 % (m10).

Am

05

Graf 2. Prikaz optimalnog broja migracija

Na stablu maksimalne vjerojatnosti, hrvatska Sarena koza i istarska koza jasno su
grupirane medu europskim pasminama koza, ali su smjestene na odvojenim granama sto
je u skladu s rezultatima Neighbour-Net analize. Pasmine su se jasno razdvojile u dvije

glavne grupe, pri Eemu se hrvatska istarska koza pozicionirala u sredini.

U prvoj grupi nalaze se austrijske, grcke, slovenska drezniCka koza, rumunjska
carpatian, hrvatska Sarena i talijanske iz srediSnje i juzne ltalije uklju€ujuci bezoar. Unutar
ove grupe, hrvatska Sarena koza €ini most izmedu rumunjske carpatian koze, grckih
(skyros, youra wild goat, peloponnese, chios, lesbos) i bezoara s jedne strane, te talijanskih
pasmina iz srediSnje i juzne Italije (bianca monticellana, ciociara grigia, chios, fulva del lazio,
capra di montefalcone, garganica, aspromontana, girgentana, messinese, argentata,

jonica, derivata di siria, rossa mediterranea i di teramo) s druge strane.

U drugoj grupi nalaze se pasmine iz Francuske, Ceske, Slovacke Svicarske, Irske i

sjeverne ltalije i sanske koze.

Hrvatska istarska koza pozicionirala na srediSnjem mjestu izmedu ovih dviju grupa,

Sto ukazuje na njenu povezanost s obje skupine.

Hrvatska Sarena i istarska koza stoga predstavljaju klju¢ne tocke u filogeneti¢koj
mrezi, s hrvatskom Sarenom kozom kao sredi$njim mostom izmedu istoka i zapada Europe,
dok je hrvatska istarska koza smjeStena izmedu dvije glavne grupe, Sto reflektira njezinu

evolucijsku povezanost s razli€itim regijama.
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Najve¢a migracijska tezina uoCena je izmedu bezoara i €vora koji povezuje
talijanske pasmine jonica, derivata di siria i rossa mediterranea. Ovaj migracijski dogadaj

prisutan je u svih deset replika analize.

S druge strane, protok gena s niskom migracijskom tezinom zabiljezen je izmedu
hrvatske istarske koze i bezoara u tre€em migracijskom dogadaju (prilog 4). Takoder, niska
migracijska tezina primijecena je izmedu hrvatske Sarene koze i sanske talijanske pasmine
u osmom dogadaju.
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Hrvatska (CIG_HR, CCG_HR), Austrija (ELZ AT,
LES_GR, SKY_GR, YOW_GR,

), Irska (BLB_IE,

Drift parameter

, PIZ_AT, SSZ_AT, TSZ_AT), Francuska (FSS_FR, PVC_FR, SAA_FR), Gr¢ka (CHI_GR,

, OIG_IE), Italija (ARG_IT, ASP_IT, BIA_IT, BIO_IT, CGR_IT, DDS_IT, DIT_IT, FAC_IT,

FUL_IT, GARL_IT, GCLIT, GGT_IT, GRF_IT, JON_IT, LIV_IT, MES_IT, MON_IT, NVE_IT, ORO_IT, RCC_IT, RME_IT, VAL_IT, VSS_IT, SAA_IT),
Rumunjska (CRP_RO), Rusija (SAA_RU), Slovenija (DRZ_SI), Slovagka (GSK_SK), Ceska (WSH_CZ, CZL_CZ), Svicarska (APP_CH, GST _CH, PEA_CH,

TGR_CH, TOG_CH, NVE_CH, SAA_CH), Iran (BEZ_IR) i WHS. Popis, oznake i porijeklo pasmina prikazan je u prilogu 2
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4.3.3. Geneticka struktura i razina mijeSanja populacija

Fiksacijski indeks (Fsr) predstavlja mjeru geneti¢ke raznolikosti medu populacijama.
Za analizu je odabrano 25 pasmina. Vrijednost Fst teoretski se moZe kretati od 0 (bez
razlike) do 1 (potpuno razli€ite). Geneti¢ka diferencijacija izmedu 25 pasmina, izrazena
putem Fst vrijednosti i prosje¢nim udaljenostima svake pasmine u odnosu na ostale,

prikazana je u tablici 2.

Geneticka raznolikost izmedu dviju hrvatskih populacija koza iznosi 0,045. Razina
genetiCke povezanosti medu promatranim pasmina pokazuje da su neudaljenije od
hrvatske Sarene koze gr¢ka youra wild goat, bezoar i austrijska tauern paid, a od istarske

koze grcke youra wild goat i lesbos, bezoar te austrijska tauern paid.

Pasmine koje pokazuju najmanju geneti¢ku udaljenost od hrvatske Sarene koze su
rumunjska carpatian (Fst = 0,011), gréka peloponnese (Fst = 0,016), talijanske facciuta
della valnerina i ciociara grigia s Fsr vrijednod¢u od 0,022, dok su istarskoj kozi najblize

austrijska stytian pied (Fst = 0,043) i talijanska roccaverano (Fst = 0,044).
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Tablica 3. Geneticke udaljenosti odabranih pasmina koza (Fsr)

BLZ. CCG_ CGR_ CIG_ CRP_ CzZL_ CHL FAC_ GCI_ GSK_ GST_ LES. PAZ  PiZ. PEL_ RCC_ SAA_ SAA_ DRZ  SSZ_ SKY_ 1Sz WSH BEZ. oo

AT HR IT HR RO cz GR IT IT SK CH GR AT AT GR T IT FR sl AT GR AT _cz IR
BLZ_AT 0,060
CCG_HR 0,041 0,043
CGR_IT 0046 0,022 0,047
CIG_LHR 0065 0,045 0,053 0,066
CRP_RO 0044 0011 0022 0,045 0,042
CZL_CZ 0062 0049 0055 0064 0,048 0,064
CHI_GR 0063 0027 0039 0063 0019 0,067 0,058
FAC_IT 0044 0022 0019 0050 0022 0053 0037 0,047
GCLIT 0,046 0023 0013 0053 0023 0054 0040 0,020 0,047
GSK_SK 0092 0075 0083 0097 0077 0054 0098 0078 0,081 0,092
GST_CH 0078 0073 0075 008 0075 008 0094 0072 0074 0,113 0,085
LES GR 0095 0060 0072 0099 0054 0100 0051 0071 0071 0136 0,125 0,089
PAZ_ AT 0030 0040 0046 0065 0043 0064 0062 0044 0046 0095 0080 0,096 0,061
PIZ. AT 0063 0052 0058 0071 0053 0068 0072 0056 0057 009 0089 0,105 0,064 0,069
PEL_.GR 0051 0016 0026 0055 0013 0058 0022 0026 0027 008 0083 005 0051 0,062 0,049
RCC_IT 0043 0035 0034 0044 0035 0044 0054 0032 0035 0068 0060 0087 0045 0053 0,042 0,049
SAA_IT 0057 0050 0052 0053 0051 0055 0070 0049 0051 0084 0071 0101 0060 0067 0060 0,034 0,059
SAA FR 0055 0047 0049 0049 0047 0053 0065 0046 0049 0080 0068 0097 0057 0064 0055 0031 0,026 0,059
DRZ_SI 0072 0057 0064 0080 0059 0079 0078 0062 0063 0112 0100 01110 0073 0081 0067 0062 0069 0,073 0,078
SSZ AT 0039 002 0031 0043 0026 0040 0044 0030 0032 0067 0063 0077 0039 0044 0034 0027 0031 0037 0,056 0,045
SKY_GR 0067 0033 0042 0071 0030 0074 0038 0042 0043 0,108 0099 0073 0067 0077 0030 005 0061 0070 0083 0,050 0,064
TSZ AT 009 0085 0092 0110 0089 0,104 0,108 009 0090 0,140 0122 01141 0098 0096 0099 0087 0092 009 0,114 0066 0,114 0,101
WSH CZ 0044 0031 0037 0045 0032 0038 0052 0034 0037 0069 0064 0087 0046 0053 0041 0025 0027 0032 0064 0024 0059 0,092 0,045
YOW GR 0162 0127 0141 04175 0103 0173 0145 0137 0,138 0234 0193 0,183 0,164 0,74 0134 0,151 0156 0,160 0,183 0,143 0,147 0,191 0,053 0,148
BEZ IR 0148 0,13 0,127 0,144 0100 0,148 0101 0,124 0127 0,18 0174 0,438 0,147 0,453 0,09 0,136 0,129 01145 0,160 0,124 0,128 0,192 0,135 0236 0,174

Pasmine koza: Hrvatska (CCG_HR, CIG_HR); Austrija (BLZ_AT, PAZ_AT, PIZ_AT, SSZ_AT, TSZ_AT); ltalija (CGR_IT, FAC

IT, GCL_IT, RCC_IT, SAA_IT),

Rumunjska (CRP_RO), Ceska (CZL_CZ, WSH_CZ), Gréka (CHI_GR, LES_GR, PEL_GR, SKY_GR, YOW_GR), Slovenija (DRZ_SI), Francuska (SAA_FR),

Svicarska (GST_CH), Slovagka (GSK_SK), Iran (BEZ_IR)
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Procjena genetitke strukture hrvatskih i europskih pasmina koza provedena je na
kako bi se utvrdio geneticki doprinos predaka genomu hrvatskih koza. U grafiCkom prikazu
(slika 17) svaki stupac predstavlja jednu jedinku, pri Eemu duljine segmenata razli¢itih boja
unutar stupca oznaavaju udio predaka u genomu te jedinke. Broj pretpostavljenih
populacija predaka (K) testiran je u rasponu od K = 1 do K = 60, a optimalan broj klastera
odredio analizom unakrsne validacije (CV error). Najniza pogreSka unakrsne validacije
zabiljeZena je na K = 52 (prilog 6), ¢ime je postignut model koji najbolje objasnjava

geneti€ku strukturu analiziranih populacija zahvaljujuéi stabilizaciji CV error-a.

Za osnovni pregled populacije kroz razliCite K vrijednosti odabran je set K=2, 3,51
10, koji je prikazan na slici 17. Na najnizoj razini, pri K = 2, primjetna je podjela hrvatske
Sarene koze i istarske koze u zasebne klastere. Hrvatska Sarena koza grupirana je s
pasminama iz srediSnje i juzne ltalije, Rumunjske i Gréke, dok se istarska koza povezuje s
populacijama iz zapadne Europe, ukljuujuéi pasmine iz sjeverne ltalije, Austrije i Svicarske,
kao i posebnom skupinom sanskih koza. Ova osnovna razina klasteriranja veé pokazuje da

su dvije hrvatske pasmine jasno razdvojene.

Kako se K vrijednost povecava, struktura populacija postaje slozenija. Na K = 3
dolazi do odvajanja sanskih koza, dok se na K = 5 odvajaju irske i talijanska pasmina capra
di teramo. Kod vrijednosti K = 6 do K = 10, Svicarske alpske pasmine appenzell goat i
toggenburg i austrijska taurn pied formiraju vlastite klastere, dok se sanske koze dijele na
dvije grupe, u jednoj su sanske iz Rusije i Svicarske, a u drugoj iz Francuske i Italije. U isto
vrijeme, gréke pasmine pokazuju sli€nosti u geneti¢kom sastavu s rumunjskom carpatian

kozom, sto dodatno naglasava kompleksnost odnosa izmedu ovih pasmina.

Na razini K = 10 hrvatska Sarena koza pokazuje najveci udio geneticke komponente
prisutne kod austrijske tauren pied, dok je kod istarske koze prisutan veci udio genetickih

komponenti karakteristi¢nih za sanske koze.

Izmedu K = 11 i K = 20, u strukturi hrvatske Sarene koze pojavljuju se dodatni
geneticki doprinosi iz rumunjskih, grckih i talijanskih pasmina, dok se kod istarske koze
istiCu doprinosi razliitih grckih, talijanskih i drugih europskih pasmina. Kako vrijednost K
raste izmedu K = 20 i K = 40, genetiCke podjele medu hrvatskim pasminama postaju jasnije.
Hrvatska Sarena koza pokazuje diferencijaciju od grckih i talijanskih populacija, dok istarska
koza formira sloZeniji klaster s populacijama iz sjeverne ltalije i Svicarske. Ovaj obrazac
mozZe ukazivati na povijesnu genetiCku razmjenu unutar ovih regija, uz istovremeno

oCuvanje jedinstvenih genetickih karakteristika specificnih za hrvatske populacije.
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Kod visih K vrijednosti iznad K = 30, genetiCka struktura hrvatske Sarene koze
postaje sve slozenija, s dodatnim doprinosima iz rumunjskih i talijanskih pasmina, ali ona i
dalje zadrzava svoju relativnu homogenost. Istarska koza, s druge strane, ostaje geneticki
konzistentnija, zadrzavajuéi najveéi udio genetickih doprinosa iz Svicarskih i austrijskih
pasmina. lako se pri vis$im K vrijednostima primjecuje maniji doprinos iz talijanskih pasmina,
istarska koza ostaje pretezno unutar svog europskog klastera. Unato€ manjem broju jedinki
u uzorku, istarska koza pokazuje znacajnu genetiCku heterogenost, $to moze upucivati na
raznolikost u genetickom naslijedu i razliite povijesne utjecaje koji su oblikovali ovu
pasminu. S druge strane, hrvatska Sarena koza pokazuje homogeniji geneti¢ki sastav medu
ispitivanim jedinkama, 3to moze sugerirati manju razinu mijeSanja ili stabilnije geneticke

veze unutar pasmine tijekom vremena.
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Slika 17. Graficki prikaz rezultata Admixture analizaza K=2,K=3, K=5i K =10.
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4.4. Konzervacijski status hrvatske Sarene koze i istarske koze

4.4.1. Geneticka raznolikost

Parametri genetiCke raznolikosti hrvatske Sarene koze i istarske koze prikazani su
u tablici 3. Obje pasmine pokazuju veéu prosjeCnu vrijednost opaZzene heterozigotnosti u
odnosu na ocekivanu heterozigotnost, koja je jednaka za obje pasmine. Osim toga,

vrijednosti koeficijenta inbridinga (Fis) su negativne kod obje pasmine.

Tablica 4. Geneti¢ka raznolikost hrvatske Sarene koze i istarske koze

Pasmina Ho + SE He + SE Fis+ SE

hrvatska Sarena koza 0,417 £ 0,014 0,396 + 0,001 -0,053 + 0,005

istarska koza 0,412 + 0,006 0,396 + 0,001 -0,040 + 0,002

Ho — opazena heterozigotnost; He — oCekivana heterozigotnost; Fis — koeficijent inbridinga, SE —
standardna pogreska

4.4.2. Genomski inbriding

Identifikacija ROH-ova provedena je za svaku jedinku sukladno zadanim kriterijima
kod 13 odabranih pasmina (dvije hrvatske i 11 europskih pasmina). lzracunat je Fron, a
ukupni genomski inbriding za ROH > 2 Mb razvrstan je u Cetiri kategorije prema duljini
segmenta (Fron 2-4 Mb, Fron 4-8 Mb, Fron 8-16 Mb i Fron > 16 Mb) (slika 18).
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Slika 18. Distribucija ROH genomskog koeficijenta za dvije hrvatske pasmine koza i
jedanaest europskih pasmina. a) — Raspodjela vrijednosti Fron po jedinki (box plot) koji
ukljuCuje sredisnju vrijednost (medijan), interkvartilni raspon (izmedu prvog i treceg kvartila
s 50 % podatka), donju i gornju granicu (raspon podataka koje nisu ekstremne vrijednosti)
te outliere (vrijednosti koje odstupaju od ostatka) i b) — Srednje vrijednosti Fron po pasmini
(stupCasti dijagram) koji prikazuje Cetiri kategorije: 2-4 Mb, 4-16 Mb, 8-16 Mb i > 16 Mb.

Hrvatska (CCG_HR, CIG_HR), Slovacka (GSK SK), Slovenija (DRZ_SI), Austrija ( ,
, , ), Rumunjska (CRP_RO), ltalija (FAC_IT, GCI_IT, RCC_IT, SAA_IT)

Na temelju broja ROH-ova po jedinki unutar svake populacije, izraCunat je prosjean
broj ROH-ova, §to omogucava usporedbu izmedu populacija. Prosje¢an broj ROH-ova za
svaku jedinku unutar istrazivanih pasmina kretao se od 8,00 + 2,93 (carpatian goat) do
72,25 £ 14,37 (bown shorthai goat) s maksimalno 82 ROH-a u jedinki facciuta della
valnerina. Prosje€an broj ROH-ova iznosio je 27,22 + 11,78 za hrvatsku Sarenu kozu i 31,30

+ 12,72 za istarsku kozu.
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U analizi ROH-ova promatrane su pojedinaCne jedinke koza, nakon ¢ega su se
prosjecne vrijednosti ROH-a procjenjivale po pasminama. Znacajne razlike u vrijednostima

Fron-ova utvrdene su izmedu jedinki i medu promatranim pasminama.

Raspodjela pojedinatnog Fron-a varirala je medu pasminama. Najveca disperzija
pojedinacnih vrijednosti inbridinga uocena je kod talijanske facciuta della valnerina, a potom
kod austrijske pinzgauer ziege i talijanske roccaverano pasmine. Sve pasmine, osim
rumunjske carpatian, imaju jedinke s viS§im pojedina¢nim inbridingom u odnosu na ostale

jedinke u populaciji.

Prilikom procjene razina genomskog inbridinga (ROH > 2Mb) medu 13 promatranih
pasmina koza, uoCene su velike razlike u prosjecnim vrijednostima. Te su se vrijednosti
kretale u rasponu od 0 (kod veéine pasmina osim slovacke brown shorthair goat, austrijske
passeirer ziege, talijanske roccaverano i slovenske dreznic¢ke) do 0,141 (kod slovacke
brown shorthair goat). Opc¢enito, najnize vrijednosti Fron -a zabiljezene su kod carpatian

koze.

NajvisSa vrijednost inbridinga temeljena na ROH segmentima (Fron) uo€ena je kod
slovacke pasmine brown shorthair goat (0,076 do 0,141; prosjek 0,1), dok je najniza

zabiljezena kod rumunjske carpatian koze (0 do 0,036, prosjek 0,011).

Kod hrvatske Sarene koze, vrijednost Fron kreée se od 0 do 0,322 s prosjekom od
0,054, a kod istarske od 0 do 0,266 s prosjekom od 0,059.

Najvecéi Frons2mp U promatranim populacijama uocen je kod koze talijanske pasmine
facciuta della valnerina (jedinka FAC344) i iznosi 0,3474. Kod hrvatske Sarene koze najvedi
Fron zabiljeZen je kod jedinke GCH_117 s vrijedno$¢u 0,3215, dok je kod istarske koze

najveci Fron zabiljezen kod jedinke GCI_3 s vrijednos¢u 0,2661.

Udio inbridinga po kategorijama duljine ROH-a i pasminama pokazuje nejednaku
raspodjelu. Kod hrvatske Sarene koze i istarske koze uoc€en je najvedi udio inbridinga kod

kategorije > 16 Mb, a najmaniji u kategoriji 2-4 Mb.

Najveci udio inbridinga u kategoriji 2-4 Mb imala je slovacka brown shorthair goat,
dok je najmanji udio zabiljezen kod rumunjske carpatian koze. U kategoriji 4-8 Mb, brown
shorthair goat takoder pokazuje najveci udio, dok carpatian koza ponovo ima najmaniji.
Brown shorthair goat ima najviSe ROH-ova u kategoriji 8-16 Mb, dok je najmaniji udio u ovoj
kategoriji zabiljezen kod austrijske stytian pied. U kategoriji ROH-a duljine > 16 Mb, najvecéu
Fron vrijednost ima talijanska roccaverano, slijede je hrvatska istarska i talijanska facciuta

della valneria, dok je najmaniji udio zabiljezen kod carpatian koze.
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Dvije hrvatske pasmine imaju vrlo sliéne vrijednosti Fron-a u svim kategorijama
temeljenim na duljinama homozigotnih regija, s nesto veé¢im udjelom kod istarske koze u

svim kategorijama osim 2-4 Mb.

4.4.3. Trenutna i povijesna efektivna veli¢ina populacije

Efektivna veli€ina populacije prikazana je kao trenutna i povijesna, za dvadesetu i
dvjestotu generaciju, procijenjena pomoc¢u GONE softvera (tablica 5). Trenutna efektivna

veli€ina populacije hrvatske Sarene koze znatno je veca od one kod istarske koze.

Tablica 5. Efektivna veli¢ina populacije hrvatskih pasmina koza

Pasmina Ne Ne20 Ne200
Hrvatska Sarena koza 477 47.000 60.000
Istarska koza 27 1.400.000 335.000

Efektivna veli¢ina populacije hrvatske istarske koze znacajno se mijenjala kroz
povijest. Od prije dvjesto generacija zabiljeZen je stalan porast, s malim varijacijama u broju
jedinki, sve do 16. generacije kada je postignut maksimum. Nakon toga slijedi silazna
putanja, koja dostize najnizu to¢ku u 5. generaciji. Procijenjene vrijednosti efektivne veli¢ine
populacije, osobito u ranijim generacijama, odrazavaju signal genetiCke raznolikosti u
uzorku te ne predstavljaju stvaran broj jedinki u populaciji. S druge strane, hrvatska Sarena

koza kroz povijest pokazuje stabilniji trend efektivne velicine populacije.
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4.4.4. Identifikacija signala selekcije

Na slici 19. prikazana je raspodjela iHS i eROHi vrijednosti na razini genoma
posebno za hrvatsku Sarenu kozu (A) i istarsku kozu (B). Na temelju zadane razine
znacajnosti identificirano je devet potencijalnih regija pod pozitivnom selekcijom kod
hrvatske Sarene koze i pet kod istarske koze. Uo€eno je da te regije nisu ravhomjerno

rasporedene po genomu u obje pasmine.

Vrijednost -logio(P) koristi se kao statistiCki pokazatelj za mjerenje znacajnosti
povezanosti izmedu SNP-a i odredenih geneti¢kih faktora. Veci -logio(P) oznacava visu
razinu znacajnosti. Ukoliko je zadan -logw(P) £ 3.0, to znacdi da SNP varijante koje
premasuju ovaj prag pokazuju statisti¢ki znacajnu povezanost s fenotipom ili osobinom koja
se proucCava. Pozitivha selekcija odnosi se na proces u kojem su odredene geneticke
varijacije (npr. SNP-ovi) favorizirane zbog korisnih u€inaka na prezivljavanije ili reproduktivni
uspjeh. Regije koje sadrze najmanje tri uzastopne ekstremne SNP-ove smatraju se
regijama pod pozitivnom selekcijom, $to sugerira da su ove regije pod selekcijskim pritiskom

koji povecava njihovu ucestalost u populaciji.

Kod hrvatske Sarene koze identificirane su regije pod selekcijom na slijede¢im
kromosomima: na kromosomu 16 su pronadene dvije znacajne regije (30,25-31,25 Mb s -
log1o(P) = 8,5 i 57,50-59,25 Mb s -logio(P) = 5,3). Najjaci selektivni zamah prema iHS
metodi zabiljezen je na kromosomima 8 (53,25-55,25 Mb, -log1o(P) =12,7), 14 (38,00-39,75
Mb, -log1o(P) = 11,3) i 16.

Kod istarske koze, znacajne regije pronadene su na kromosomu 23 s regijama na
pozicijama 37,25-38,25 Mb (-log+o(P) = 3,5) i 42,25-43,25 Mb s -log1(P) = 4,5. Najjaci
selektivni zamah prema iHS metodi zabiljezen je na kromosomu 20 (19,00-20,00 Mb,
- log1o(P) = 5,5).
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Slika 19. Manhattan plot iHS i eROHi vrijednosti izraCunatih za svaki SNP u populacijama
hrvatske Sarene koze (A) i istarske koze (B). Znacajni SNP-ovi unutar identificiranih regija
pod pozitivnom selekcijom (crvena boja), pojedinaéni znacajni SNP-ovi kod iHS metode

(svijetloplava boja), razina znac€ajnosti (-log1o(P) = 3) (isprekidana linija ruzi€asta boja).

Sto se tite eROHi metode, kod hrvatske $arene koze identificirane su tri regije s
najja¢im signalom selekcije, dok je kod istarske koze otkriveno pet takvih regija (prilog 5).
Najjaci signal selekcije kod hrvatske Sarene koze zabiljeZen je za 27 SNP-ova na 29.
kromosomu u regiji izmedu 35,73 i 39,54 Mb, s -log1o(P) vrijednoS¢u od 4,63. Dodatne regije
uklju€uju kromosome 13 (27,99-29,42 Mb, -log+(P) = 3,28) i 27 (0,52-7,05 Mb, -log1o(P) =
3,28).

Kod istarske koze najveci signal selekcije prema eROHi metodi detektiran je na 9.
kromosomu u regiji izmedu 41,34 i 44,90 Mb za 70 SNP-ova s -log1o(P) vrijedno$¢u od
10,32 Sto predstavlja najjali signal selekcije u obje pasmine. Ostale znacajne regije
uklju€uju kromosom 10 (52,92-56,95 Mb, -log1o(P) = 6,53) i 4 (0,06—8,13 Mb, -log1o(P) =
3,66).

Usporedbom rezultata dobivenih metodama eROHi i iHS, kod hrvatske Sarene koze
uocena je jedna preklapajuca regija na 27. kromosomu na poziciji 3,75 do 4,75 Mb, dok kod

istarske koze nije pronadena nijedna preklapajuéa regija.

Metoda eROH omogucuje bolje razumijevanje distribucije ROH segmenata i

njihovog utjecaja na ukupni stupanj inbridinga. GrafiCki prikazi pomazu u vizualizaciji
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raspodjele inbridinga unutar genoma, ¢ime se omogucuje dublje razumijevanje geneticke

strukture populacije.
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5. RASPRAVA

Kroz stoljec¢a, koze su razvile izvanrednu sposobnost prilagodbe razli€itim okoliSnim
uvjetima, Sto ih danas €ini jednom od najotpornijih i najsvestranijih domacih Zivotinja. Ova
adaptivnost omogudila je razvoj raznih pasmina, od kojih svaka moze preZivjeti u
specificnim klimatskim i geografskim podru¢jima. Koze su poznate po ucinkovitom
koristenju resursa, ukljuujuci vodu, te po sposobnosti regulacije tjelesne temperature, sto
im omogucuje prezivljavanje u ekstremnim uvjetima, poput susnih i pustinjskih podrucja.
Njihova fiziCka grada, ukljuujuci snazne noge i papke prilagodene planinskim terenima, te
manija tjelesna veli€ina koja omogucuje okretnost i smanjuje energetske potrebe, dodatno
doprinosi njihovoj sposobnosti prezivljavanja. Prilagodba gustoce dlake u skladu s
klimatskim uvjetima, kao i otpornost na bolesti i parazite, ¢ine ih posebno otpornima u
nepovoljnim uvjetima. Ova adaptivna svojstva zadrzana su u izvornim pasminama, ¢ineci
ih neprocjenjivo vrijednima za buduc¢nost, zbog €ega je njihovu genetiCku raznolikost

potrebno zastititi.

Danas, izvorne pasmine koza Cesto nastanjuju podruéja u kojima su evoluirale,
obitavajuéi u manjim stadima. Njihov uzgoj sve vise potiskuju komercijalne pasmine, sto
mnoge izvorne pasmine dovodi do ruba izumiranja. Ekstenzivni uzgoj oteZava kontrolu nad
krizanjem unutar stada ili s drugim pasminama, Sto moZe ugroziti geneticku raznolikost tih
populacija. Procjena medusobnih odnosa medu jedinkama i toCno odredivanje roditeljstva
takoder su izazovni zadaci koji usporavaju geneti¢ki napredak (Talenti i sur., 2016).
Genomske analize predstavljaju klju¢ni alat za u€inkovito upravljanje uzgojnim programima,

osobito u kontekstu malih i ugrozenih populacija (Mastrangelo i sur., 2017).

U ovom doktorskom radu, prvi put je provedena detaljna procjena geneticke
raznolikosti i populacijske strukture dviju hrvatskih izvornih pasmina koza na razini genoma:
hrvatske Sarene koze i istarske koze. Rezultati ovog istrazivanja pruzaju vazne uvide Kkoji

Ce doprinijeti oCuvanju i odrzivom uzgoju ovih pasmina u buducénosti.
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5.1. Priprema uzoraka i genotipizacija

Za S$to toCniju procjenu genetiCke strukture, klju¢an je pazljiv odabir jedinki iz
promatrane populacije. Prema Hale i sur. (2012), analiza frekvencija mikrosatelitskih alela
pokazuje da je za preciznu procjenu dovoljno 25 do 30 jedinki po populaciji. S druge strane,
analize SNP-ova mogu pruziti precizne informacije o strukturi populacije i pri manjem broju

uzoraka (Jeffries i sur., 2016).

Odabir jedinki za istrazivanje hrvatske Sarene koze temelien je na Sirokoj
geografskoj rasprostranjenosti i kriteriju da jedinke, prema dostupnim podacima, nemaju
zajednitkog pretka barem do druge generacije. Broj jedinki istarske koze bio je ograni¢en
zbog vrlo male populacije, a probiranje je provedeno eliminacijom blisko povezanih jedinki.
Analize SNP-ova na manjem broju jedinki provedene su i u drugim istraZivanjima, osobito
na lokalnim populacijama koza, kao $to su radovi Manunza i sur. (2016), Oget i sur. (2018)
te Paim i sur. (2019). Napredak u genomskim istraZivanjima koza u Europi manji je u
usporedbi s drugim domacim Zivotinjama, to djelomiéno moZze biti posljedica €injenice da

u Europi obitava manje od 2 % svjetske populacije koza.

Dosadasdnja istrazivanja, koje su uklju€ivala analize mtDNA, Y kromosoma i
mikrosatelita otkrila su znacajnu geografski uvjetovanu diferencijaciju koza. Novi
molekularno-geneticki pristupi omogucuju dublje istraZivanje raznolikosti koza na razini
genoma, nudeéi nove uvide u evolucijsku povijest ove vrste (Amills i sur., 2017). Ove
metode pruZaju znac€ajnu koli¢inu informacija koje omogucuju preciznije procjene o
porijeklu, razvoju, mehanizmima prilagodbe i varijabilnosti domacih Zivotinja (Wang i sur.,
2019).

Genotipizacija dviju hrvatskih izvornih pasmina koza provedena je pomocu
Goat_IGGC_65K ¢ipa, koji predstavlja noviju i napredniju metodu u odnosu na prethodne
platforme poput GoatSNP50 BeadChip-a, s ciliem utvrdivanja njihove medusobne
geneticke raznolikosti i povezanosti s pasminama iz okolnih podru¢ja. Ova novija platforma
omogucduje detaljniju i precizniju analizu zahvaljujuc¢i vecem broju SNP-ova koji pokrivaju
veci dio genoma. Genetickih istrazivanja autohtonih pasmina koza u regijama koja granice
s Republikom Hrvatskom nema, a upravo usporedba s njima mogla bi pruziti podrobnije
informacije o protoku gena i geneti¢koj pasmina s ovog podrucja. Hrvatska Sarena koza
uzgajana je na podru€ju bivSe Jugoslavije (danas Bosna i Hercegovina, Crna Gora,
Sjeverna Makedonija, Slovenija i Srbija) pod razli€itim imenima (npr. balkanska koza).
Nakon osamostaljenja Republike Hrvatske, pasmina je sluzbeno nazvana “hrvatska Sarena

koza“ i priznata kao izvorna pasmina 2006. godine. Istarska koza, koja ima uze geografsko
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podru€je uzgoja, trenutno je ukljuena u program revitalizacije zbog izrazito male
populacije, a sluzbeno je priznata kao izvorna zasticena pasmina u Republici Hrvatskoj
2013. godine.

Za usporedbu rezultata ovog istrazivanja odabrane su pasmine iz Slovenije, Austrije,
ltalije, Svicarske, Rumunjske, Gréke, Slovacke, Ceske, kao i iz udaljenijih podrugja poput
Francuske, Irske, Rusije, te bezoara, koji sluzi kao vanjska grupa. Ovaj divlji predak
domacih koza Cesto se koristi u filogenetickim analizama za precizno utvrdivanje genetickih
odnosa medu populacijama i interpretaciju evolucijske povijesti (Zheng i sur., 2020; Daly i

sur., 2021). Odabir pasmina temeljen je i na morfoloSkim i fenotipskim karakteristikama.
5.2. Analiza glavnih komponenti

Analiza glavnih komponenti (PCA) pruza uvid u geneticke odnose izmedu

promatranih hrvatskih izvornih pasmina koza i pasmina iz okolnih europskih zemalja.

Glavni razlozi grupiranja pasmina u klastere uklju€uju: malu geografsku udaljenost
uzgoja, Sto povecéava vjerojatnost izmjene genetickog materijala (Nicoloso i sur., 2015),
diobu zajedni¢kog porijekla (Paim i sur., 2019; Manunza i sur., 2023) te namjerno

oplemenjivanje pasmina i ciljano krizanje.

Rezultati PCA analize pokazuju da hrvatske pasmine pripadaju razli€itim klasterima
i da se grupiraju s razlicitim pasminama Sto se potkrepljuje Cinjenicama da obitavaju na

geografski odvojenim podrucjima i razli€itih su fenotipskih karakteristika.

Klaster u kojem se nalazi hrvatska Sarena koza homogen je i formiran od pasmina
juzne i sredidnje ltalije, grékih, rumunjske carpatian i bezoara. Ova homogenost u klasteru
moze sugerirati da su ove pasmine dijelile zajedni¢ke geneticke resurse ili su bile podlozne
sliénim selekcijskim pritiscima. Povezanost mozZe biti i posljedica geografske blizine i
povijesnih interakcija, $to se takoder mozZe odraziti i u fenotipskim zna€ajkama (Nicoloso i
sur., 2015; Paim i sur., 2019; Manunza i sur., 2023). Sli¢ne povezanosti i grupiranja
prikazuje i PCA dijagram mtDNA (Drzaic i sur., 2019).

Drugi klaster, daleko rasprSeniji i nehomogeniji prikazuje zasebno grupiranje
slovenske dreznitke koze, austrijskih, Svicarskih, irskih i sjevernotalijanskih pasmina te
jasno odvajanje od alpskih (sanskih) pasmina $to je u skladu s rezultatima Pogorevc i sur.

(2021). Ova heterogenost moze biti rezultat nesustavnog krizanja i razlicitih uzgojnih praksi.

PCA analiza pokazuje da su obje hrvatske pasmine dio europskog genskog fonda i

sliénog grupiranja kakvo su dobili Michailidou i sur. (2019). Ovi rezultati potvrduju da su u
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formiranju trenutnog europskog genskog fonda utjecaj imala oba migracijska puta i da je
,sredozemni bazen“ bio raskrizje postdomestikacije (Manunza i sur., 2016; Colli i sur.,
2018).

Poznavanje geneti¢ke pozicije hrvatskih pasmina u globalnom kontekstu ima vazno
znacenje za ocuvanje i upravljanje genetickim resursima. Povezanost s odredenim
klasterima moze pomoci u razumijevanju potencijalnih prijetnji za geneti¢ku raznolikost i u
razvoju strategija za oCuvanje. Takoder, ova analiza moze pomoc¢i u prepoznavanju

mogucnosti za poboljSanje geneticke osnove putem ciljanog krizanja s drugim pasminama.
5.3. Geneti¢ka udaljenost

GenetiCka udaljenost, temeljena na geneti¢koj divergenciji, kvantificira geneti¢ke
razlike izmedu vrsta ili pasmina, koje mogu biti uzrokovane mutacijom ili genetic¢kim
otklonom (Nei, 1972). Ove udaljenosti jasno su vidljive u Neighbour-Net grafu, koiji
omogucuje vizualizaciju genetickih odnosa medu pasminama. U grafu, populacije koje
dijele mnogo zajednickih alela pokazuju male geneticke udaljenosti, dok vece udaljenosti

ukazuju na dugotrajnije odvojene populacije.

Neighbour-Net graf pokazuje da se grupiranje pasmina u velikoj mjeri temelji na
njihovoj geografskoj rasprostranjenosti. Jasno su se odvojile pasmine s podrucja
jugoisto¢ne Europe od pasmina s podrucja zapadne i srednje Europe. Ova geografska
grupiranja su u skladu s istrazivanjima Colli i sur. (2018), a grupiranje gr¢kih pasmina koza
s pasminama sredisSnje i juzne Italije i rumunjskom kozom sli¢no je rezultatima Michailidou
i sur. (2019). Pozicioniranje slovenske drezniCke koze blizu austrijskih i jedne talijanske
(Valpassiria) potvrduju Pogorevc i sur. (2021), dok se pozicioniranje &eSkih i slovackih

pasmina blizu austrijskih podudara s rezultatima Vostry i sur. (2022).

Zanimljivo je primijetiti da su talijanske koze, iako rasprSene po svim stranama
Neighbour-Net mreZe, ipak grupirane prema geografskoj regiji. Koze iz srednje i juzne Italije
Cine jednu zasebnu grupu, dok su koze sa sjevera ltalije, blize Svicarskim kozama,
smjesStene na suprotnoj strani grafa. Ovo jasno ukazuje na znacajne genetiCke razlike
unutar talijanskih koza, $to moze biti posljedica razli€itih uzgojnih i selekcijskih praksi u

razli¢itim dijelovima ltalije (Pogorevc i sur., 2021).

Jasne genetiCke razlike izmedu hrvatske Sarene koze i istarske koze potvrduje
njihov smjestaj na suprotnim stranama grafa. Hrvatska Sarena koza smjestena je u klasteru

s gr¢kim kozama i carpatian kozom, $to je u skladu s PCA rezultatima ovog istrazivanja.
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Ova povezanost s pasminama iz juznog dijela Europe moze ukazivati na povijesnu

razmjenu geneti¢kog materijala.

S druge strane, istarska koza pozicionira se u klaster blize sanskim kozama, a
izdvojena dugacka grana ukazuje na njenu geneti¢ku razli¢itost od ostalih promatranih
populacija. Ova geneticka izoliranost na razini udaljenosti ne implicira nuzno uzroke poput
uskog grla ili inbridinga, koji se analiziraju drugim metodama. Medutim, rezultati ROH i
FROH analiza u ovom istrazivanju podrzavaju hipotezu o nedavnom inbridingu i ograni¢enoj

varijabilnosti istarske koze.

Filogeneticke analize pruzaju vazne uvide u genetiCke odnose i divergenciju medu

pasminama koza, pruzajuci vazne podatke za oCuvanje geneticke raznolikosti.
5.4. Protok gena

Treemix analiza stabla maksimalne vjerojatnosti, zasnovana na frekvenciji alela,
otkriva tokove gena medu promatranim pasminama koza. lako protok gena izmedu
populacija moze imati maladaptivne posljedice, kao $to je smanjenje prilagodljivosti zbog
introgresije (Arnold i Kunte, 2017), istrazivanja su pokazala da genska razmjena moze
povecati kondiciju i Sirenje adaptivnih alela. Heterogenost u porijeklu i introgresiji moze
pruziti vazne uvide u evolucijske procese (Kingston i sur., 2016) i klju¢na je za razumijevanje

adaptivnih promjena tijekom domestikacije (Chen i sur., 2018).

Studija koja je provedena na tri razliCite skupine neolitskih koza s podrucja plodnog
polumjeseca pokazala je da je svaka skupina dala razli¢it doprinos u danasnjim
populacijama koza Europe, Azije i Afrike (Daly i sur., 2018). Takoder je dokazano da jedna
od skupina ima snazan geneticki afinitet prema bezoaru, Sto sugerira stalan protok gena
izmedu divljih i domacih koza u razli€itim geografskim regijama (Daly i sur., 2021). Protok
gena u obrnutoj je korelaciji s genetickim udaljenostima i geografskom izolacijom (Colli i
sur., 2018).

Rezultati filogenetiCkog stabla ukazuju, kako je uo€eno i u PCA analizi i Neigbour
net mrezi, na medusobno jasno odvajanje dviju hrvatskih populacija koza. Hrvatska Sarena
koza grupirala se s carpatian kozom, kozama iz juzne ltalije, grckim pasminama i bezoarom,
dok je istarska koza pozicionirana izmedu dvije glavne grupe, reflektirajuci svoju
povezanost s obje skupine. Najveca genetiCka udaljenost uoCena je izmedu divlje koze iz
Grcke (youra wild goat) i bezoara, $to je u potvrdeno u radu Pogorevc i sur. (2023). Pasmine
iz Francuske, Ceske, Slovacke, Svicarske, Irske i sjeverne ltalije, ukljudujuéi sanske koze,

¢ine drugu grupu.
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Najve¢a migracijska tezina uoCena je izmedu bezoara i €vora koji povezuje
talijanske pasmine jonica, derivata di siria i rossa mediterranea (koze iz sredi$nje i juzne
Italije). Ovaj migracijski dogadaj prisutan je u svih deset replika analize, $to sugerira
znacajnu geneti¢ku povezanost i tok gena izmedu ovih pasmina. S druge strane, potok
gena s niskom migracijskom tezinom zabiljezen je izmedu istarske koze i bezoara u tre¢em
migracijskom dogadaju, a sli¢na situacija primije¢ena je izmedu hrvatske Sarene koze i
sanske talijanske pasmine u osmom dogadaju. Ovi rezultati upucéuju na specifiche obrasce
genskog protoka i divergencije medu analiziranim pasminama. Kako bi s dodatno pojacalo
razumijevanje evolucijskih procesa, posebno je vazno istaknuti da razli¢iti migracijski putovi
i povijesne migracije mogu znacajno utjecati na danasnju genetiCku strukturu populacija.
Ovi procesi mogu ukljucivati neprepoznate dogadaje genske razmjene ili introgresije koji su
se odvijali u proSlosti, ali ostavljaju genetiCke tragove vidljive u danasnjim populacijama
(Colii sur., 2018). Stoga je nuzno uzeti u obzir evolucijsku dinamiku ne samo na regionalnoj
vec i na transregionalnoj razini, ¢ime se bolje moZe razumijeti distribucija alela kroz povijest

i utjecaj selekcije na trenutnu geneti¢ku raznolikost.

Sli¢ni obrasci migracije i protoka gena zabiljeZzeni su u ranijim istrazivanjima, koja
pokazuju jak protok gena izmedu grckih i juzno talijanskih pasmina te carpatian koze
(Michailidou i sur., 2019). Takoder, introgresija africkih gena, preko Francuske, Spanjolske
i sjeverne ltalije u Irsku dokumentirana je u istrazivanju Colli i sur. (2018). Zajednicko
grupiranje Svicarskih pasmina s francuskim i Spanjolskim takoder su primijetili Pogorevc i
sur. (2021), a istaknuli su i blizinu slovenske drezniCke koze, nekih austrijskih i talijanskih
pasmina s turskim pasminama Sto moZze biti rezultat povijesnih migracija tijekom vladavine
Otomanskog carstva na Balkanu i protoka gena balkanskom rutom, a isto tako moze biti

posljedica povijesnih trgovinskih razmjena (Pariset i sur., 2009).

Na formiranje sadasnjeg europskog genskog fonda, a posebno sredozemnog
bazena, istodobno su utjecala oba migracijska puta (Colli i sur., 2018). Nedostatna su
genetiCka istraZivanja populacija koza s podru¢ja Balkana koja bi dala detaljniji uvid u

migracijske putove i protok gena.

Stablo s Cetiri migracije (prilog 4) pokazuje protok gena i bezoara u hrvatsku istarsku
kozu i iz austrijske stytian pied pasmine u hrvatsku Sarenu kozu s vrlo niskom tezinom
migracije, §to sugerira da svaka potencijalna izmjena gena moze biti rezultat povijesnih i
neprepoznatih procesa. Protok gena izmedu hrvatske Sarene koze i istarske koze nije
zabilijezen i moze se pretpostaviti da nisu zajedniCkog porijekla i da su na formiranje

pasmina utjecaj imale razliCite populacije koza.
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5.5. Razina geneti¢ke povezanosti

Razina povezanosti izmedu dviju hrvatskih pasmina koza, procijenjena preko
fiksacijskog indeksa, ukazuje na znacajnu diferencijaciju (Fst = 0,045) izmedu hrvatske
Sarene koze i istarske koze. Ova vrijednost sugerira umjerenu razinu geneticke raznolikosti
izmedu ovih dviju populacija, $to je vjerojatno posljedica geografske razdvojenosti i razli€itin
selekcijskih pritisaka tijekom vremena. Geografska izolacija Cesto rezultira ogranicenom
genskom razmjenom, §to moze dovesti do diverzifikacije, odnosno do tog da se populacije

postepeno sve vide razlikuju jedna od druge, kao &to je slu€aj izmedu ove dvije pasmine.

U danasnje vrileme, Fstse naj¢esce koristi kao prvi alat za dobivanje uvida u stupanj
genetiCke diferencijaciju izmedu populacija. Premda se smatra korisnim za orijentacijske
pokazatelje genetiCke strukture, Fst se sve viSe nadopunjuje ili zamjenjuje naprednim
tehnikama (Hall, 2022). lako je Fst vrijedna informacija, njegova upotreba Cesto je
ograniCena u kontekstu modernih geneti¢kih istraZzivanja koja se oslanjaju na naprednije
metode, ukljuCujuci analize cijelog genoma i one temeljene na SNP-ovima, koje pruzaju

detaljniji uvid u geneti¢ku strukturu populacija (Stronen i sur., 2019).

Metode temeljene na SNP-ovima omogucuju detaljniju i precizniju procjenu
geneticke raznolikosti i diferencijacije u usporedbi s tradicionalnim biljezima kao Sto su
mikrosateliti. Dok su srednje vrijednosti Fst-a dobivene analizom mikrosatelita Cesto nize,
SNP-ovi omogucuju otkrivanje suptilnijin razlika izmedu populacija, ¢ineci ih preferiranim
izborom za mnoge moderne genetiCke studije (Hall, 2022). Ova razlika u preciznosti izmedu
mikrosatelita i SNP-ova istiCe vaznost koridtenja suvremenih tehnika u istrazivanju

genetiCke strukture i upravljanju populacijama u svrhu ouvanija.

Do sada nisu provedene studije koje bi koristile mikrosatelite za procjenu geneticke
diferencijacije izmedu hrvatskih populacija koza. Takva istrazivanja mogla bi pruZziti korisne
usporedbe s rezultatima dobivenim iz SNP-ova i pomoc¢i u razumijevanju dinamike
genetiCke raznolikosti i diverzifikacije unutar ovih populacija. Kombinacija razlicitih
genetickih biljiega moze unaprijediti strategije o€uvanja i upravljanja geneti¢kim resursima,

posebno u kontekstu malih i izoliranih populacija kao $to su hrvatske pasmine koza.

Razina povezanosti izmedu dviju hrvatskih pasmina koza ukazuje na znacajnu
genetiCku diferencijaciju, Sto je u skladu s njihovom geografskom izolacijom. Sli¢nosti
izmedu hrvatske Sarene koze i pasmina iz Grcke i Italije, kao i povezanosti istarske s
austrijskim i sanskim pasminama, potvrduju ranije opisane filogenetiCke odnose i PCA

analizu.
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Rezultati cijelog istrazivanog seta podataka pokazuju da su genetiki najpovezanije
talijanske pasmine §to je u skladu s rezultatima drugih autora (Cortellari i sur., 2021; Tolone
i sur., 2022). S druge strane, irska pasmina (traditional arran) pokazala je najmanju
povezanost s promatranim populacijama, sto je u skladu s geografskom udaljenoS¢u i

rezultira smanjenom genskom razmjenom, $to su takoder zabiljezili Colli i sur. (2018).
5.6. Geneti¢ka struktura populacija

Admixture analiza, koja procjenjuje udio predaka u genomu, nadopunjuje analizu
glavnih komponenti (PCA) i analizu stabla maksimalne vjerojatnosti (Treemix) za otkrivanje
geneti¢ke diferencijacije i strukture medu prou¢avanim populacijama. Ve¢ pri K = 2 dolazi
do jasnog razdvajanja prou€avanih koza u dva razli€ita klastera, $to je u skladu s rezultatima
PCA i Treemix analiza. Kako se K povecavao, postajalo je sve jasnije odvajanje pasmina
koje su zbog geografskih barijera imale ograni¢ene migracije i protoke gena, $to je uvelike
utjecalo na njihovu gensku varijabilnost (Colli i sur., 2018; Stella i sur., 2018; Cortellari i sur.,
2021).

Hrvatska Sarena koza i istarska koza pokazuju odvojenu geneti¢ku pozadinu, §to
dodatno potvrduje njihovu geneti¢ku razli€itost. Pri K = 20, uoava se visoka unutargupna
homogenost kod bezoara to je takoder primije¢eno u radu Pogorevc i sur. (2023). Dodatno,
gréke i rumunjska pasmina zadrzale su genske varijacije predaka naslijedenih od bezoara.
Taj visok udio gena karakteristiCnih za bezoara prisutan je i u hrvatskoj $8arenoj kozi koja se
uzgajala na Sirem podrucju Balkanskog poluotoka. Ovaj udio genoma moze se pripisati
utjecaju grékih pasmina u formiranju hrvatske Sarene koze, uzimajuéi u obzir migracijske

putove i protok gena mediteranskom rutom (Cafion i sur., 2006; Lenstra i sur., 2017).

Kod istarske koze primijeena je znacCajna heterogenost u genomu s
prevladavanjem udjela sanskih, gr¢kih i sjevernotalijanskih pasmina. lako se o¢ekivalo da
¢e veci udio genoma u istarskoj kozi biti od slovenskih i austrijskih pasmina, s obzirom na
geografsku blizinu, rezultati su pokazali da su veéi udio austrijske pasmine passeirer ziege
u genomu hrvatske Sarene koze nego u istarskoj kozi. S druge strane, istarska koza
genomski je najsli€nija sanskoj pasmini, pri Eemu je najveéi udio zastupljen iz francuske i

talijanske sanske koze.

K=52, u genomu hrvatske Sarene koze zabiliezen je tek manji udio
sjevernotalijanskih pasmina, ukljuCujuci valdostanu, orobicu, nera di verzascu, slovensku
drezniCku kozu, kao i nekoliko drugih austrijskin pasmina. Ova prisutnost moze biti

posliedica namjernog krizanja radi poboljSanja odredenih svojstava.
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Unatoc€ slozenijoj strukturi pri viSim vrijednostima K, hrvatska Sarena koza i istarska
koza ostaju jasno odvojene, $to ukazuje na razliCitu povijest mijeSanja predaka kod ovih
dviju pasmina. Hrvatska Sarena koza pokazuje znacajniju povezanost s pasminama iz
sredisnje i juzne ltalije, dok je istarska koza viSe povezana s pasminama zapadne Europe.
Ova odvojenost potvrduje stabilnost geneticke strukture dviju pasmina, ¢ak i pri viSim
vrijednostima K, $to upucéuje na njihovu jedinstvenu geneti¢ku povijest i utjecaj migracijskih

i geografskih barijera.

Rezultati medupopulacijskin odnosa, geneti¢ke udaljenosti i protoka gena jasno
pozicioniraju i povezuju hrvatsku Sarenu kozu s talijanskim pasminama (sredidnja i juzna
Italija), rumunjskom carpatian kozom i grékim pasminama koza, $to ukazuje na gensku
sliénost i moguce zajednicko porijeklo, vjerojatno povezano s mediteranskom rutom. Ova
povezanost dodatno je podrzana nalazima Nicoloso i sur. (2015), Manunza i sur. (2016),
Bertolini i sur. (2018) i Michailidou i sur. (2019).

Istarska koza veé pri prvim rezultatima pokazuje jasno distanciranje od hrvatske
Sarene koze pozicioniravsi se u grupu sa slovenskom, austrijskim, &e8kim, slovackim,
francuskim i sjeverno-talijanskim kozama te sanskim kozama za koje se pretpostavlja da
su pristigle balkanskom rutom (Amills i sur., 2017). Pogorevc i sur. (2023) navode i odredeni
udio introgresije gena turskih pasmina u austrijske, sjeverno-talijanske i slovensku pasminu,

a istarska koza ima udjele upravo ovih pasmina.

Analiza mijeSanja populacija pokazuje najveCu povezanost istarske koze sa
sanskim kozama. Obzirom da nema podataka o sustavnom krizanju, moguce je da je

krizanje provedeno u novijoj povijesti radi poboljSanja svojstava.

Rezultati ovih analiza impliciraju na slozenost i kompleksnu povijest migracija i

genske izmjene za obje hrvatske pasmine.

5.7. Geneticka raznolikost

U analizi genetiCke strukture pasmine, vazno je razmotriti opazenu (Ho) i o€ekivanu
heterozigotnost (He). OCekivana heterozigotnost prikazuje predvidenu razinu geneticke
raznolikosti u populaciji prema teoretskim modelima, dok opazena heterozigotnost mjeri
stvarnu geneti¢ku raznolikost unutar populacije. Usporedba ovih vrijednosti omogucéava
procjenu razine inbridinga, ukupne geneticke raznolikosti i potencijalnih evolucijskih
procesa unutar pasmine, $to je presudno za razumijevanje i oCuvanje njezine geneticke

stabilnosti.
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Rezultati istrazivanja pokazuju da obje pasmine, hrvatska Sarena koza i istarska
koza, imaju visoku razinu geneticke raznolikosti, s prosje¢nom opazenom heterozigotnosc¢u
(Ho) od 41,5 % i oCekivanom heterozigotnoS¢u (He) od 39,6 %. Zapazeno je da je opazena
heterozigotnost veéa od oCekivane, $to ukazuje na viSak heterozigota unutar populacija u
odnosu na stanje u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi. Ova situacija moze biti posljedica
nedavnih geneti¢kih dogadaja kao $to su migracije ili uvodenje novih alela. Takav porast
heterozigotnosti mozZe sugerirati moguce krizanje izmedu bliskih pasmina, Sto moze
povecCati razinu heterozigotnosti, ali i potencijalno utjecati na stabilnost genskih
karakteristika. Medutim, specifini podaci o povijesti krizanja nisu dostupni ni za jednu od
ovih dviju pasmina, §to ograni¢ava mogucnost detaljnijeg razumijevanja povijesti krizanja i

njezinog utjecaja na geneticku strukturu.

Rezultati sugeriraju da su populacije geneticki razli€ite, Sto je pozitivan pokazatelj u

kontekstu oCuvanja pasmina.

Sliéni nalazi o visokoj heterozigotnosti zabiljezeni su u studijama na drugim
populacijama koza (Manunza i sur., 2016; Colli i sur., 2018; Michailidou i sur., 2019;
Deniskova i sur., 2021; Cortellari i sur., 2021). Veca genetitka raznolikost moze se pripisati
Cinjenici da koze nisu podvrgnute intenzivnoj selekciji kao druge domace Zivotinje, poput
goveda, kao i genetiCkoj raznolikosti njihovih predaka (Brito i sur., 2017). Vece razlike
izmedu opazene i o¢ekivane heterozigotnosti mogu biti posljedica inbridinga koji se dogodio

u proSlosti tijekom razvoja pasmine (Mukhina i sur., 2022).

Za odrzavanje heterozigotnosti, potrebno je pazljivo razmatrati strategiju krizanja. U
pojedinim slu€ajevima, krizanje s pasminama koje su ve¢ djelomi¢no zastupljene u
genomima ovih koza moze pomoc¢i o oCuvanju lokalno prilagodenih osobina, no takav
pristup treba primjenjivati iznimno oprezno. S druge strane, krizanje s potpuno razli€itim
pasminama moze dodatno povecati genetiCku raznolikost i smanijiti rizik od inbridinga,
uvodenjem novih alela u populaciju. Ova strategija mora biti paZljivo balansirana kako bi se

izbjeglo smanjenje dugorocne varijabilnosti (Brito i sur., 2017; Mukhina i sur., 2022).

Genetitka heterozigotnost moze biti ozbiljno narusena zbog uskog genskog fonda,
nepravilnih uzgojnih strategija i promjena u okoliSu. Promjene u okoliSu, kao Sto su
klimatske promjene, mogu uvesti nove selekcijske pritiske koji dodatno smanjuju geneticku

raznolikost (Frankham i sur., 2010; Mace i Purvis, 2008).

ViSe vrijednosti heterozigotnosti dobivene na temelju mikrosatelitskih biljega
pokazali su rezultati prijadnjih istrazivanja na hrvatskoj Sarenoj kozi (Ramljak i sur., 2011).

Takoder, u drugim studijama na razliCitim vrstama, pa tako i kozama potvrdene su vise
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vrijednosti heterozigotnosti dobivene preko mikrosatelita (Manunza i sur., 2016; Zhong i
sur., 2023). Medutim, veée vrijednosti dobivene preko mikrosatelita mogu biti posljedica
pristranosti u odabiru biljega (Haasl i Payseur, 2011; Queirés i sur., 2015), a Fischer i sur.
(2017) ne dovode u pitanje korisnost mikrosatelita, ve¢ ukazuju na tocnije procjene

raznolikosti na razini genoma ve¢ i na nekoliko tisu¢a SNP-a.

Negativne vrijednosti koeficijenta inbridinga (Fis) zabiljezene su u obje populacije
koza: hrvatskoj Sarenoj (Fis = —0,053 + 0,005) i istarskoj (Fis = —0,040 = 0,002). Fis mjeri
razliku izmedu opazene i oCekivane heterozigotnosti u populaciji, a negativne vrijednosti
ukazuju na viSak heterozigota u odnosu na ocekivano stanje. To sugerira da unutar
populacija nema izrazenog inbridinga, ve¢ je prisutan viSak heterozigota. Ovakvi rezultati
mogu ukazivati na to da se unutar populacija odvija relativno slobodna genska razmjena,
Sto odrzava visoku razinu genetiCke raznolikosti. Sli¢ni rezultati uo€eni su i u drugim
istraZivanjima na talijanskim kozama koje su takoder pokazale negativne vrijednosti Fis-a
(Colli i sur., 2018).

Medutim, interpretacija ovih rezultata zahtjeva oprez, posebno kod istarske koze
zbog malog uzorka. Brito i sur. (2017) istiCu potrebu za pazljivim tumacenjem rezultata u

kontekstu malih uzoraka, jer maniji uzorci mogu dovesti do neto¢nih procjena.

Pozitivne vrijednosti Fis-a ukazuju na prisutnost odredenog stupnja smanjenja
heterozigotnosti, $to moze, ali i ne mora biti rezultat inbridinga. Ramljak i sur. (2011) dobili
su nesto visu vrijednost koeficijenta inbridinga (Fis = 0,019) na mikrosatelitima kod hrvatske
Sarene koze u usporedbi s rezultatima u ovom istraZivanju. lako ova vrijednost sugerira
nisku stopu smanjenja heterozigotnosti, pozitivan Fis moze ukazivati na djelomicno
izbjegavanje parenja s bliskim srodnicima ili posljedicu slu¢ajnog parenja u ograni¢enoj

populaciji.

Negativne Fis vrijednosti uoCene su i kod talijanskih pasmina (Colli i sur., 2018),

autohtonih ¢eskih, slovackih, austrijskih i Svicarskih (Vostry i sur., 2024).
5.8. Genomski inbriding

ROH segmenti nastaju nasljedivanjem identi¢nih haplotipova kao posljedica
inbridinga (Ceballos i sur., 2018) te su koristan pokazatelj razine genomskog inbridinga,
osobito kada nedostaju podaci o pedigreu (Feren€akovi¢ i sur., 2013). KoriStenjem visoko-
rezolutnih SNP panela moguce je precizno detektirati kratke ROH-ove, no gustoca biljega

poput SNPs, takoder osigurava pouzdane procjene (Purfield i sur., 2012).
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ROH-ovi se razlikuju po duljini i mogu biti neujednaceno rasporedeni po genomu
(Purfield i sur., 2012; Howard i sur., 2015), a veéi udio genoma prekriven ROH-ovima Cesto

se nalazi u manjim populacijama (Bertolini i sur., 2018a).

Pojava ROH otoka ili zarista u odredenim regijama genoma korisna je za
prouCavanje evolucije populacija (Nothnagel i sur., 2010; Pemberton i sur., 2012) te za
procjenu vremenskog intervala nastanka inbridinga (Ferenc¢akovic i sur., 2013; Tolone i sur.,
2022; Signer-Hasler i sur., 2022). Dulji ROH-ovi upucuju na noviji inbriding, dugotrajnu
selekciju ili malu efektivnu veli€inu populacije (Kim i sur., 2013; Brito i sur., 2017; Cortellari
i sur., 2021).

Kod hrvatskih pasmina koza prevladali su ROH-ovi dulji od 16 Mb, §to je pokazatelj
nedavnog inbridinga. Medutim, to bi takoder mogao biti odraz uzorkovanja, posebno kod
male populacije istarske koze, u kojoj bi jedinke mogle biti slu¢ajno vise srodne od prosjeka
za populaciju. Najmaniji prosje¢an broj ROH-ova zabiljezen je kod rumunjske carpatian koze
§to moze upucivati na to da je ta pasmina pod malim selekcijskim pritiskom (Brito i sur.,
2017).

Opéenito, inbriding nastaje kada su partneri bliskije povezani nego Sto bi se
oCekivalo nasumi¢nim parenjem unutar populacije (Keller i sur., 2011). ROH-ovi se koriste
kao indikator razine inbridinga, a izraCun koeficijenta inbridinga (Fron) pruza uvid u
vremenski okvir dogadaja inbridinga, bilo da je drevni ili nedavni (Curik i sur., 2014;

Ferencakovi¢ i sur., 2013a).

Bertolini i sur. (2018a) naveli su da oko 60 % pasmina svjetskih pasmina koza
pokazuje niski inbriding (Fron koeficijent < 0,10), oko 30 % umijereni (0,1 do 0,2), dok je

visok inbriding uo€en kod 10 % pasmina (> 0,2).

Prosje¢ni Fron koeficijenti za obje hrvatske pasmine ukazuju na niski do umjereni
inbriding. Od istrazivanih populacija, slovatka brown shorthair goat pokazala je najvise
vrijednosti inbridinga, dok je rumunjska carpatian koza pokazala najnize vrijednosti, $to je
u skladu s rezultatima dobivenim u radu Vostry i sur. (2024) za slovacku pasminu i Vlaic i
sur. (2024) za rumunjsku kozu. Ova dosljednost medu razli¢itim studijama i metodologijama

jaca vjerodostojnost rezultata o inbridingu.

Rezultati takoder pokazuju izrazenu varijabilnost razina inbridinga medu jedinkama
unutar svake pasmine. Dok su neke jedinke potpuno bez ROH-ova, druge pokazuju izrazito
visoke vrijednosti ukupne duljine ROH-ova, osobito u kategoriji duljih od 16 Mb. Ova

neujednacena struktura inbridinga dodatno potvrduje zaklju¢ke o nedavnoj pojavi inbridinga
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i ukazuje na potencijalne probleme poput ograni¢enog broja rasplodnih jedinki ili slu¢ajnog

parenja medu srodnicima u malim populacijama.

Sli¢ne vrijednosti inbridinga zabiljezene su kod nekih talijanskih pasmina (Dadousis
i sur., 2021; Cortellari i sur., 2021a), Spanjolskih (Luigi-Siera i sur., 2022), sanskih (Brito i
sur., 2017). Znatno veéi inbriding uocen je kod geografski izoliranih populacija iz Irske i
Madagaskara (Cardoso i sur., 2018; Li i sur., 2022), Svicarskih pasmina (Signer-Hasler i
sur., 2022; Vostry i sur., 2024), te pakistanskih koza (Bertolini i sur., 2018a).

Fron takoder ukazuje na nedavni inbriding kod obje hrvatske pasmine. Prema
procjeni Ferenakovi¢ i sur. (2013a), ovaj dogadaj inbridinga mogao se dogoditi otprilike
prije tri generacije, najvjerojatnije zbog genskog uskog grla ili nasumic¢nog parenja s jednim

dominantnim muzjakom.
5.9. Efektivna veli¢ina populacije

Procjena efektivne veliCine (Ne) populacije kljuc¢na je za razumijevanje geneticke
dinamike populacija, jer utjeCe na razinu geneticke raznolikosti i rizik od njenog smanjenja.
Trenutna efektivna veli€¢ina odnosi se na broj jedinki koje trenutno doprinose genetickoj

strukturi populacije, dok povijesna veliina populacije odrazava promjene kroz vrijeme.

lako se podaci iz pedigrea jo$ uvijek koriste za procjenu ugrozenosti (Leroy i sur.,
2017), moderni genomski pristupi nude preciznije informacije. Genomske metode
omogucuju detaljnu analizu IBD-a i genetickog pomaka, Sto je korisno za dugoro¢nu

evaluaciju populacija (Hoffman i sur., 2014).

lako postoje razli€ite metode za procjenu efektivne veli€ine populacije, poput SNeP
softver (Barbato i sur., 2015), GONE softver je koristen u ovom istrazivanju zbog svoje
sposobnosti preciznijeg modeliranja sloZzenih demografskih putanja, ukljuCujuéi promjene

veli¢ine populacije i uska grla (Santiago i sur., 2020).

Na temelju efektivne veli€ine populacije moze se predvidjeti kako ¢e geneticki otklon
ili inbriding utjecati na populaciju i njenu dugoro¢nu odrzivost (Islam i sur., 2020). Veliki
problem malih populacija je povecéana vjerojatnost parenja medu bliskim rodacima $to moze

rezultirati smanjenjem adaptivnog potencijala i akumulacijom Stetnih alela.

Trenutna efektivna veli€ina populacije hrvatske Sarene koze iznosi 477, $to ukazuje
na stabilnu populaciju i geneti¢ku odrzivu populaciju, sli€¢no kao $to navode i Manunza i sur.
(2025) za druge europske pasmine koza. Ne kod istarske koze iznosi svega 27, Sto sugerira

znatno vedi rizik od gubitka genetiCke varijabilnosti i mogucéih posljedica uzrokovanih
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inbridingom. Ipak, s obzirom na to da je ova procjena dobivena na temelju ograni¢enog
broja analiziranih jedinki (n = 10), i uz &injenicu da GONE ne pruza intervale pouzdanosti,
ovu vrijednost treba tumaciti s oprezom. Dodatne analize s veéim brojem jedinki bile bi

potrebne za robusniju procjenu.

Usporedba demografski i genomski procijenjene efektivne veli¢ine populacije
pokazuje odredena odstupanja. Na temelju stvarnog broja uzgojno valjanih muzjaka i Zzenki
za 2024. godinu, demografski izracunana efektivna veli€ina populacije iznosi 267 za
hrvatsku Sarenu kozu, odnosno 55 za istarsku kozu. Omjer Ne/Nc (gdje je Ne efektivna
veli€ina populacije, a Nc trenutni broj uzgojno valjanih grla) prema tim vrijednostima iznosi

0,12 za hrvatsku Sarenu kozu i 0,32 za istarsku kozu.

S druge strane, koriStenjem GONE softvera, koji temelji procjenu na genomskoj
strukturi i povijesnim demografskim obrascima, procijenjene vrijednosti efektivne veli¢ine
populacije iznose 477 za hrvatsku Sarenu kozu i 27 za istarsku kozu, $to odgovara omjerima

Ne/Nc od 0,22 za hrvatsku Sarenu i 0,16 za istarsku kozu.

Razlika izmedu demografski i genomski procijenjenih vrijednosti ukazuje na razlicitu
prirodu tih pristupa. Demografska procjena temelji se na trenutnom broju uzgojno aktivnih
jedinki i pretpostavlja ravnomjeran doprinos genetickom fondu, dok genomski pristup uzima
u obzir stvarnu distribuciju alela kroz generacije i moze otkriti uska grla, povijesne fluktuacije

i neravnomjeran reproduktivni uspjeh.

Hall i sur. (2016) naglaSavaju da je omjer Ne/Nc kod domacih Zivotinja €esto vrlo
nizak — u njihovom istrazivanju medijan iznosio je svega 0,03, te da razlike izmedu
demografskog i stvarnog geneti¢kog doprinosa populaciji nisu neuobiajene. Ove razlike
dodatno potvrduju vaznost koriStenja obje metode za potpuniju procjenu geneticke
odrzivosti, osobito kod pasmina s malom brojnoS¢u. Takoder istiCu da su omjeri Ne/Nc veci
od 0,2 rijetkost kod populacija domacih Zivotinja, Sto vrijednost od 0,22 za hrvatsku Sarenu
kozu moze ukazivati na relativho povoljan reproduktivan balans, dok vrijednost od 0,16 za

istarsku kozu upucuje na veci rizik neravhomjernog genetickog doprinosa.

Rezultati istrazivanja koji se odnose na povijesnu efektivhu veliCinu populacije
pokazuju izrazene razlike izmedu hrvatske Sarene koze i istarske koze. Kod istarske koze
zabiljezen je stabilan pocCetni period, nakon Cega pocCinje postupan i dugotrajan pad
efektivne veliine populacije, koji po€inje od 16. generacije unatrag te se nastavlja do 200.
generacije. Nasuprot tome, hrvatska Sarena koza pokazuje kontinuirani rast efektivne
veliine populacije koji zapoc€inje oko 11. generacije unatrag i nastavlja se sve do najranijih

analiziranih generacija. Takav uzlazni trend hrvatske Sarene koze podudara se s obrascima
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zabiljezenima kod dugih europskih i zapadnoeuropskih pasmina koza (Colli i sur., 2018),
kao i kod nekih drugih domacih zivotinja, poput goveda i ovaca (Rahimmadar i sur., 2021;
Barbato i sur., 2015).

Hrvatska Sarena koza pokazuje stabilniji geneticki profil uz postepeno smanjenje Ne
Sto sugerira manje drasticne promjene u njezinoj povijesti uzgoja. Povijesni podaci,
ukljucujuci drasti¢no smanjenje veli€ine populacije i povecanje dugih ROH-ova, ukazuju da

je populacija istarske koze ve¢ prosla kroz faze ozbiljne genske erozije.

Smanjenje veli€¢ine populacije predaka uoceno je kod vecine lokalnih svjetskih
pasmina koza (Colli i sur., 2018), 5to se pripisuje uskim grlima povezanih s domestikacijom,
selekcijom i formiranjem pasmina (Islam i sur., 2019). Prema FAO-u, minimalna efektivna
veli¢ina populacije trebala bi biti izmedu 50 i 100 kako bi se oCuvala geneticka raznolikost i
izbjegle Stetne posljedice inbridinga (Meuwissen, 2009; Brito i sur., 2015; Colli i sur., 2018).
Trenutna efektivna velicina populacije hrvatske Sarene koze nadmasuje ovaj prag, dok je

za istarsku kozu znatno niza.

lako procjena Ne ne omogucuje preciznu projekciju smanjenja geneti¢ke raznolikosti
kroz buduce generacije, poznat je opcéeniti trend. Na primjer, ako je Ne 25, 50, 125, 250 i
500 smanjenje geneticke raznolikosti bi bilo 18 %, 10 %, 4 %, 1,6 % i 0,8 % (Rahimmadar
i sur., 2021).

5.10. Signali selekcije

Selektivni pritisci ostavljaju razliite potpise u genomu. iHS metoda identificira
proSirene haplotipove unutar populacije, dok eROHi metoda procjenjuje ucinke
homozigotnih regija, koje ukazuju na inbriding i pozitivhu selekciju. Kriterij postavljen na tri
ili viSe uzastopnih SNP-ova s ekstremnim —log(P) vrijednostima ukazuje na regije pod
selekcijskim pritiskom. Otkrivanje pozitivne selekcije u genomu doprinosi razumijevanju
korisnih fenotipskih varijacija vaznih za genetiCke bolesti, prilagodbu okoliSu i druge

bioloSke karakteristike.

U usporedbi dviju pasmina, vazno je obratiti pozornost na preklapanje regija pod
selekcijskim pritiskom. U ovom istraZivanju, iHS metodom identificirane su regije s najjacim
selektivnim zamahom kod hrvatske Sarene koze (kromosomi 8, 14 i 16) i kod istarske koze
(kromosomi 3 i 5). lako ove regije nisu detaljno istrazene u drugim radovima, rezultati ovog

istraZivanja ukazuju na njihov potencijalni znacaj.
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Metoda eROHi identificirala je Sire homozigotne regije kod istarske koze, $to moze
ukazivati na veci stupanj geneticke homogenosti, vjerojatno zbog genskih uskih grla i
inbridinga. S druge strane, kod hrvatske Sarene koze regije selekcije bile su uze, sto je
pokazatelj lokaliziranih selekcijskih pritisaka. Snazan signal selekcije detektiran je na 29.
kromosomu hrvatske Sarene koze (-log10(P) = 4,63 za 27 SNP-ova) i na 9. kromosomu
istarske koze (-log10(P) = 10,32). Visoke eROHi vrijednosti kod hrvatske Sarene koze na
kromosomima 13, 27 i 29 (-log(P) od 3,28 do 4,63) te kod istarske koze na kromosomima
9i10 (-log(P) od 10,32 i 6,53) pokazuju na znacajnu statistiCku povezanost i jaci selekcijski

pritisak.

Na temelju ovih rezultata moze se zaklju€iti da su identificirane regije vjerojatno
povezane s osobinama specifi¢nim za svaku pasminu. Buduéi da obje pasmine obitavaju u
geografski odvojenim podrucjima, ali u sli€noj mediteranskoj klimi, ovo istrazivanje
potvrduje da su zadrzale svoje posebnosti i genetiCke specificnosti. Nepostojanje
preklapanja u selekcijskim regijama, unatoc slichom okoliSu, ukazuje na razliCite selekcijske
pritiske koji su oblikovali specifi¢ne fenotipske prilagodbe kod svake pasmine. Visoki udjeli
ROH-ova duljih od 16 Mb dodatno potvrduju da su obje pasmine bile podlozne intenzivnim
selekcijskim pritiscima i nedavnom inbridingu. Sli¢an zaklju¢ak su uo€ili Kim i sur. (2016),
koji su analizirali selekcijske potpise kod koza i ovaca koje su dijelile isto okoliSno okruzenje.
U genomu koza su prethodno mapirane razliCite regije povezane s fenotipskim i
proizvodnim karakteristikama, poput gena za kazein na Sestom kromosomu (vaznog za
proizvodnju sira) i gena za miSiénu masu na treéem kromosomu (Bertolini i sur., 2018).
Medutim, identificirane regije u ovom istrazivanju nisu se preklopile s prethodno otkrivenim

regijama, Sto dodatno naglasava posebnost dviju hrvatskih pasmina.

Buduéa istrazivanja usmjerena na funkcionalnu analizu ovih regija mogla bi
razjasniti koje fenotipske osobine kontroliraju identificirane genomske regije. Ovo bi
omogucilo preciznije povezivanje selekcijskih pritisaka s fenotipskim varijacijama vaznim za

prilagodbu i selekciju unutar ovih populacija.

Ovo istrazivanje pruza prvi sveobuhvatni pregled genetiCke raznolikosti i
populacijske strukture dviju hrvatskih izvornih pasmina koza, hrvatske Sarene i istarske
koze. Dobiveni rezultati pokazuju znac€ajne razlike medu pasminama u svim provedenim
analizama, $to upucuje na razliCite evolucijske procese koji su ih oblikovali. Ti procesi

oCituju se kroz razliCite obrasce inbridinga, genskih uskih grla i selekcijskih pritisaka.

Istarska koza je opcenito prosla ozbiljne faze geneticke erozije. Proces revitalizacije

ove pasmine zapoceo je 2010. godine, kada je identificirano oko 40 jedinki rasprsenih po
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cijeloj Istri, koje su uzgajane bez sustavne uzgojne strategije. Nema detaljnih podataka o
pasminama s kojima su se jedinke istarske koze krizale, rezultati ovog istrazivanja mogli bi

pomoci o daljnjim koracima u o€uvanju pasmine.

Hrvatska Sarena koza pokazala je stabilniji geneticki profil s umjerenim inbridingom.
Nije poznato kolika je njezina povezanost s pasminama koje obitavaju na Sirem podruéju

Balkana.

Rezultati ovog istraZivanja prvi su koji pruZaju uvid u geneti¢ku strukturu hrvatske
Sarene i istarske koze te mogu posluziti kao ¢vrst temelj za razvoj strategija oCuvanja koji

¢e omoguditi dugoro€nu odrzivost i geneti¢ku stabilnost ovih vrijednih pasmina.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata genomskih analiza, koriStenjem najnovijih molekularno-genetickinh

metoda, za populacije hrvatske Sarene koze i istarske koze moze se zakljuciti slijedece:

1. Hrvatska Sarena koza i istarska koza uspjed3no su genotipizirane pomocu visoko
rezolutnog SNP cCipa Goat_IGGC_65K platforme, omoguéujuéi preciznu analizu njihove

genetike strukture.

2. Obje hrvatske pasmine pokazuju visoku geneti¢ku raznolikost unutar populacija, $to se

oCituje visokom razinom heterogenosti, €ak i kod istarske koze unato€¢ malom broju jedinki.

3. Hrvatske pasmine koza dio su europskog genskog fonda, s najveéom povezanoScu s

mediteranskim pasminama. Njihova geneticka struktura pokazuje jasne razlike.

4. Hrvatska Sarena koza geneticki je najvise povezana s kozama koje su pristigle u Europu
mediteranskom rutom (gr¢ke, rumunjske i talijanske — sredi$nja i juzna), iako postoje
genetiCke poveznice s kozama koje su pristigle balkanskom rutom s$to upucuje na njenu

sloZeniju povijest nastanka.

5. Istarska koza pokazuje genetiCku bliskost s pasminama koje se nalaze u blizim

geografskim podrucjima, a na koje je zna¢ajan utjecaj imala balkanska ruta.

6. Obje hrvatske populacije koza pokazuju niski do umijereni inbriding, no izrazena

varijabilnost medu jedinkama te prisutnost dugackih ROH-ova upucuju na nedavni inbriding.

7. Obje pasmine prosle su znacajna smanjenja efektivne veli€ine kroz povijest, no unato¢
tomu populacija hrvatske Sarene koze je geneticki stabilna, dok se kod istarske koze, zbog
male veli¢ine populacije, uoCava potreba za pazljivim uzgojno-selekcijskim radom kako bi

se oCuvala postojec¢a geneticka raznolikost.

8. Identificirane su regije genoma pod pozitivnhom selekcijom, koje upuéuju na adaptivne
procese specificne za svaku pasminu, no daljnja funkcionalna analiza gena u tim regijama

je potrebna za dublje razumijevanje fenotipskih karakteristika povezanih s prilagodbom.

9. Oc¢uvanje obje pasmine potrebno je osigurati kroz strateSke uzgojne programe.

Oc¢uvanje genetiCke raznolikosti vazno je ne samo za opstanak izvornih pasmina,

vec i za dugoro€nu odrzivost poljoprivrede te sigurnost opskrbe hrane u buduénosti.
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8. ZIVOTOPIS

Vesna Orehovacki rodena je 4. rujna 1971. godine u Zagrebu. Osnovnu 3kolu zavrsila je u
Svetom Ivanu Zelini, a Srednju medicinsku Skolu u Zagrebu gdje stjeCe zvanje medicinske
sestre. Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, smjer biokemijsko inzenjerstvo, upisuje 1992.
godine, a zavrSava 1998. godine i stjeCe zvanje inZenjerke prehrambene tehnologije.
Razlikovni studij na Visokom gospodarskom ugilistu upisuje 2006. godine i zavrSava 2007.
godine. SpecijalistiCki diplomski studij na istom uciliStu upisuje 2008. godine, zavrSava
2011. godine i stjeCe titulu struéne specijalistice inzenjerke poljoprivrede. Godine 2016.
upisuje Poljoprivredni fakultet Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, koji
zavrSava 2017. godine s titulom magistre inzenjerke agronomije. Svoj radni vijek zapocinje
u Djecjem vrticu KriZzevcima, a 1998. do 2002 godine radi kao stru¢na suradnica u nastavi
u Srednjoj gospodarskoj Skoli u Krizevcima. Godine 2002. zapoSljava se u Hrvatskom
stoCarsko selekcijskom centru, najprije na radnom mjestu laborantice-analitiCarke u
SrediSnjem laboratoriju za kontrolu mlijeka, a potom kao referentica op¢ih poslova. Od
uspostave Laboratorija za kontrolu stoéne hrane 2007. godine u sklopu Hrvatske
poljoprivredne agencije, radi kao suradnica u Odsjeku, kasnije kao voditeljica Odsjeka i
koordinatorica u Odjelu za kontrolu sto¢ne hrane. Od 2013. godine, nakon osnivanja Banke
gena, zaposlena je kao koordinatorica u Odjelu, a od 2019. kao Voditeljica Odjela za Banku
gena koji ustrojstveno pripada Ministarstvu poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva. Autorica je
ili koautorica ukupno 15 znanstvenih radova, od kojih su tri objavljena u A1 €asopisima
(WoS/Scopus, Q1/Q2), a ostali u A2 i A3 kategoriji, ukljuCujuci recenzirane zbornike
medunarodnih znanstvenih skupova i domace Casopise. Sudjelovala je na brojnim
znanstvenim i struénim skupovima te objavljivala radove u relevantnim publikacijama iz

podrucja agronomije, genetike i zastite izvornih pasmina.

Bila je uklju€ena u organizaciju raznih radionica i edukacija, mentorirala u€enike i studente

tijekom struéne prakse te sudjelovala u projektima koje su provodile znanstvene institucije.
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9. PRILOZI
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Prilog 1. Osnovni podaci o uzorcima hrvatskih izvornih pasmina koza, lokacijama uzorkovanja i geografskim koordinatama farmi

Oznaka uzorka Naziv pasmine Spol Lokacija uzorkovanja Geografska Sirina Geografska duzina
GCH 101 hrvatska Sarena koza F PeljeSac 42.964263 17.356597
GCH 102 hrvatska Sarena koza F Dubrovnik 43.146048 17.455287
GCH 103 hrvatska Sarena koza M PeljeSac 43.010767 17.152063
GCH 104 hrvatska Sarena koza F Dubrovnik 42.630902 18.169856
GCH 105 hrvatska Sarena koza M Dubrovnik 42.646414 18.123386
GCH 106 hrvatska Sarena koza M Sibenik 44.043032 16.336136
GCH 107 hrvatska Sarena koza F Sibenik 44.043032 16.336136
GCH 108 hrvatska Sarena koza F Sibenik 44.043032 16.336136
GCH 109 hrvatska Sarena koza M Sibenik 43.815295 16.361652
GCH 110 hrvatska Sarena koza M Sibenik 43.815295 16.361652
GCH 111 hrvatska Sarena koza F Zadar 44.111681 15.788451
GCH 112 hrvatska Sarena koza F Zadar 44.074278 15.664583
GCH 113 hrvatska Sarena koza M Zadar 44.053724 15.618267
GCH 114 hrvatska Sarena koza M Zadar 44.265269 15.587857
GCH 115 hrvatska Sarena koza M Zadar 44.265269 15.587857
GCH 116 hrvatska Sarena koza F Zadar 44.265269 15.587857
GCH 117 hrvatska Sarena koza F Split 43.534199 17.029352
GCH 118 hrvatska Sarena koza M Split 44.043032 16.336136
GCH 119 hrvatska Sarena koza F Split 43.462866 17.089398
GCH 120 hrvatska Sarena koza M Split 43.462866 17.089398
GSK 1 hrvatska Sarena koza F Split 44.043032 16.336136
GSK 2 hrvatska Sarena koza F Split 43.534199 17.029352
GSK 3 hrvatska Sarena koza F Split 43.594559 16.635120
GSK 5 hrvatska Sarena koza F Split 43.594559 16.635120
(GCH) 27 hrvatska Sarena koza F Sibenik 43.980102 16.361062
(GCH) 30 hrvatska Sarena koza M Sibenik 43.980102 16.361062
(GCH) 33 hrvatska Sarena koza F Sibenik 44.003890 16.406670
(GCH) 38 hrvatska Sarena koza F Sibenik 44.003890 16.406670
(GCH) 47 hrvatska Sarena koza F Sibenik 43.913971 16.320276
(GCH) 50 hrvatska Sarena koza F Sibenik 43.913971 16.320276
(GCH) 61 hrvatska Sarena koza M Sibenik 43.913971 16.320276
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Oznaka uzorka Naziv pasmine Spol Lokacija uzorkovanja Geografska Sirina Geografska duzina
(GCH)9 1 hrvatska Sarena koza F Split 43.594559 16.635120
(GCH) 131 hrvatska Sarena koza F Split 43.594559 16.635120
(GCH) 1511 hrvatska Sarena koza M Split 43.594559 16.635120
(GCH) 27 1 hrvatska Sarena koza F Split 43.444832 17.211573
(GCH) 28 1 hrvatska Sarena koza F Split 43.444832 17.211573
(GCH) 301 hrvatska Sarena koza M Split 43.444832 17.211573
GCl 1 istarska koza F Istra 44.890804 13.846372
GCl 2 istarska koza F Istra 44.890804 13.846372
GCl 3 istarska koza F Istra 44.890804 13.846372
GCl4 istarska koza M Istra 44.890804 13.846372
GCl 5 istarska koza F Istra 44.890804 13.846372
GCl 6 istarska koza F Istra 44.890804 13.846372
GCl7 istarska koza F Istra 44.934148 13.868700
GCl 8 istarska koza F Istra 44.890804 13.846372
GCl 9 istarska koza F Istra 44.934148 13.868700
GCl 10 istarska koza F Istra 44.934148 13.868700
GCl 11 istarska koza F Istra 44.934148 13.868700
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Prilog 2. Podaci o pasminama, broju uzoraka i izvori genotipova drugih pasmina koriStenih u ovom doktorskom radu

Oznaka pasmine Naziv pasmine Drzava Broj Izvor podataka
uzoraka

APP_CH Appenzell Goat Svicarska 29 Burren i sur. (2016)
ARG_IT Argentata Italija 35 Cortellari i sur. (2021)
ARR_IE Traditional Arran Irska 10 Collii sur. (2018)
ASP_IT Aspromontana Italija 24 Collii sur. (2018)
BEZ IR Bezoar Iran 7 Colli i sur. (2018)
BIA IT Bianca Monticellana Italija 24 Cortellari i sur. (2021)
BIO_IT Bionda dell’Adamello Italija 24 Collii sur. (2018)
BLB_IE Bilberry Irska 10 Collii sur. (2018)
BLZ AT Blobe Ziege Austrija 35 Pogorevc i sur. (2021)
CGR_IT Ciociara Grigia Italija 19 Collii sur. (2018)
CHI_GR Chios Grcka 10 Pogorevc i sur. (2023)
CRP_RO Carpatian Goat Rumunjska 14 Colli i sur. (2018)
CZL Cz Landrace Goat Ceska 18 Slovak University of Agriculture
DDS IT Derivata di Siria Italija 31 Cortellari i sur. (2021)
DIT_IT Capra Di Teramo Italija 43 Cortellari i sur. (2021)
DRZ_SI DreZnica Goat Slovenija 30 Pogorevc i sur. (2021)
FAC IT Facciuta della Valnerina Italija 24 Cortellari i sur. (2021)
FSS FR Fosses Francuska 26 Collii sur. (2018)
FUL_IT Fulva del Lazio Italija 22 Cortellari i sur. (2021)
GAR_IT Garganica Italija 38 Cortellari i sur. (2021)
GCLIT Grigia Ciociara Italija 43 Cortellari i sur. (2021)
GGT_IT Girgentana Italija 30 Colli i sur. (2018)
GRF_IT Garfagnina Italija 27 Cortellari i sur. (2021)
GSK_SK Brown Shorthair Goat Slovacka 4 Slovak University of Agriculture
GST_CH Grisons Striped Goat Svicarska 49 Burren i sur. (2016)
JON_IT Jonica Italija 14 Collii sur. (2018)
LES_GR Lesbos Grcka 12 Pogorevc i sur. (2023)
LIV_IT Capra di Livo Italija 22 Cortellari i sur. (2021)
MES_IT Messinese Italija 23 Cortellari i sur. (2021)
MON_IT Capra di Montefalcone Italija 23 Cortellari i sur. (2021)
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Oznaka pasmine

Naziv pasmine

Drzava

Broj

Izvor podataka

uzoraka
NVE_IT Nera di Verzasca Italija 19 Cortellari i sur. (2021)
NVE_CH Nera di Verzasca Svicarska 42 Burren i sur. (2016)
OIG_IE OId Irish Goat Irska 19 Collii sur. (2018)
ORO_IT Orobica Italija 23 Colli i sur. (2018)
PAZ AT Passeirer Ziege Austrija 22 Pogorevc i sur. (2021)
PEA CH Peacock Goat Svicarska 31 Burren i sur. (2016)
PEL_GR Peloponnese Grcka 12 Pogorevc i sur. (2023)
PlZ_AT Pinzgauer Ziege Austrija 29 Pogorevc i sur. (2021)
PVC_FR Provencale Francuska 18 Collii sur. (2018)
RCC_IT Roccaverano Italija 28 Cortellari i sur. (2021)
RME_IT Rossa Mediterranea Italija 45 Colli i sur. (2018)
SAA RU Saanen Rusija 32 Deniskova i sur. (2021)
SAA _CH Saanen Svicarska 64 Burren i sur. (2016)
SAA_FR Saanen Francuska 56 Collii sur. (2018)
SAA_IT Saanen Italija 44 Cortellari i sur. (2021)
SKY_GR Skyros Grcka 9 Pogorevc i sur. (2023)
SSZ AT Stytian Pied Austrija 33 Pogorevc i sur. (2021)
TGR_CH Tessin Grey Goat Svicarska 37 Burren i sur. (2016)
TOG_CH Toggenburg Svicarska 31 Burren i sur. (2016)
TSZ_AT Tauern Pied Austrija 29 Pogorevc i sur. (2021)
VAL_IT Valdostana Italija 24 Collii sur. (2018)
VSS_IT Valpassiria Italija 24 Colli i sur. (2018)
YOW_GR Youra Wild Goat Grcka 4 Pogorevc i sur. (2023)
WSH White Shorthair Goat 12 Slovak University of Agriculture
WSH_CZ White Shorthair Goat Ceska 14 Slovak University of Agriculture
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Prilog 3. Parametri CistoCe i koncentracije DNA

Pasmina Oznaka uzorka AzeolA2s0  Az60/A230 Kon(c:g;:‘rl?cua
hrvatska Sarena koza GCH 101 1,900 1,056 28,5
hrvatska Sarena koza GCH 102 1,853 1,370 31,5
hrvatska Sarena koza GCH 103 1,875 1,500 45
hrvatska Sarena koza GCH 104 1,944 1,458 35
hrvatska Sarena koza GCH 105 1,933 1,582 43,5
hrvatska Sarena koza GCH 106 1,902 1,219 39
hrvatska Sarena koza GCH 107 1,867 1,714 42
hrvatska Sarena koza GCH 108 1,878 1,426 38,5
hrvatska Sarena koza GCH 109 1,897 1,574 37
hrvatska Sarena koza GCH 110 1,867 1,204 56
hrvatska Sarena koza GCH 111 1,853 1,658 31,5
hrvatska Sarena koza GCH 112 1,450 0,967 29
hrvatska Sarena koza GCH 113 1,872 1,521 36,5
hrvatska Sarena koza GCH 114 1,941 1,737 33
hrvatska Sarena koza GCH 115 1,879 1,476 31
hrvatska Sarena koza GCH 116 1,870 1,483 43
hrvatska Sarena koza GCH 117 1,875 1,389 37,5
hrvatska Sarena koza GCH 118 1,923 1,961 50
hrvatska Sarena koza GCH 119 1,918 1,709 47
hrvatska Sarena koza GCH 120 1,962 1,821 25,5
hrvatska Sarena koza GSK 1 1,692 0,379 22
hrvatska Sarena koza GSK 2 2,083 0,305 12,5
hrvatska Sarena koza GSK 3 1,867 0,700 28
hrvatska Sarena koza GSK 5 1,483 0,406 21,5
hrvatska Sarena koza (GCH) 27 1,862 1,301 55,0
hrvatska Sarena koza (GCH) 30 1,711 0,823 38,0
hrvatska Sarena koza (GCH) 33 1,867 1,292 440
hrvatska Sarena koza (GCH) 38 1,519 0,898 36,5
hrvatska Sarena koza (GCH) 47 1,433 0,614 31,0
hrvatska Sarena koza (GCH) 50 1,643 0,622 35,0
hrvatska Sarena koza (GCH) 61 1,500 0,833 52,5
hrvatska Sarena koza (GCH) 91 1,863 1,234 47,5
hrvatska Sarena koza (GCH) 131 1,844 0,933 41,5
hrvatska Sarena koza (GCH) 151 1,667 0,833 35
hrvatska Sarena koza (GCH) 27 1 1,857 1,287 65
hrvatska Sarena koza (GCH) 28 1 1,840 0,8 46
hrvatska Sarena koza (GCH) 301 1,509 0,628 43
istarska koza GCI 1 2,000 1,238 26
istarska koza GCl 2 2,113 1,867 56
istarska koza GCI 3 2,063 1,65 16,5
istarska koza GCl 4 2,111 2,021 47,5
istarska koza GCIl 5 2,049 1,867 42
istarska koza GCl 6 2,071 1,208 14,5
istarska koza GCl7 2,080 1,677 26
istarska koza GCl 8 2,127 1,911 75,5
istarska koza GCIl 9 1,988 1,575 83,5
istarska koza GCI 10 2,101 2,089 199
istarska koza GCI 11 2,148 2,047 87
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Prilog 4. Stablo maksimalne vjerojatnosti s Cetiri migracijska dogadaja u koje su uklju¢ene hrvatske pasmine koza
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Prilog 5. iHS i eROHi regije pod pozitivnom selekcijom identificirane u populacijama
hrvatske Sarene koze i istarske koze

Populacija Regija Kromosom Pozicija(Mb)  SNP-ovi’ -log(P)*
iHS_1 3 20,00 - 21,00 3/13 3,3
iHS_2 4 69,00 - 70,00 317 6,9
iHS_3 8 53,25 - 55,25 4/18 12,7
iHS_4 14 38,00 - 39,75 3/14 11,3
iHS_5 16 30,25 - 31,25 4/15 8,5

hrvatska iHS_6 16 57,50 - 59,25 4116 53

Sarena

Koza iHS_7 21 8,25 - 9,25 3/16 7,1
iHS_8 27 3,75-4,75 3/12 4,7
iHS 9 29 7,00 - 8,00 3/14 4,5
eROHi_1 13 27,99 - 29,42 32/32 3,28
eROHi_2 27 0,52 -7,05 39/39 3,28
eROHi_3 29 35,73 - 39,54 27127 4,63
iHS 1 3 89,75 - 90,75 3/15 3,8
iHS 2 6 99,50 - 100,50 3/13 3,6
iHS_3 20 19,00 - 20,00 3/15 55
iHS 4 23 37,25 - 38,25 3/14 3,5

istarska iHS_5 23 42,25 - 43,25 5/14 4,5

koza eROHi_1 3 12,34 - 15,56 61/61 3,66
eROHi_2 4 0,06 - 8,13 103/103 3,66
eROHi_3 9 41,34 - 44,90 70/70 10,32
eROHi_4 10 52,92 — 56,95 82/82 6,53
eROHi_5 24 37,08 — 39,42 49/49 3,66

*broj zna€ajnih SNP-ova (-log1o(P) = 3) / ukupni broj SNP-ova unutar regije

*najveca -log1o(P) vrijednost pojedinatnog SNP-a unutar regije
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Prilog 6. Prikaz unakrsne validacije (CV error) za razli€ite vrijednosti K u analizi geneticke

strukture populacija koza
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Prilog 7. Grafi¢ki prikaz rezultata Admixture analize za K= 15, 20, 25, 30, 52 za cijeli set
podataka
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