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UPORABA DNA OZNACEVALCEV ZA PREVERJANJE POREKLA
PRI OVCAH IN DOLOCANJA OCETOVSTVA V
CREDAH Z VEC PLEMENSKIMI OVNI
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Uporaba DNA oznacevalcev za preverjanje porekla pri ovcah
in dolocanja ocetovstva v credah z vec plemenskimi ovni

Rodovniski podatki kontroliranih tropov so bistvenega
pomena za rejce ovc in izvajanje selekcijskih programov. V tej
$tudiji smo preverili, ¢e je mozno z osmimi molekularno ge-
netskimi oznacevalci ter uporabo rac¢unalniskega programa
ATLAS preveriti skladnost podatkov v ve¢-generacijskih ro-
dovnikih jezersko-sol¢avske in oplemenjene jezersko-sol¢avske
pasme. Ugotovili smo 90,9 % tocnost belezenja rodovnigkih
podatkov, medtem ko smo neskladja ugotovili pri $tirih druzi-
nah od 44-ih. V dveh primerih je bil potomcu nepravilno pri-
pisan oce ali mati, pri ostalih dveh primerih pa sta bila jagnjetu
napacno pripisana oba starSa. V drugem delu raziskave smo
poskusali z istim nizom mikrosatelitnih oznacevalcev dolociti
ocetovstva $tirim jagnjetom istrske pramenke, kjer v ¢asu pa-
ritev v trop pripuscajo dvajset ovnov in tako jagnje nima po-
znanega oceta. Trem jagnjetom smo lahko nedvoumno dolo¢ili
oceta z izloCitvijo ostalih devetnajstih. V enem primeru smo
ugotovili, da niz osmih oznacdevalcev ni dovolj informativen za
dolocitev oceta potomcu, zato smo analizo razsirili in z vklju-
¢itvijo dodatnih $tirih mikrosatelitnih oznacevalcev uspesno
dolocili ocetovstvo tudi v tem primeru. Z izbranim nizom mo-
lekularnih oznacevalcev in obdelave podatkov je mozno ucin-
kovito preverjati obstoje¢e rodovniske podatke in napovedati
ocetovstvo jagnjetom v tropih, kjer pripuscajo vedje Stevilo ov-
nov. Rezultati take analize so lahko v pomoc¢ rejcem in selekcij-
skim sluzbam za izbolj$anje to¢nosti rodovniskih podatkov in
ucinkovitej$e nartovanje reje in selekcije pri ovcah.
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Molecular genetics markers used for parentage verification and
paternity determination in multiple-sire sheep pedigrees

Pedigree data from recorded flocks are of importance for
the proper flock management as well as for the selection pro-
grammes and accurate performance prediction. In this study
we examined if the use of eight molecular markers and com-
puter analysis package ATLAS can be applied to verify known
pedigrees of Jezersko-Sol¢ava and Improved Jezersko-Sol¢ava
sheep breed from Slovenia. 90.9 % of pedigree data were in
concordance with molecular genetic tests whereas in four pedi-
grees discordant parentage tests were obtained. In two cases, a
different father or mother was assigned, whereas in the other
two pedigrees both parents were discordant with molecular
test results. In the second part of this study we aimed to deter-
mine the paternity for four lambs of Istrian Pramenka breed,
in which a random mating scheme with 20 rams was used and
hence the lambs had no father assigned. Using the same set of
eight microsatellite markers, we were able to unequivocally de-
termine paternity for 3 out of 4 lambs. In one case the analysis
was not informative enough but with inclusion of 4 more mic-
rosatellite markers its sire could be determined. With the cho-
sen set of microsatellite markers and data analysis programme
ATLAS it is therefore possible to efficiently perform pedigree
data validation as well as paternity prediction for lambs from
flocks, where a large number of rams are used in a random
mating system. Applying such molecular tests could help sheep
breeders in flock management and improve efficiency of selec-
tion programmes.

Key words: sheep / parentage / paternity / molecular ge-
netics / genetic markers
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1 UVOD

Preverjanje porekla, Se zlasti ocetovstva, z uporabo
molekularnih oznacevalcev je relativno uveljavljena me-
toda pri nekaterih vrstah domacih zivalih, kot so konji,
govedo, psi in eksoti¢ne Zzivali. Pri teh vrstah Zivali se je
ugotavljanje porekla z uporabo molekularnih oznaceval-
cev razvilo predvsem zaradi cenovne vrednosti plemen-
skih zivali ter zaradi omejitve pri trgovanju in prometu
z le tistimi linijami Zivali, ki imajo predlozen rodovnigki
certifikat. Velik pomen ima tudi pri laboratorijskih ozi-
roma poskusnih zivalih predvsem zaradi vecje zaneslji-
vosti in predstavljivosti rezultatov poskusa. Pri ovcah je
imelo v preteklosti preverjanje porekla manj$i pomen.
Molekularno genetske $tudije so bile bolj v rabi za oceno
genetske sorodnosti oziroma diverzitete populacij ove. V
sedanjem casu pa, ko je vse ve¢ populacij v selekcijskih
programih ter v programih obveznega genotipiziranja za
prionski gen (PrP), bi bilo zazeleno imeti metode za do-
datno preverjanje porekla. Na primer, v velikih ¢redah
ov, kjer v ¢redi plodi ve¢ ovnov hkrati, je celo nemogoce
dolo¢iti oceta, poleg tega pa se tudi v tropih s kontroli-
ranimi pripusti zgodi, da je zapisan napacen oce. Ce je
jagnje, ki ima dvomljiv rodovnik, nato izbrano za test,
je zazeleno, da z dodatno molekularno genetsko meto-
do ugotovimo poreklo vsaj po ocetu. To je pomembno
tako z vidika ocenjevanja plemenske vrednosti oceta kot
nadzora inbridinga, torej zaradi izogibanja nadaljnjega
parjenja v sorodstvu in zanesljivejse genotipizacije za PrP
lokus.

Preverjanje porekla, gensko kartiranje, forenzi¢ne
preiskave in genska diagnostika so le nekatere izmed mo-
znosti za uporabo tipiziranja DNA (Dov¢, 1994). Ker je
identiteta ocleta velikokrat bolj vprasljiva kot identiteta
matere, je ve¢ina postopkov bolj usmerjena v preverjanje
ocetovstva. V ta namen uporabljamo molekularno ge-
netske metode na osnovi genetskih oznacevalcev (Dov¢,
1994). Genetski oznacdevalec je lahko katerikoli odsek v
genomu, kjer obstajajo razlike v zaporedju nukleotidov v
DNA. Na ravni populacije se ta variabilnost kaze v razli-
kah med osebki znotraj populacije. Vendar razlike nima-
jo bistvenega vpliva na fenotip zivali, kljub temu pa nam
razkrivajo genetsko sorodnost med osebki. Pomembne
znacilnosti, s katerimi ocenjujemo informativne genetske
oznacevalce, so velika stopnja variabilnosti, enakomerna
in $teviléna razporeditev po genomu ter enostavnost in
cenenost identifikacije ter uporabe. Mikrosatelitni ozna-
¢evalci izpolnjujejo vse te zahteve, in sicer so visoko va-
riabilni, §tevilni, razporejeni so naklju¢no po genomu ter
relativno tehni¢no nezahtevni (Kavar in Dov¢, 1999). Z
uporabo sodobne tehnologije za analizo mikrosatelitov
lahko postopke standardiziramo in avtomatiziramo ter
tako hitro in enostavno pridemo do rezultatov. Pri od-
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¢itavanju genotipa ($tevila baznih parov) posameznega
oznacevalca upostevamo, da potomec podeduje dva ale-
la, enega po ocetovi, drugega pa po materini strani. Ce
posameznemu osebku zdruzeno obravnavamo genotipe
na ve¢ lokusih, dobimo sestavljen genotip, ki predstavlja
molekularni opis osebka na izbranih lokusih. S primer-
janjem sestavljenih genotipov osebkov, ki so domnevno
sorodstveno povezani, lahko sorodstvene zveze potrdimo
ali ovrzemo. Z uporabo vecjega Stevila mikrosatelitov (8
in ve¢) se zelo zmanj$a verjetnost, da bi imela dva osebka
po naklju¢ju enak sestavljen genotip. S kombinacijo vec
visoko polimorfnih lokusov lahko dobimo specifi¢en ge-
notip za vsako zival, razen za enojaj¢ne dvojcke ali visoko
inbridirane linije (Kavar, 2001). Informativnost oz. poli-
morfnost oznacevalca v populaciji lahko predstavimo z
vrednostjo PIC (Polymorphism Information Content), ki
je odvisna od $tevila alelov na lokusu in porazdelitve ale-
lov v populaciji.

Pri ovcah je doslej znanih Ze skoraj tiso¢ mikro-
satelitov  (http://rubens.its.unimelb.edu.au/~jillm/jill.
htm) in so jih Ze uporabili v studijah preverjanja pore-
kla (Achmann in sod., 1998). V ¢redah drobnice, kjer
je pri parjenju prisoten en plemenski oven, obi¢ajno ne
prihaja do rodovniskih neskladij vsaj glede dolo¢anja
ocetovstva.. Drugace je v rejah, kjer se v ¢asu pripustov
velikih ¢red uporablja ve¢ plemenskih ovnov hkrati. V
teh primerih lahko predstavlja rodovni$tvo in kontrola
porekla problem. Take ¢rede lahko z leti dosezejo visoko
stopnjo inbridiranosti, ¢igar posledice se lahko kazejo v
slabsi plodnosti, slabsi proizvodnosti, pogostejsem poja-
vljanju raznih infektivnih in dednih bolezni, povezanih z
vedjo pogostostjo izrazanja recesivnih mutacij (Laughlin
in sod., 2003). Laughlin in sod. (2003) so v ta namen z
uporabo mikrosatelitnih oznacevalcev ugotavljali oceto-
vstvo na potomcih iz ¢red, kjer je bilo pri pripustih pri-
sotnih ve¢ samcev hkrati. Ugotovitve raziskave kazejo, da
so lahko ob primerjavi genotipov na treh mikrosatelitnih
oznacevalcih lahko dolo¢ili oéeta 73 jagnjetom od 79 ja-
gnjet (92 %), ¢e so poznali tudi genotip matere. Kadar
so bili genotipi oznacevalcev ocenjeni brez informacije
genotipa matere, so lahko dolo¢ili oceta 58 jagnjetom od
79 jagnjet (73 %). V tem primeru torej ocetovstva niso
mogli dolociti pri 27 % potomcev.

NajnovejSe raziskave pri genetskem kontroliranju
porekla drobnice so usmerjene v pomnozevanje vecjega
$tevila mikrosatelitnih lokusov hkrati v eni PCR reakciji.
Do sedaj so bile pri ovcah izvedene kontrole porekla z
mikrosateliti v laboratoriju Gruppi Sanguigni (LGS, Cre-
mona, Italija), kjer so razvili dvodelni sistem, pri katerem
so v eno PCR reakcijo v prvem setu zdruzili 7, v drugem
pa 8 mikrosatelitov (Glowatzki-Mulis in sod., 2007). Stu-
dija je uspesno dodelila posamezne zivali pravi pasmi.
Ocenjena verjetnost, da sta genotipa dveh naklju¢no iz-
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branih posameznikov iz populacije identi¢na, je nihala
med 5,23 x 1007 in 2,24 x 1019,

Leta 2004 je v Sloveniji stekel postopek kontrole
porekla z molekularnimi metodami za trop istrskih pra-
menk iz Centra za sonaravno rekultiviranje Vremsc¢ica.
Analizo izvajajo na Veterinarski fakulteti v Ljubljani, kjer
uporabljajo standardni set mikrosatelitnih lokusov (ena-
ke oznacevalce, kot smo jih uporabljali v nasi raziskavi),
ki omogoca izlo¢itev napaénih prednikov z ve¢ kot 99 %
verjetnostjo (Cotman, 2007). V genetskem laboratoriju
Oddelka za zootehniko so bili prvi poskusi genotipizacije
z mikrosateliti usmerjeni na dolo¢anje genetske variabil-
nosti med avtohtonimi populacijami ovc ter identifikaci-
jo osebkov in preverjanje porekla (Kavar in Dov¢, 1999;
Kavar in sod. 2002). Z namenom, da bi ocenili genetsko
sorodnost med tremi slovenskimi avtohtonimi pasmami
ovc, so Kavar in sod. (2002) z uporabo mikrosatelitov ge-
notipizirali ovce istrskih pramenk, bovskih ovc in jezer-
sko sol¢avskih ovc (Kavar in sod., 2002). Rezultati kazejo,
da razlike med pasmami niso zelo velike in da sta si bov-
$ka in jezersko sol¢avska ovca genetsko blizji kot istrska
pramenka. Rezultati analize AMOVA so pokazali, da ve-
¢ina variance izhaja iz razlik znotraj pasem, le priblizno
6 % se je da razloziti z razlikami med pasmami (Kavar in
sod., 2002). Zato predpostavljajo skupen nastanek vseh
treh pasem oz. $e posebej bovske in jezersko-sol¢avske
ovce.

Naso raziskavo smo izvedli z namenom, da bi z
uporabo molekularnih genetskih oznacevalcev preverili
poreklo pri jezersko-sol¢avski in oplemenjeni jezersko-
sol¢avski pasmi ter primerjali rezultate z Ze znanimi
rodovniskimi podatki. Ocenili smo tudi informativno
vrednost osmih mikrosatelitnih oznacevalcev za istrsko
pramenko in s programom ATLAS dolo¢ili ocetovstvo
v tropu istrskih pramenk, kjer je v ¢asu parjenja priso-
tnih ve¢ plemenskih ovnov. Z analizo frekvenc alelov in
stopnje heterozigotnosti pri istrski pramenki, jezersko-
sol¢avski in oplemenjeni jezersko sol¢avski pasmi smo
ocenili tudi informativnost uporabljenega niza mikrosa-
telitnih oznacevalcev.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 VZORCENJE

V $tudijo je bilo vklju¢enih 24 druZin (oce, mati in
njuni potomci) oplemenjene jezersko-solcavske pasme,
19 druzin jezersko-sol¢avske pasme in 4 druzine istrske
pramenke. Skupno smo genotipizirali 124 Zivali, vzreje-
nih pri osmih rejcih (pregl. 1).

Vsi potomci so bili vklju¢eni v kontrolo porekla in
proizvodnje za drobnico. Potomcem (odbrana moska ja-

Preglednica 1: Zivali v $tudiji po pasmah in rejcih
Table 1: Animals used in the study listed by breed and breeder

Rejec Pasma  St.potomcev  St.mater St. oletov
Rejec 1 JSR 13 12 3
Rejec 2 JSR 9 8 1
Rejec 3 JSR 2 2 1
Rejec 4 JS 4 4 1
Rejec 5 JS 3 3 1
Rejec 6 JS 10 9 2
Rejec 7 JS 3 1
Rejec 8 IP 4 4 20

JS - jezersko-sol¢avska; JSR — oplemenjena JS; IP - istrska pramenka

gnjeta za testiranje), starim od 90 do 120 dni, je veterinar
odvzel kri na karantenski postaji Horjul in testni postaji
v Logatcu iz zunanje vratne vene (v. jugularis externa).
Star§em, to je plemenskim ovcam in ovnom pri rejcih
in Centru za sonaravno rekultiviranje Vrems¢ica, smo s
posebnim $¢ipalcem odvzeli majhen kosc¢ek rovasa (pri-
blizno 4 mm?).

2.2 IZOLACIJA DNA, IZBIRA MIKROSATELITOV
IN VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO PCR

Odmrznjeni ko$c¢ek usesnega tkiva smo po odstra-
nitvi dlak lizirali z dodatkom 300 ul pufra za lizo s 5 ul
proteinaze K (Kavar s sod. 2002). Vzorec smo inkubirali
na 55 °C za najmanj 4 ure pri ob¢asnem mesanju ter izoli-
rali DNA s standardno fenolno ekstrakcijo ter alkoholno
precipitacijo. Pri vzorcih krvi smo v reagen¢ne posodice
odpipetirali 200 pl krvi in dodali 800 pul TE pufra. Razto-
pino smo centrifugirali 30 sekund na 12000g in superna-
tant odlili. Sediment smo ponovno resuspendirali v 800
pl TE pufra in prej$nji korak trikrat ponovili. O¢i$¢eni
celi¢ni sediment smo resuspendirali z 200 pl liznega pu-
fra in 4 pl proteinaze K. Ostali del protokola je enak kot
pri ekstrakciji DNA iz usesnega tkiva.

Mikrosatelitne lokuse smo dolo¢ili glede na pred-
hodne $tudije (Kavar in sod. (2002) in izbrali osem po-
limorfnih mikrosatelitnih oznacevalcev (pregl. 2). PCR
reakcijsko mes$anico smo pripravili v lo¢enem prostoru,
kjer ni nevarnosti kontaminacije s produkti predhodnih
PCR reakcij in ostalih DNA molekul. Reakcijski pogoji so
prikazani v preglednici 3.

Reakcijo PCR smo izvajali v mikrotiterskih plos¢ah
v mikroprocesorsko vodenem cikli¢cnem termostatu PTC
- 100 (M] Research, Watertown MA, USA) in uporabili
program, ki se je zacel z denaturacijo na 95 °C 5 min,
sledilo je 13 ciklov denaturacije pri 95 °C 15 s, prileganja

Acta agriculturae Slovenica, 94/2 - 2009

123



T. VOLCIC in sod.

Preglednica 2: Seznam uporabljenih mikrosatelitnih oznacevalcev, predviden razpon dolzin PCR produktov, ter zaporedja zacetnih

oligonukleotidov

Table 2: List of microsatellite markers, range of PCR product lenghts and nucleotide sequences of both primers

Dolzine PCR produktov Zaporedje zacetnih oligonukleotidov
Ime oznaclevalca Min. Max. (Primers)
MAF214 181 250 5’- GGG TGA TCT TAG GGA GGT TTT GGA GG -3’
181 250 5’- AAT GCA GGA GAT CTG AGG CAG GGA GG -3’
MAF65 124 142 5’- AAA GGC CAG AGT ATG CAA TTA GGA G =37
124 142 57— CCA CTC CTC CTG AGA ATA TAA CAT G -3’
McM42 79 101 5’- CAT CTT TCA AAA GAA CTC CGA AAG TG -3’
79 101 57— CTT GGA ATC CTT CCT AAC TTT GGG -3’
McM527 168 178 5’- GTC CAT TGC CTC AAA TCA ATT C -3’
168 178 5’- AAA CCA CTT GAC TAC TCC CCA A -3’
TGLA53 116 136 5"- CAG CAG ACA GCT GCA AGA GTT AGC -3’
Govedo 116 136 5/~ CTT TCA GAA ATA GTT TGC ATT CAT GCA -3’
OarAE119 144 181 5’- CTC AGC AAA TGG TTC CTG GGC ACC -3'
144 181 5’- TTT TAT AGT GAG GTG ACC ACT TGA TG -3’
OarCP49 77 103 57— CAG ACA CGG CTT AGC AAC TAA ACG C -3’
77 103 5’"- GTG GGG ATG AAT ATT CCT TCA TAA GG -3’
OarFCB11 119 142 5’- GGC CTG AAC TCA CAA GTT GAT ATA TCT ATC AC-3’
119 142 5’- GCA AGC AGG TTC TTT ACC ACT AGC ACC -3

zacetnih oligonukleotidov pri 60 °C 30 s, in podaljseva-
nja pri 72 °C 1 min ter 21 ciklov denaturacije pri 95 °C
15 s, prileganja pri 52 °C 30 s, in podalj$evanja pri 72 °C
1 min, ter zaklju¢nim podalj$evanjem pri 72 °C, 10 min.
Genotipizacijo smo izvedli z avtomatskim sekvenatorjem
ABI Prism 310 (Perkin - Elmer Applied Biosystems, Fo-
ster City, ZDA). Ker aparat ABI PRISM™ 310 omogoca
isto¢asno zaznavanje $tirih razli¢nih fluorescentnih bar-

Preglednica 3: PCR reakcijska mesanica
Table 3: Reaction mixture for the PCR reaction

Koli¢ina
reagenta /
Koncentracije PCR reagentov vzorec, uL
Deionizirana H,O (Sigma) 1,42
1 x Taq pufer (Feramentas) 1,00
25 mM MgCl, (Feramentas) 1,00
2 mM dNTP 1,00
0,25 uM 5’ zacetni oligonukleotid 0,25
0,25 uM 3’ zacetni oligonukleotid 0,25
0,4 enote polimeraze Ampli Taq (Fermentas) 0,08
PCR mesanica skupaj 5,00
DNA (5 ng/ul) 5,00
Celotna koli¢ina reakcijske mesanice 10,00
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vil v eni kapilari, smo pri analizi zdruzevali po §tiri PCR
produkte v dve mesanici, ki sta vsebovali razli¢no ozna-
¢ene zacetne oligonukleotide (pregl. 4). Mesanico, ki smo
jo nanasali na sekvenator, smo pripravili z zdruzitvijo 3pl
PCR produkta stirih mikrosatelitnih oznacevalcev. Pred
nanosom v sekvenator smo odpipetirali 5 pl zdruzene
PCR mesanice v reagen¢no posodico, dodali 12 ul for-
mamida in 0.4 yl standarda Rox 350. Po kratkem centri-
fugiranju smo vzorce za 3 min. denaturirali na 95 °C in
jih takoj po tem postavili na led. Tako pripravljene vzorce
smo razvrstili v sekvenator za genotipizacijo.

2.3 ANALIZA GENOTIPOV S PROGRAMOM AT-
LAS IN STATISTICNE OBDEALVE

Zbiranje podatkov in dolo¢anje genotipov smo izve-
dli z uporabo programske opreme GENESCAN Analysis
Software, verzija 3.7. Zbrane podatke genotipov (alel
smo oznacili kot velikost produkta PCR) v Excelu smo
vnesli v program ATLAS (Perez in sod., 2004), s katerim
smo preverili ujemanje genotipov med starsi in potom-
ci. Pri dolo¢anju ocetovstva v tropu istrske pramenke,
kjer smo imeli na razpolago 20 potencialnih plemen-
skih ovnov, smo z orodjem predlaganje prednikov (ang.:
Propose parents) potomcu dolo¢ili ovna znotraj skupine
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Preglednica 4: Shema zdruZevanja mikrosatelitnih oznacevalcev za analizo na sekvenatorju

Table 4: Pooling of microsatellite PCR products for genotyping

Mesanica 1 / Mix1

FAM MCM 42 (79-101) bp
TGLA 53 (116-136) bp
TAMRA MAF 65 (124-142) bp

McM 527 (168-178) bp

MeSanica 2 / Mix2

OarCP 49 (77-103) bp FAM
OarAE 119 (144-181) bp

OarFCBI11 (119-142) bp TAMRA
MAF 214 (181-250) bp JOE

potencialnih star$ev. Na koncu, ko so bili ocetje doloce-
ni ustreznim druZinam, smo z orodjem izris rodovnika
(ang.: draw pedigree) graficno predstavili izris genotipov
osebka in njegovih najblizjih sorodnikov (starsev, bratov,
sester ipd.)

Da bi dolocili stopnjo polimorfizma oznacevalcev
pri pasmah, smo izra¢unali frekvence alelov in delez he-
terozigotnosti z uporabo programa GENETIX (Belkhir in
sod., 1998). Preucili smo odnose med osebki znotraj po-
pulacij oz. informativnost (polimorfnost) oznacevalcev
za posamezne pasme. Pomembna znacilnost genetskega
oznacevalca je njegova heterozigotnost, torej verjetnost,
da je nek osebek heterozigoten za ta oznacevalec. Mera
za informativnost oznacevalca nam pove pri¢akovan de-
lez heterozigotnih osebkov. Vedja, kot je heterozigotnost,
bolj je oznacevalec informativen. Visoko polimorfni
oznacevalec naj bi imel odstotek heterozigotnosti vecji
od 70 % (Ott, 1992). Pri¢akovani delez heterozigotnosti
smo izracunali iz $tevila posameznih alelov v populaciji
glede na Hardy-Weinbergovo ravnoteZje po naslednjem
obrazcu:

k k = $tevilo alel
i p, = pogostost i-te alele

3 REZULTATI
3.1 ANALIZA POREKLA ZA JEZERSKO-
SOLCAVSKO IN OPLEMENJENO JEZERSKO-
SOLCAVSKO PASMO

Z namenom, da bi preverili rodovniske podatke,
smo s pomocjo programa ATLAS najprej testirali tiste
zivali, za katere smo imeli znano poreklo. Preverili smo
rodovniske podatke, ki jih zapisujejo rejci sami ter po-
datke selekcijske sluzbe. Oboje smo primerjali z rezultati,
ki smo jih dobili pri testiranju genotipov. V 40-tih od 44-
tih druzin smo potrdili pravilno zapisovanje rodovniskih
podatkov. Na sliki 1(levo) je prikazana jezersko-sol¢a-
vska druZina rejca 6, desno pa oplemenjena jezersko-
sol¢avska druzina rejca 1. Vsaka Zival je predstavljena z
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Mikrosatelitng I|1|\.|_|.-i OVICA _HH?TJ-
1 2 3 4 5 i T 5

5 [63)36|7027) 18 (63|39

3 | 5029169 |25 8 [ 39| 30
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Slika 1: Slikovni prikaz (program ATLAS) dveh rodovnikov, kjer je genotipska analiza potrdila pravilno zapisovanje rodovniskih

podatkov.

Figure 1: Scheme drawn by programme ATLAS for two pedigrees with concordant results between listed pedigree and genotype test.
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Slika 2: Primer neskladja genotipov starSev z genotipom potomca pri rejcu 1 — jagnje je bilo pripisano napacni druzini (zgoraj). V
spodaj primeru je bila jagnjetu pripisana napacna mati. Osenceni lokusi pri dolocenem osebku predstavljajo neskladja genotipov med

predvidenimi starsi in potomcem.

Figure 2: A case of two pedigrees where genotype analysis demonstrated discordant results with enlisted pedigress. Progeny of the left
pedigree was assigned to a wrong family (shadowed boxes), whereas progeny of the right pedigree was not assigned to correct dam.

identifikacijsko $tevilko, npr. OCE rejca 6 ima ID 293542.
Pri potomcu so za vsakega od osmih lokusov (alel prika-
zan kot $tevilo CA ponovitev) prikazani aleli, ki jih poto-
mec podeduje po strani oceta (zgornja vrsta) in po strani
matere (spodnja vrsta).

V 4 primerih od 44 -tih (9,1 %) smo odkrili raz-
hajanja med rezultati genetske analize rodovnikov in za-
pisanih rodovnigkih podatkov. V dveh primerih sta bila
potomcu nepravilno pripisana oce ali mati, pri ostalih
dveh primerih pa sta bila jagnjetu napa¢no pripisana oba
star$a (slika 2). Pri dveh druzinah smo opazili neskladja
na $estih mikrosatelitnih lokusih, pri ostalih dveh druzi-
nah pa na petih oziroma $tirih lokusih.

3.2 DOLOCANJE OCETOVSTVA ZA ISTRSKO
PRAMENKO

Analiza je temeljila na dolo¢anju ocetovstva v ¢redi
ovc istrske pramenke iz Centra za sonaravno rekultivira-
nje Vremscica, kjer v ¢asu paritev v ¢redo ovc pripusca-
jo dvajset plemenskih ovnov hkrati. Z namenom, da bi
jagnjetom dolo¢ili ocete, smo genotipizirali dvajset ple-
menskih ovnov na osmih mikrosatelitnih lokusih ter re-
zultate primerjali z genotipi potomcev in njim pripisanih
mater z uporabo programa ATLAS. Z osmimi mikrosa-
teliti smo trem jagnjetom (t. 11344, 11345, 11342) lahko
nedvoumno dolo¢ili oceta izmed dvajset potencialnih
ocetov (slika 3).
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Izbrani set osmih oznacevalcev ni bil dovolj infor-
mativen za doloditev oceta potomcu 11346 (pregl. 5), saj
je analiza s programom ATLAS od dvajsetih ovnov do-
lo¢ila dva verjetna oceta. Da bi lahko jagnjetu 11346 kot
oceta dolod¢ili enega izmed dveh kandidatnih ovnov, smo
v analizo dodali $e $tiri oznacevalce OarCP20, Oarl16,
Oar109 ter Oar50 (pregl. 6).

Zaradi podobnosti v genotipu na osmih lokusih
med kandidatnima ocetoma 1 in 2 (pregl. 5; 11211 in
151982) lahko domnevamo, da obstajajo sorodstvene
povezave med njima, kar je za majhno populacijo istrske
pramenke pri¢akovano (velika verjetnost je, da sta brata
ali polbrata). Uporaba dodatnih §tirih mikrosatelitnih lo-
kusov je potomcu 11346 kot oceta nedvoumno dolodila
kandidatnega ovna $t. 151982 (pregl. 6). Mikrosatelitni
lokus Oar109 je izloc¢il ovna 11211 in se tako izkazal za
odlo¢ilnega. Lokusa OarCP20 in Oarl16 sta za to pa-
smo brez informativne vrednosti zaradi homozigotnosti
na vseh alelih. Z dolo¢itvijo ocetovstva potomcu 11346
smo tako lahko dolo¢ili ocetovstvo vsem preiskovanim
jagnjetom istrskih pramenk.

3.3 ANALIZA FREKVENC ALELOV IN INFORMA-
TIVNOSTI ZA POSAMEZNE MIKROSATELI-
TNE LOKUSE PO PASMAH

V analizo frekvenc alelov smo vkljudili pasme je-
zersko-sol¢avska, oplemenjena JS in istrska pramenka
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Slika 3: Uspesno dolocanje ocetovstva (od 20 moznih) z osmimi mikrosatelitnimi oznacevalci trem potomcem istrske pramenke.
Figure 3: Successfull assignment of the sire out of 20 potential fathers to three progeny.

ter osem mikrosatelitnih lokusov. Stevilo alelov, ki smo
jih za posamezen mikrosatelitni lokus nasli pri doloceni
pasmi ovc, je prikazano na sliki 4. Na vsakem od pre-
ucéevanih lokusov smo pri vseh treh pasmah nasli vedi-
no alelov. Poleg tega smo identificirali od dva do pet za
pasmo specifi¢nih alelov (tako imenovani privatni aleli).
Za istrsko pramenko je bilo za vseh osem lokusov ugo-
tovljenih skupno trinajst privatnih alelov, osem za jezer-
sko-sol¢avsko in $est za oplemenjeno jezersko-sol¢avsko

ovco. Povpre¢no stevilo alelov na mikrosatelitni lokus je
za OPLEMENJENA JEZERSKO-SOLCAVSKA znasalo
7,5, prav toliko za JS, za IP pa 7,63 alelov na lokus.

Z namenom dolo¢itve stopnje polimorfnosti in s
tem informativne mo¢i posameznih lokusov znotraj pre-
ucevanih pasem smo izracunali delez heterozigotnosti.
Glede na povprecno heterozigotnost smo oznacevalce
(slika 4) razdelili v tri skupine, visoko polimorfne (hete-
rozigotnost nad 70 %), srednje polimorfne (heterozigo-

Preglednica 5: Rezultati genotipizacije druZine z osmimi lokusi, ki prikazuje dva moZna oceta
Table 5: Raw genotype data for eight markers that could not distinguish amongst two potential fathers

1D OarCP49 OarAE119 MAF65 MAF214 TGLA53 McM42 McM527 OarFCB11

11346  SIN 2 19 50 50 36 40 67 70 27 27 7 8 57 58 26 30

143132 MATI 2 2 49 50 27 36 67 70 27 38 7 14 57 58 26 26
Kandidatni

11211 ocel 3 19 49 50 40 42 62 70 27 36 7 8 55 57 30 39
Kandidatni

151982 oce2 17 19 50 50 34 40 68 70 27 27 8 8 55 57 30 30
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Preglednica 6: Genotipi na dodatnih lokusih za potomca 11346
Table 6: Genotyping for four additional markers for progeny
number 11346

ID OarCP20 Oarll6 Oarl09 Oar50

11346  SIN 72 72 38 38 73 75 76 76
143132 MATI 72 72 38 38 73 73 74 76
11211 Kan.1 72 72 38 38 73 78 76 77
151982 Kan.2 72 72 38 38 74 75 76 76

tnost med 50-70 %) in niZje polimorfne (heterozigotnost
od 0-50 %). Za vse tri pasme ovc smo opazili visoko
polimorfnost oznadevalcev na lokusu MAF65, TGLA53
in OarFCB11 (slika 5). Pri posameznih pasmabh je pri je-
zersko-solcavski izstopal lokus OarFCB11 (H= 0,86), pri
oplemenjeni jezersko-sol¢avski lokus TGLA53 (0,84) in
pri istrski pramenki lokus OarCP49 (0,86). V skupino
srednje polimorfnih sta se pri jezersko-sol¢avski uvrstila

Jra—

Stevilo alelov po pasmah
wb Pl G P 0RO =) O AD D e

OarCP48 OQarAE119 MAFGS

MAF214

lokusa OarCP49 (0,59) in McM42 (0,68), pri oplemenje-
ni jezersko-sol¢avski lokus OarAE119 (0,66), medtem ko
smo pri istrski pramenki zabelezZili tri lokuse OarAE119
(0,68), McM42 (0,63) in McM527 (0,51). V najmanj in-
formativni skupini mikrosatelitnih oznacevalcev (he-
terozigotnost od 0-50 %) imamo en sam lokus, in sicer
pri pri oplemenjeni jezersko-sol¢avski lokus MAF214 z
delezem heterozigotnosti 0,32 - pri tej pasmi smo na tem
lokusu zasledili le 3 alele, kar je najmanjse $tevilo alelov
na vseh lokusih.

4 RAZPRAVA IN SKLEPI
4.1 ANALIZA RODOVNIKOV

Pri preverjanju rodovniskih podatkov smo z analizo
genotipov ugotovili, da prihaja pri vodenju rodovniskih
podatkov drobnice do napak. V §tirih druzinah od 44-

OJSR
BJS
BIP

TGLAB3  MchM42  McM527 OarfFCB11

Mikrosatelitni oznaéevalci

Slika 4: Stevilo alelov za posamezene mikrosatelitne lokuse pri jezersko-solcavski (JS), oplemenjeni jezersko-solcavski (JSR) in istrski

pramenki (IP).

Figure 4: Number of alleles for genetic markers in Jezersko-Solcava (JS), Improved Jezersko-Solcava (JSR) and Bela krajina pramenka

(IP) breeds.

08
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Mikrosatelitni lokusi

Slika 5: Povprecna heterozigotnost na lokusih pri jezersko-sol¢avski (JS), oplemenjeni JS (JSR) in istrski pramenki (IP).
Figure 5: Average heterozygosity for analysed markers in Jezersko-solcava (JS), Improved Jezersko-soléava (JSR) and Bela Krajina

pramenka (IP) breeds.
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ih (9,1 %) smo zasledili neskladja v rodovnikih pri $tirih
od skupno sedmih rejcev, vklju¢enih v analizo. V dveh
primerih (rejec 1 in 3) sta bila potomcu napacéno pripisa-
na oba star$a. Pri primeru rejca 1 smo kasneje dodatno
primerjali genotip jagnjeta (294651) z genotipi preostalih
zivali, ki smo jih pri tem rejcu imeli na razpolago. Rezul-
tat primerjave je pokazal, da jagnje v resnici pripada ma-
teri (31065) in ocetu (11083) in ne star$em, ki so mu bili
ob rojstvu pripisani (slika 6). Poleg tega smo ugotovili,
da ima jagnje §t. 294651 brata (294649) z enakim geno-
tipom, zato lahko predvidevamo, da sta enojajéna dvoj¢-
ka. Podobno smo poskusili tudi za rejca 3, vendar zaradi
majhnega $tevila Zivali (5), vklju¢enih v analizo, pravih
star$ev nismo mogli dolo¢iti.

Razlogov, zaradi katerih prihaja pri vodenju ro-
dovnika do napak, je lahko ve¢. Po podatkih selekcijske
sluzbe za leto 2006 je v kontroliranih tropih v Sloveniji
vkljucenih 106 tropov JS pasme, pri kateri je registriranih
2.969 ovc, ki so imele 3.784 jagnjitev in 116 tropov ople-
menjene jezersko-sol¢avske pasme s 3.690 registriranimi
ovcami s 4.762 jagnjitvami. Najve¢ jagnjitev je bilo zabe-
lezenih v spomladanskem obdobju z vrhoma v mesecu
marcu in maju, z okrog 2500 rojenimi jagnjeti na mesec
(Kompan s sod., 2006; Zajc in Komprej, 2007). V velikih
tropih to lahko predstavlja problem, saj na isti dan lahko
jagnji ve¢ ovc hkrati. Posledice tega so lahko zamenjave
med materjo in novorojencem, kjer jagnje vzredi ovca,
ki v resnici ni njegova mati. Do podobnih ugotovitev so
prisli tudi Laughlin in sod. (2003). Lahko sklepamo, da se

taki primeri najveckrat dogajajo pri jagnjitvah na pasni-
ku ali v neprimerno urejenih hlevih, kjer je nadzorovanje
poteka jagnjitev omejeno. Za nasa dva primera bi lahko
predpostavili, da je $lo za samo napako pri zapisovanju
rojstnih podatkov, ali pa je na isti dan jagnjilo ve¢ ovc,
med katerimi je mati (31065) jagnjila dvojcka, eden od
njiju (294651) pa se je pomesal z drugimi novorojenimi
jagnjeti in ga je posvojila druga ovca. Rejec v tem prime-
ru ni mogel predvideti, da jagnje pripada drugi materi in
ga je avtomatsko pripisal materi, ki ni bila prava. Podob-
no bi lahko trdili tudi za rejca 2 (slika 2), ki je jagnjetu
(294664) pripisal napa¢no mater (52848). Cetrti primer
neskladja genotipov smo ugotovili pri rejcu 5, ki ima v
tropu stalno prisotnega ovna in ga zaradi preprecevanja
parjenja v sorodstvu vsakih nekaj paritvenih obdobij
menjuje. Problem se pojavi ravno v ¢asu menjave enega
plemenskega ovna z drugim, ko sta v tropu prisotna oba
ovna.

Moznosti, da je prislo do napake pri dolo¢anju geno-
tipov ali pri nasem vzorcenju tkiv, kar je prispevalo k ne-
skladju rezultatov, tudi ne moremo povsem izkljuciti. Ker
smo dolocali genotipe na ve¢ lokusih, je moznost vpliva
posamezne napake pri dolo¢anju genotipov majhna, saj
neskladje navadno ugotovimo na ve¢ lokusih hkrati. Bolj
verjetna bi bila napaka zaradi napa¢nega vzorcenja. Le ta
je zaradi nacina vzorcenja tudi malo verjetna, saj sta bila
pri pregledu usesne §tevilke prisotna najmanj dva ¢love-
ka - identifikaciji $tevilke je takoj sledil odvzem vzorca.
Obstaja sicer $e moznost napacnega od¢itavanja usesne
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Slika 6: Dolocanje pravih starSev (oven 11083 in ovca 31065) za potomca 294651, ki je bil v rodovniku pripisan napacni druzini

(ovnu 11158 in ovci 31068).

Figure 6: Identification of correct parents (sire 11083 and dam 31065) for the progeny 294651 that was assigned to a wrong family

(sire 11158 and dam 31068).
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$tevilke in napaéni pripis laboratorijske $tevilke posame-
znemu vzorcu. Ceprav moznosti napak pri vzoréenju in
obdelavi vzorcev v laboratoriju ne moremo povsem iz-
klju¢iti, menimo, da je ve¢ina neskladij (9,1 %) posledica
napak pri vpisovanju in vodenju rodovnikov.

Zaklju¢imo lahko z ugotovitvijo, da je natan¢nost
rodovniskih podatkov s strani rejcev in ob pomodi se-
lekcijskih sluzb 90,9 %. Iz zgornje razprave sledi, da se
nekatere napake s posegi v tehnologijo reje da odpraviti,
nekatere pa bodo rejcem ostale prikrite. Zato se tu ponu-
jajo alternativne metode ugotavljanja porekla, kot je opi-
sana v tej $tudiji, ki bi omogocala, da bi odstotek to¢nosti
rodovnikov priblizali 100 % in s tem dosegli vodenje ro-
dovnikov brez napak.

4.2 DOLOCANJE OCETOVSTVA

V tropih, kjer se pri pripustih uporablja ve¢ ple-
menskih ovnov hkrati, so podatki o poreklu zivali zaradi
nezmoznosti nadzorovanja pripustov osiromaseni s po-
datkom oceta. Zato v teh tropih predstavlja velik pomen
moznost dolo¢anja oletovstva in nadzora rodovniskih
podatkov s pomocjo tipizacije DNA. Poleg tega pa je za
rejce, ki so vkljuceni v kontrolo porekla in proizvodnje,
pogoj, da so vse Zivali predstavljene z znanim poreklom.
Tako smo v tej $tudiji preverjali, ¢e je mozno z izbra-
nih setom osmih mikrosatelitov in uporabo programa
ATLAS jagnjetom istrske pramenke dolo¢iti enega od
moznih dvajsetih ocetov. Z izbranimi osmimi mikrosa-
teliti smo lahko trem jagnjetom istrske pramenke nedvo-
umno dolo¢ili o¢eta izmed potencialnih dvajsetih ovnov.
V primeru enega jagnjeta smo lahko izlo¢ili 18 potenci-
alnih ocetov, dva oceta sta bila enako verjetna. Zato smo
analizo razsirili in vanjo vklju¢ili dodatne $tiri mikrosa-
telitne oznacevalce ter s tem uspes$no dolo¢ili ocetovstvo
tudi temu potomcu.

4.3 INFORMATIVNOST

ayes

sti lokusa smo pri vseh treh pasmah dosegli z oznaceval-
cem TGLAS53, medtem ko se je za najmanj informativne-
ga izkazal lokus MAF214. Lokusi OarCP49, OarAE119,
MAF65 in OarFCBI11 se pri teh treh pasmah uvrsc¢ajo
v razred visoko polimorfnih mikrosatelitov, visok delez
heterozigotnosti imata tudi McM42 in McM527, ki za
najvisjim razredom ne zaostajata veliko. Rezultati dele-
zev heterozigotnosti in $tevila alelov kazejo, da je najver-
jetneje stopnja inbridinga populacije istrske pramenke
iz CSR Vrems¢ice podobna kot pri jezersko-sol¢avski
in oplemenjeni jezersko-sol¢avski pasmi. To ugotovitev
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utemeljujemo z rezultatom, da smo pri tej pasmi dobili v
povpredju 7,6 alelov na lokus, kar je sploh najvec od vseh
pasem, vklju¢enih v raziskavo, heterozigotnost alelov pa
je znagala 71 %. Poudariti pa je potrebno, da je bilo v naso
analizo zajetih za populacijsko-genetske $tudije $e vedno
relativno majhno $tevilo vzorcev in bi tako za bolj kon-
kretne sklepe o inbridiranosti populacije istrske pramen-
ke morali analizirati vecje Stevilo Zivali. Vendarle smo v
enem od $tirih druzin odkrili vi$jo stopnjo sorodstva,
kar lahko kaze, da znotraj pasme istrske pramenke lah-
ko obstajajo visoko inbridirane pod-populacije oziroma
druzine - v tem primeru je visoka stopnja sorodstva v tej
druzini istrske pramenke privedla k zmanjsanju stopnje
polimorfnosti mikrosatelitnih lokusov in s tem njihove
informativnosti. Za nadaljnje analize predlagamo, da se
nasemu uporabljenemu setu doda $e oznacevalec Oar109
ali zamenja oznacevalec MAF512, ki je s petimi aleli in
51 % heterozigotnostjo na zelo nizkem informativnem
nivoju.

Mikrosateliti, uporabljeni v tej $tudiji in analiza s
programom ATLAS sta torej primerna pri preverjanju
pravilnosti rodovnigkih podatkov in pri dolo¢anju oceto-
vstva. V zadnjem casu se v Sloveniji na podrocju selekcije
v ovcereji vse bolj uveljavlja uporaba molekularno-ge-
netskih metod. Molekularni podatki so dober pokazatelj
variabilnosti v populacijah, kar nam omogoca zasnovo
programov za ohranjanje genetskih raznovrstnosti v po-
pulacijah zivali. Eden takih pristopov je prav gotovo tudi
kontrola porekla z uporabo molekularnih markerjev, ki
se je v Sloveniji Ze dobro uveljavila pri gospodarsko po-
membnih domacih Zivalih (konji, govedo, prasi¢i itd.).
Tudi pri drobnici se sreujemo s cedalje strozjim selek-
cijskim nadzorom, zato so analize te vrste preizkusene,
v nekaterih primerih pa tudi uporabljene. Ker pa je vse
ve¢ populacij ovc, vklju¢enih v programe obveznega ge-
notipiziranja za prionski gen, bi bilo zazeleno dodatno
preverjanje porekla. To je pomembno tako z vidika oce-
njevanja plemenske vrednosti jagnjeta kot z vidika kon-
trole inbridinga, torej izogibanja nadaljnjega parjenja v
sorodstvu, ter z vidika zanesljivejSe genotipizacije za lo-
kus PRNP.

Ta $tudija je pokazala, da kljub skrbi za natan¢no
vodenje rodovniskih knjig pri teh Se vedno prihaja do
napak. Da bi se napakam izognili, se selekcijskim sluz-
bam ponuja moznost nadzorovanja porekla z uporabo
mikrosatelitnih oznadevalcev. V ta namen velja omeni-
ti, da lahko postopek, s katerim smo izvedli analizo ro-
dovnistva, $e nekoliko posodobimo s pomnoZevanjem
vedjega Stevila mikrosatelitnih lokusov hkrati v eni PCR
reakciji. To nam omogod¢i hitro, cenej$o ter enostavno
izvedbo genotipizacije. Zaklju¢imo lahko z dejstvom, da
uporaba visoko polimorfnih DNA oznadevalcev omogo-
¢a ucinkovito in objektivno preverjanje rodovnigkih po-
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datkov, predvsem pomemben pa je podatek, da postajajo
ta orodja vse pomembnej$a pri projektih ohranjanja ge-
netske raznovrstnosti.

5 ZAHVALA

Zahvaljujemo se rejcem in Centru za sonaravno
rekultiviranje Vremscica za omogocanje raziskave z do-
voljenjem za vzoréenje tropov. Domnu Draslerju smo
hvalezni za pomo¢ pri zbiranju vzorcev, Du$anu Birti¢u
za koristne nasvete ter dr. Andreju Razpetu za strokovno
pomoc pri genotipiziranju.
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