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Sazetak

Svakim danom izumire sve veci broj Zivotinja i nepovratno se gubi genetska raznolikost.
Selekcijom na odredena svojstva (povecanje proizvodnje, kvaliteta vune) Zivotinje gube
odredenu razinu varijabilnosti. Izvorne pasmine su ve¢inom nisko proizvodne zivotinje koje
su prilagodene specificnim uvjetima okolisa, te kao takve u pravilu imaju vecu genetsku
raznolikost. Hrvatske izvorne pasmine ovaca su otporne i izdrZljive pasmine, s niskim
proizvodnim svojstvima, ali prilagodene na oStre uvjete drZzanja. Sve izvorne pasmine ovaca
spadaju u pramenka tip ili su nastale na osnovi pramenka tipa. U Hrvatskoj je priznato devet
izvornih pasmina ovaca, a ovim doktorskim radom je obuhvac¢eno njih osam: istarska ovca,
creska ovca, kréka ovca, paska ovca, rapska ovca, dalmatinska pramenka, licka pramenka,
i dubrovacka ovca. Osim hrvatskih izvornih pasmina ovaca u rad je uklju¢eno 10 muflona
iz Kalifronta te 21 javnho dostupna europska pasmina s podru¢ja Mediterana ili istocne
Europe. Ciljevi ovog doktorskog rada bili su utvrditi konzervacijski status hrvatskih izvornih
pasmina ovaca, odrediti jedinstvenost genoma hrvatskih izvornih pasmina ovaca i
pozicionirati hrvatske izvorne pasmine ovaca u mediteranski kontekst na temelju
genotipskih podataka dobivenih s Infinium Ovine HD® SNP ¢ipom koji sadrzava 606 000
polimorfnih mjesta. Sve jedinke hrvatskih izvornih pasmina ovaca uspjeSno su
genotipizirane visokorezolutnim SNP gipom te su pokazale visoku genetsku raznolikost.
Analizom unutar i izmedu populacijskih odnosa hrvatskih izvornih pasmina utvrdeno je da
se pasmine dijele na otocCke i kontinentalne obzirom na geografske barijere (more i planine).
U otoCke pasmine svrstale su se istarska ovca, kr€ka ovca, creska ovca, rapska ovca i
paska ovca, dok su se u kontinentalne pasmine grupirale licka pramenka i dalmatinska
pramenka te dubrovacka ovca. Ovakvu podjelu populacija pokazale su analize glavnih
komponenti, Structure analiza, analiza Nei genetskih udaljenosti prikazana Neighbour Net
mrezom kao i filogenetsko stablo dobiveno SplitsTree softverom. Structure analiza je
dodatno pokazala veliku sli€nost paske i rapske ovca kao i licka i dalmatinske pramenke.
Hrvatske izvorne pasmine pokazale su nisku do srednju razinu genomskog inbridnga
(Frors2wb = 0,025 - 0,056), jedino je kod dubrovatke ovce utvrdena nesto visa razina
inbridinga od 0,070. Kod dalmatinske i licke pramenke te paske ovce utvrdena je visoka
efektivna veli€ina populacije, dok je najmanja efektivha veli¢ina populacije utvrdena kod
kréke ovce. Gledano u Sirem mediteranskom kontekstu hrvatske izvorne pasmine ovaca
grupirale su se zajedno s ostalim ovcama pramenka tipa i smjestile izmedu isto¢no i
zapadnoeuropskih ovaca. Usporedujuci hrvatske izvorne ovce s europskim pasminama

utvrdeno je osam genomskih regija specifi¢nih za hrvatske izvorne pasmine.

Kljuéne rijeCi: genomska raznolikost, izvorne pasmine ovaca, konzervacijski status,

struktura populacije



Expanded summary

Every day we witness the reduction of genetic variability of plants and animals. The
extinction of animals is a process that is constantly taking place, and the loss of genetic
material is inevitable. As we intensify selection for higher production, we reduce the genetic
variability of these species. Autochthonous animals are usually lower production animals
raised in extensive systems and are better adapted to environmental conditions and
therefore have higher genetic variability. Sheep breeding has historically been an important
part of agricultural production on Croatian territory. It is believed that sheep came to Croatia
with human migrations in the Neolithic period and are an integral part of Croatian culture
since. In the 18th century, Dalmatia had the highest number of sheep in Europe. Since then,
the number of sheep has steadily decreased and some of the Croatian sheep breeds are
threatened with extinction. The Croatian autochthonous sheep breeds are low production
animals adapted to harsh environmental conditions and extensive breeding systems. They
all belong to the Pramneka sheep type or are descended from the Pramenka sheep type.
There are nine recognised autochthonous sheep breeds in Croatia and eight of them are
discussed in this doctoral thesis: Istrian sheep, Cres Island sheep, Krk Island sheep, Pag
Island sheep, Rab Island sheep, Dalmatian Pramenka, Lika Pramenka and Dubrovnik
sheep -ruda. Another 21 European sheep breeds from the Data repository were included in
this analysis as well as ten mouflon samples from Kalifront. This PhD aimed to estimate the
conservation status of Croatian autochthonous sheep breeds, determine the unique parts
of the genome and position Croatian autochthonous sheep breeds in the Mediterranean
context. For this purpose, the high-density Infinium Ovine HD SNP chip was used, which
contains 606 000 polymorphic positions. All Croatian autochthonous sheep breeds were
successfully genotyped. Croatian autochthonous sheep breeds showed high genetic
diversity. Based on the analysis within and between populations, it is clear that Croatian
autochthonous sheep breeds are divided into two groups based on their geographical
characteristics: island breeds and continental breeds. Island breeds include Istrian sheep,
Krk Island sheep, Cres Island sheep, Rab Island sheep and Pag Island sheep, while
continental breeds include Lika Pramenka, Dalmatian Pramenka and Dubrovnik sheep.
This clustering was confirmed with PCA, Structure analysis, Nei distances represented with
Neighbour Net network and phylogenetic analysis performed with SplitsTree. Furthermore,
the Structure analysis showed that not all breeds are completely separated. The Pag Island
sheep and the Rab Island sheep, as well as the Lika Pramenka and the Dalmatian
Pramenka, showed similar ancestral breed composition, indicating greater genetic
relatedness. The Croatian autochthonous sheep breeds showed a lower degree of genomic

inbreeding obtained from runs of homozygosity. The highest inbreeding was observed in



Dubrovnik sheep with FROH > 2Mb = 0.07. Higher recent inbreeding (up to 5 generations
ago) was observed in all breeds. The lowest effective population size was observed in
sheep from the island of Krk (61), but lower Ne was also observed in sheep from the island
of Cres (148), Dubrovnik sheep (157) and Istrian sheep (161). The highest effective
population size was observed in Dalmatian Pramenka sheep (1039). The Croatian
autochthonous sheep breeds observed in the Mediterranean context grouped with other
European Pramenka sheep types. In the PCA diagram, they were placed in the middle of
the diagram, creating a link between Eastern European and Western European sheep
breeds. The Croatian autochthonous sheep breeds had eight specific genomic regions
compared to the European breeds. Since some of the Croatian autochthonous sheep
breeds have lower effective population size and higher inbreeding, additional caution should

be taken when implementing breeding programmes.

Keywords: autochthonous sheep breeds, conservation status, genomic diversity, population

structure
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Popis kratica

Kratica Opis

DNA deoksiribonukleinska kiselina
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F koeficijent inbridinga
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FroH genomski inbriding izraCunat preko
ROH-ova
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IBD engl. identical by descent — jednaki po
porijeklu

ISGC International Sheep and Goat
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1. UVOD

Ovca (Ovis aries) je domesticirana prije 10 000 — 9 500 godina na podrucju plodnog
polumjeseca (Hiendleder i sur., 1998; Zeder, 2008). Svojim karakteristikama male tjelesne
mase, visoke otpornosti te niskih hranidbenih potreba omoguceno joj je migriranje s ljudima
kojima je sluzila kao izvor hrane i odjece. Smatra se da je migracija iz domestikacijskog
centra krenula u tri glavna smjera: prema Aziji, Africi i Europi. Arheolo$ki nalazi upucuju na
to da je ovca teritorij Hrvatske naselila prije 8 000 — 7 000 godina, te odavde nastavila dalje
osvajati podrucje Srednje i Zapadne Europe (Zeder, 2008). Tijekom migracija ovca je bila
izlozena prirodnoj selekciji pod utjecajem razli¢itih uvjeta okoliSa (temperatura, vlaznost,
nadmorska visina), te bolesti i nametnika gdje su samo najprilagodljivije jedinke uspjele
prezivjeti. Prilagodbom na nove uvjete ovce su mijenjale svoje genotipske karakteristike, a
posliediéno tome i svoj fenotip. U 18. stolje¢éu uvodi se pojam pasmine kao rezultat
selekcijskog utjecaja Covjeka. Ovce se specijaliziraju prema proizvodnim svojstvima (meso,
mlijeko, vuna) $to uvjetuje stvaranje Cistih pasmina s jedinstvenim genotipom. Danas je
poznato da postoji preko 1 500 pasmina ovaca diliem svijeta (FAO, 2015). lako postoji veliki
broj pasmina ovaca $to upuéuje na visoku genetsku raznolikost znatan broj tih pasmina je
ugrozen ili pred izumiranjem. Cak 350 pasmina ovaca je izumrlo ili je ugrozeno, a za 800
pasmina status je nepoznat. Hrvatska ima devet izvornih pasmina ovaca od kojih su prema
FAO klasifikaciji tri pasmine (kréka ovca, rapska ovca i creska ovca) potencijalno ugrozene,
a dvije pasmine (istarska ovca i dubrovacka ovca) ugroZene. Hrvatske izvorne pasmine
ovaca uzgajaju se na geografski razlicitim podrucjima od niskih do visokih planinskih
predjela i svaka je prilagodena na specificne mikroklimatske uvjete svog uzgojnog podrucja.

Ocuvanje bioraznolikosti domacih Zivotinja naSa je obaveza kako bi osigurali
dovoljnu genetsku raznolikost potrebnu za suo€avanje s buduéim izazovima koji ukljucuju
dostupnost i sigurnost hrane te klimatske promjene (Groeneveld i sur., 2010). lzvorne
pasmine ovaca u pravilu imaju manju proizvodnju, ali su bolje prilagodene uvjetima okoliSa
i vjerojatno imaju vecu otpornost na bolesti. Te karakteristike ¢ine ih vaznim izvorom
genetske raznolikosti. ProuCavajuci rijetke i izvorne pasmine dobivamo priliku otkriti
genetske varijacije i procese koji im omogucavaju prezivljavanje u specificnim lokalnim
uvjetima okolisa (Beynon i sur., 2015). Razumijevanje genetske strukture i porijekla
pasmine neophodno je za uspjesSnu selekciju i zastitu pasmina od izumiranja (Kawecka i
sur., 2016). Jedan od naclina procjene genetske raznolikosti je upotreba molekularnih
markera. Molekularni markeri omogucuju procjenu genetske varijabilnosti svake jedinke te
odredivanje genetskih odnosa izmedu populacija i pasmina (Lenstra i sur., 2012). Danas,
najvazniji molekularni marker je SNP (engl. single nucleotide polymorphism), polimorfizam

jednog nukleotida. Jedan SNP ¢€ip moze imati i do 800 000 SNP-ova rasporedenih po



cijelom genomu (lllumina Bovine 800K SNP chip), a male promjene u SNP-ovima mogu
imati visoko vrijednu informaciju u analizi strukture populacije (Lao i sur., 2006, Gurgul i
sur., 2013) &to ih &ini iznimno informativnim i vrijednim markerima. Pomo¢u SNP-ova se
mogu procijeniti uzgojne vrijednosti, odnosi unutar i izmedu populacija te odrediti genetske
specifi¢nosti jedinki i populacija. Informacije dobivene pomoc¢u SNP-ova se mogu primijeniti
prilikom formiranja uzgojnih programa, konzervacijskih planova i opcenito ocCuvanja

pasmina i vrsta.

1.1. Hipoteze i ciljevi

Hipoteze ovog rada su:

o Pojedine hrvatske izvorne populacije ovaca genetski su ugrozene jer imaju visoku
razinu inbridinga te malu efektivnu veli€inu populacije.

o Postoji razlika izmedu oto¢kih (paska ovca, creska ovca, rapska ovca, kréka ovca) i
kontinentalnih (istarska ovca, dubrovacka ovca, dalmatinska pramenka, licka
pramenka) pasmina ovaca.

e lzvorne hrvatske populacije ovaca €ine zasebnu grupu zajedno s ostalim ovcama
jugoisto¢ne Europe u tipu pramenke.

e U hrvatskim izvornim populacijama ovaca postoji varijabilnost genoma koja je

jedinstvena (posljedica selekcije i lokalne adaptacije).

Ciljevi ovog rada su:
o Genotipizirati hrvatske izvorne populacije ovaca visoko rezolutnim SNP &ipom.
e Pozicionirati hrvatske izvorne populacije ovaca u odnosu na svjetske populacije.
¢ Procijeniti konzervacijski status (inbriding i efektivnu veli€¢inu populacije) pojedinih
hrvatskih izvornih pasmina ovaca.
o Odrediti jedinstvenu varijabilnost genoma pojedinih hrvatskih izvornih pasmina

ovaca.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Upotreba molekularnih markera u genomskoj karakterizaciji ovaca

Razvojem modernih genetskih metoda, ponajprije molekularnih markera, otvara se
moguc¢nost novih pristupa u usporedbi i prouavanju genoma domacih Zzivotinja.
Molekularne tehnike omogucuju otkrivanje varijacija ili polimorfizama koji postoje medu
pojedincima u populaciji za specifiéne regije DNA (Marwal i sur., 2014).

Molekularni markeri detektiraju genetske varijacije na razini DNA sekvence te tako
uklanjaju morfoloSka, kromosomska i proteinska ograniCenja prethodno koristenih
fenotipskih markera (Montaldo i Meza-Herrera, 1998).

Najvazniji molekularni markeri su mikrosateliti, mitohondrijska DNA (mtDNA), Y
kromosom i polimorfizmi jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide Poymorphism — SNP),
(Lenstra, 2012).

2.1.1. Mikrosateliti

Mikrosateliti ili kratka tandemska ponavljanja (engl. Short Tandem Repeat) su
ponavljajuéi dijelovi DNA (npr. GAGAGAGAGAGAGA) koji se sastoje od tandemskog
ponavljanja jedne do Sest nukleotidnih jedinica rasporedene duZz cijelog genoma u ne-
kodiraju¢im regijama (Litt i Luty, 1989; Tauz, 1989). Broj ponavljajuéih regija je razli¢it u
razli€itim mikrosatelitima, a upravo te varijacije stvaraju alele (slika 1.). Mikrosateliti su po
prirodi kodominantni, visoko su polimorfni (Abdul-Muner i sur., 2009) i nasljeduju se po
mendelovim zakonima (O'Connell i Wright, 1997) Sto ih €ini vrlo prikladnim za istraZivanja

populacijske genetike i pedigre analize.

Slika 1. Pikogramski prikaz mikrosatelithog markera; izvor: Louhichi i sur. (2010)



Mikrosateliti se takoder koriste za procjene inbridinga i dokazivanja oCinstva (Radko
i Rychlik, 2010; Souza i sur., 2012) te filogenetska istrazivanja (Tapio i sur., 2010). Osim
toga koristeni su i za procjenu genetske raznolikosti lokalnih pasmina ovaca koje su vrlo
Cesto ugrozene (Baumung i sur., 2006; Ferrando i sur., 2014; Glowatzki-Mullis i sur., 2012;
Salamon i sur., 2014). Do sada su provedena brojna istrazivanja genetske raznolikosti
svjetskih pasmina ovaca na temelju mikrosatelitnih markera. Ta su istrazivanja pokazala da
je za ovce karakteristicna veéa unutar populacijska raznolikost. Raznolikost izmedu
populacija je mala, zabiljezena je visoka razina inbridinga, mala heterozigotnost i veliki broj

monomorfnih markera (Sheriff i Alemayehu, 2018).

2.1.2. Mitohondrijska DNA

Mitohondrijska DNA (mtDNA) je dvolan€ana kruzna molekula koja se nalazi u
mitohondrijima. Sastoji se od 37 gena i nekodirajuceg dijela koji se naziva D-petlja.
Mitogenom ovce je velik oko 16 600 parova baza (Hindleder, 1998). U analizama genetske
raznolikosti najéesce se koriste samo konzervirani dijelovi mitogenoma: kontrolna regija (1
180 bp) i citokrom B gen (1 140 bp), slika 2.

Kontrolna regija
(D-loop)
12S rRNA Citokrom b
oy W
\ NADH
16S rRNA ' dehdrogenazne
podjedinice
22 tRNA kodiraju¢a gena
deh dll\'lcgz:azne } I 13 protein-kodirajucih regija
podjedinice
. NADH
dehdrogenazne
\ , podjedinice
- Citokrom oksidacijske
podjedinice
. A ATP sintazne
Cltokrom_okfslqacuske podjedinice
podjedinice

Slika 2. Mithondrijska DNA; izvor: International Society of Genetic Genealogy
(https://isogg.org/wiki/Mitochondrial_DNA,; pristup: 28.02.2022.)



Mitohondrijska DNA se koristi za odredivanje genetske povijesti vrste (Bollongino i
sur., 2012), identificiranje regija domestikacije (Naderi i sur., 2008) i rekonstruiranja
migracijskih puteva (Groeneveld i sur., 2010; Lenstra i sur., 2012). Specificna je po tome
$to se nasljeduje samo od majke, nema rekombinacija i ima visoku stopu mutacija. Osim
toga mitohondriji se nalaze u velikom broju u gotovo svim stanicama tijela stoga je njezina
dostupnost puno vec¢a od dostupnosti jezgrine DNA. Neki od nedostataka mtDNA su da ne
pruza informacije o fenotipu, lokusima pod selekcijom i protoku gena izmedu populacija. Do
danas je otkriveno pet filogenetski razli¢itih mtDNA grupa ovaca. Haplogrupe A i B
predstavljene su u vecini pasmina modernih ovaca s tim da haplogrupa A prevladava na
podrucju Azije, a haplogrupa B na podruéju Europe. Ostale haplogrupe su specificne za
odredena geografska podrucja, pa tako je haplogrupa C zastupljena u Kini, Turskoj, Bliskom
Istoku i Portugalu, a haplogrupe D i E na sjevernom Kavkazu i Turskoj (Meadows i sur.,
2007; Tapio i sur., 2006).

2.1.3. Y kromosom

Sli¢no kao &to se mitohondrijska DNA nasljeduje po majcinoj strani tako se varijacije
na Y kromosomu prenose ofevom linijom. Y kromosom je odliCan marker za praéenje
introgresije muskih jedinki (Edwards i sur., 2011). Dvije vrlo bithe osobine Y kromosoma su

mejoze i da se nasljeduje samo po muskoj liniji, slika 3.

] pseusdosomalna —| A
regija DIO 1 +— SRY
2.6 Mb
DYZ3 ’_<>
DYZ17 euktomatske
regije
~60 Mb > TR
(%2)
=
DYZ1 heteroktomatska
DYZ2 .
DYZ18 regija
~ 40 Mb
pseusdosomalna
regija DIO 2
I 0.32 Mb

Slika 3. Y kromosom; izvor: Gusmao i sur. (2008)



Istrazivanja Y kromosoma obuhvacaju prou€avanje dvije regije: gen regije koja
odreduje spol (SRY, engl. sex-determing region Y gene) i mikrosatelit SRYM18.
Identificirana su dva SRY alela (A-oY1, G-oY1). Visoki udio A-oY1 alela (71,4%), koji je
karakteristi¢an za divlje srodnike ovaca (O. canadensis, O. dalli, O musimon), pronaden je
kod 65 istrazivanih svjetskih pasmina. Najveéi udio G-0Y1 alela je pronaden kod Finskih
ovaca. Proucavanjem mikrosatelita SRYM18 utvrdeno je postojanje 11 haplotipova.
Haplotip H6 je najdominantniji kod svih modernih pasmina ovaca neovisno o geografskom
poloZaju. lako se analiza Y kromosoma pokazala manje informativha od ostalih markera
daje nam mogucnost nadopunjavanja znanja o migracijama ovaca dobivenih analizom

mitohondrijske DNA te procjenu genetskih odnosa ovaca s njihovim divljim srodnicima.

2.1.4. Polimorfizam jednog nukleotida (SNP - engl. Single nucleotide

polymorphism)

Polimorfizam jednog nukleotida (SNP - engl. Single nucleotide polymorphism)
oznacava promjenu (brisanje, zamjenu ili umetanje) nukleotida na jednoj poziciji u razli€itim
dijelovima genoma. SNP-ovi se javljaju u kodirajuéim i ne-kodiraju¢im regijama genoma, a

omogucuju genotipiziranje tisu¢e polimorfnih mjesta odjednom.

2.1.4.1. Stvaranje SNP cCipa

Stvaranje seta SNP markera koji se mogu koristiti za pronalazenije regija odgovornih
za specijaciju i lokalnu adaptaciju Zivotinja te razumijevanje osnovnih sli¢nosti i razlika
izmedu populacija je bilo neophodno za njihovu daljnju primjenu u potrazi za signalima
selekcije. Danas se koristi BeadChip tehnologija, gdje se probe za razli¢ite SNP biljege
nalaze na mikronskim silica kuglicama poslaganim u mikro jazice na povrsini €ipa, slika 4.
Tada se nukleotidi bojaju florescentnim bojama (svaki nukleotid ima jedinstvenu boju) i
omogucavaju ocitanje genotipa jedinke. Za ovce je razvijeno nekoliko panela takvih €ipova,
a najupotrebljavaniji su llumina OvineSNP50 BeadChip i lllumina InfiniumOvine HD
BeadChip.



illumina

4305493003 .
LT CITRTR TV AT

Slika 4. SNP &ip; izvor: lllumina (https://emea.illumina.com/products/by-type/microarray-
kits/ovine-snp50.html; pristup: 01.03.2022.)

lllumina OvineSNP50 BeadChip napravljen je 2009. godine u suradnji s
Internacionalnim ov¢jim genomskim konzorcijom (engl. International Sheep Genomics
Consortium-1SGC). Za potrebe dizajniranja ovog €Cipa genotipizirano je preko 3000 uzoraka
iz 75 svjetskih ekonomski najvaznijih pasmina ovaca. Takoder, u test su usli i divlji srodnici
iz roda Ovis (O. musimon, O. canadensis, O. dalli, O. vignei, O. ammon). Istovremeno moze
analizirati 12 uzoraka i sadrzi 54 241 SNP probu. Obzirom da je prosjeCni razmak izmedu
SNP-ova 50.9 Kb smatra se €ipom srednje gustoce. lllumina 50K SNP ¢ip se koristi u
odredivanju razlika izmedu jedniki (Grasso i sur., 2014), populacija (Kijas i sur., 2012; Ciani
i sur., 2014), i vrsta (Miller i sur., 2011). Isto tako koristi se u pronalazenju dokaza o
genetskoj osnovi prilagodbe na razli¢ite uvjete okolisa (Namroud i sur., 2008), te otkrivanju
regija genoma odgovornih za otpornost na bolesti (Riggio i sur., 2014; Mucha i sur., 2015).

lllumina Ovine Infinium HD® SNP Cip je dizajniran 2013. godine u suradnji FarmlQ,
[llumine i ISGC i sadrzi ukupno 606 000 SNP proba. Dizajniran je prvenstveno za procjenu
svojstva mesa kod ovaca, no takoder zadrzava vrlo visoku razlu€ivost i za ostala svojstva
pa se tako koristi i kod stvaranja konzervacijskih programa (Macedo i sur., 2014),
pronalazenja lokusa odgovornih za odredena fenotipska svojstva (Kijas i sur., 2016),
procjenu efektivne veli€ine populacija i genomskog inbridinga (Chitneedi i sur., 2017),

procjene strukture populacija (Rochus i sur., 2018).


https://emea.illumina.com/products/by-type/microarray-kits/ovine-snp50.html
https://emea.illumina.com/products/by-type/microarray-kits/ovine-snp50.html

2.1.4.2. Primjena SNP c&ipa

Prednost SNP ¢ipova je dostupnost velikog broja markera, male greSke u
genotipiziranju, usporedivost izmedu laboratorija i moguénost spajanja podataka iz razli€itih
laboratorija. Osim toga SNP-ovi pokazuju visoku informativnost jer ¢ak i mali broj SNP-ova
moZze imati visok sadrzaj informacija vaznih za analizu strukture populacije (Lao i sur., 2006;
Gurgul i sur., 2013). SNP-ovi su vrlo korisni u analiziranju bioraznolikosti populacija
domacih i divljih Zivotinja, daju sveobuhvatan uvid u njihove genome i omogucavaju
razlikovanje ¢ak i usko povezanih pasmina ili populacija. Genomske analize temeljene na
SNP-ovima omogucavaju iznimno to¢no odredivanje genomske varijabilnosti razli€itih vrsta,

pasmina i populacija (Kawecka i sur., 2016).

2.2. Konzervacijska genetika

2.2.1. Inbriding

Inbriding predstavlja posljedicu parenja izmedu dvije jedinke u populaciji koje su
srodnije od prosjene srodnosti za tu populaciju (Curik i sur., 2014). To je sustav sparivanja
Koeficijent inbridinga (F) mjeri upravo vjerojatnost da su dva alela prisutna na nekom lokusu
identi€¢na po podrijetlu (IBD), odnosno da su nastala replikacijom jednog alela zajedni¢kog
pretka (Ballou, 1983). Vrijednosti koeficijenta inbridinga kre¢u se od 0 do 1 pri éemu jedinke
koje nisu u inbridingu nose koeficijent 0, a one koje su u potpunosti autozigotne — koeficijent
1. Koeficijent inbridinga (F) vazan je parametar koji mjeri razinu inbridinga u nekoj populaciji.
Posljedica djelovanja inbridinga povec¢anje je homozigotnosti populacije, to jest povecanje
frekvencije homozigotnih genotipova.

Povecanje homozigotnosti populacije smatra se Stetnim, no isto se tako Cesto
iskoriStava u proizvodnji homozigotnih linija koje nose neko poZeljno svojstvo te u
proizvodnji linija za znanstvena istrazivanja kod kojih je pozeljno da su jedinke geneticki
istovjetne. Negativni ucinci inbridinga su smanjenje genetskih vrijednosti za svojstva
fitnesa, kao Sto su zdravlje, plodnost i zZivotni vijek, te pojava inbriding depresije koja se
ocituje smanjenim reproduktivnim kapacitetom ili fizioloSkom uc€inkovito$c¢u. Javlja se kada
se recesivni nepozeljni geni nadu u homozigotnom stanju te tada dolaze do izrazaja. Preko
SNP-ova moguce je odrediti homozigotne odsjecke (engl. Runs of Homozygosity ili ROH-
ove) te na taj nacin procijeniti autozigotnost, odnosno procijeniti koliki je dio genoma
identi€an po podrijetlu. ROH-ovi su kontinuirani odsje€ci homozigotnih genotipova bez
heterozigotnosti u diploidnom stanju. Smatra se da je glavni uzrok njihova nastajanja

inbriding te su stoga dobar alat u procjeni razine inbridinga, posebice kad nije dostupan



pedigre (Broman i Weber, 1999). Po duzini homozigotnih odsjeCaka moguce je odrediti i
kad se inbriding dogodio. Dugacki homozigotni odsjeCci govore u prilog nedavnom
inbridingu, dok kra¢i homozigotni odsjec¢ci upuéuju na davni inbriding. O&ekivana duzina
ROH-ova prati eksponencijalnu distribuciju s prosjekom od %2 g Morgana, gdje je g broj
generacija od zajedni¢kog pretka (Howrigan i sur., 2011). Vrijednosti koeficijenata
inbridinga iz ROH-ova ovise i 0 samom nacinu postavljenih parametara kod odredivanja
ROH-ova. Tako primjerice gusto¢a SNP Cipova koji se koriste u odredivanju ROH-ova te
daljnje manipulacije sa SNP-ovima (&iS¢enje SNP-ova s niskom frekvencijom rjedih alela,
onih koji odstupaju od Hardy-Weinbergove ravnoteze i onih koji pokazuju visok LD (engl.
linkage disequilibrium) mogu utjecati na rezultate. Takoder je vazno uzeti u obzir i greSke
genotipizacije SNP-ova, bilo da su heterozigotni SNP-ovi pogreSno genotipizirani kao
homozigotni ili obrnuto (Ferencakovi¢ i sur., 2013).

Prednosti su odredivanja inbridinga preko ROH-ova nasuprot odredivanju iz pedigrea te da
inbriding odreden iz ROH-ova uzima u obzir i inbriding bazne populacije za koju se inace
smatra da nije u inbridingu, stohasti¢ku prirodu rekombinacije i selekciju. Takoder se u
odredivaniju inbridinga uz pomo¢ ROH-ova izbjegavaju Ceste pogreske koje se javljaju u

pedigreima radi krive interpretacije, krive identifikacije i neto¢nih zapisa.

2.2.2. Efektivna veli€ina populacije

Efektivna veliina stvarne populacije (Ne) definirana je kao veli€ina idealizirane
Wright-Fisher-ove populacije u kojoj se moze oCekivati ista stopa genetskog otklona (engl.
drift) kao i u promatranoj populaciji (Wang i sur., 2016). Wright-Fisher-ova populacija je
definirana kao populacija konstantne veli€ine bez migracija ili selekcije sa slu¢ajnim
sparivanjem jedinki (Wright, 1931). Veéina prirodnih populacija nisu idealizirane i efektivha
veli€ina populacije je Cesto manja od broja jedinki u populaciji. Na smanjenu Ne utje€u mnogi
faktori ukljuujuci variranje u broju jedinki, nejednak omjer spolova i visoka varijanca
reproduktivnog uspjeha jedinki (Caballero, 1994). Efektivna veliina populacije temeljni je
kriterij za utvrdivanje statusa ugrozenosti populacija domacih Zivotinja. Ona je u korelaciji s
inbridingom izraCunatim bilo iz pedigrea ili molekularnim putem. Procjenom efektivne
veli€ine populacije mozemo predvidjeti gubitak genetske varijabilnosti i stopu povecanja
inbridinga (Sargolzaei i sur.,2008; Leroy i sur.,2013). Procjenom trendova efektivne veliine
populacije imamo uvid u evolucijsku povijest populacija te dobivamo relevantnu informaciju
za oCuvanje genetske raznolikosti. Isto tako pomaze objasniti trenutnu razinu genetske
raznolikosti kroz retrospektivni pogled (Flury i sur., 2010).

Za vecinu prirodnih populacija, Ne se ne moze direktno izmjeriti te ju je potrebno

procijeniti uz pomo¢ demografskih ili molekularnih genetskih pristupa (Trask i sur., 2017).



Demografski pristupi procjenjuju Ne kao matemati¢ku funkciju slucajnih demografskih
parametara i procesa koji generiraju sadasnju N¢ kao $to su varijanca u reproduktivhom
uspjehu, omjer spolova i fluktuacije u broju jedinki. Takvi demografski pristupi procjenjuju
varijancu efektivne veli€ine populacije (npr. varijancu uzorkovanja u alelnim frekvencijama
po generaciji) i tako odreduju Ne za generaciju potomstva (Caballero,1994). Te metode osim
Sto procjenjuju Ne u jednoj to€ki takoder direktno identificiraju kljuéne demografske procese
koji oblikuju Ne. Obzirom da su Cesto dovoljne koliCine podataka da bi se upotrijebio
demografski procjenitelj nedostupne, Ne se €esto procjenjuje iz molekularnih genetskih
podataka (Trask i sur., 2017). NajCeScCe se koriste procjene efektivne veli€ine populacije
bazirane na gubitku genetske raznolikosti preko inbridinga ili genetskog drifta. Razvijeno je
nekoliko metoda za procjenu efektivne veli€ine populacije uzimajuc¢i u obzir korelaciju
izmedu alelnih frekvencija ili homozigotnih regija (Sved, 1971; Hayes i sur., 2003; Li i
Durbin, 2011). Formula za izraCun efektivne veliine populacije preko inbridinga je:
Ne=1/2Af, pri €emu je Ne, efektivna veli€¢ina populacije, a Af, stopa inbridinga. Niska

efektivna veli€ina populacije ukazuje na visoki inbriding i gubitak genetske raznolikosti.

2.3. Dosadasnja genetska istrazivanja hrvatskih izvornih pasmina

ovaca

Hrvatske izvorne pasmine ovaca kombiniranih su proizvodnih osobina, ali se
primarno uzgajaju radi proizvodnje mesa (janjetine) u ekstenzivnom sustavu. U navedenom
sustavu drzanja primjena selekcijskih metoda je oteZzana te se one uglavnom niti ne
provode. lzuzetak su pasmine koje se primarno koriste za proizvodnju mlijeka kao $to su
paska i istarska ovca kod kojih se provodi selekcija na mlije€nost.

Pa su tako jedna od prvih genetskih istrazivanja na hrvatskih izvornim pasminama
ovaca bila na genetskim polimorfizmima R-laktoglobulina na paskoj ovci (Cubric Curik V. i
sur., 2002, Cubrié¢ Curik V., 2005). Kombinacijom izoelektriénog fokusiranja i PCR-RFLP
metode utvrdeno je da paSka ovca ima sli¢ne frekvencije alela i genetske varijante kao
mediteranske mlije€ne pasmine ovaca uzgajane u slicnim uvjetima. Frekvencije genotipa
3-laktoglobulinskog lokusa pokazale su signifikantno odstupanje od Hardy-Weinbrgove
ravnoteze sugerirajuéi ve¢u zastupljenost heterozigotnog genotipa za svojstvo proizvodnje
mlijeka i sira. Osim polimorfizama R-laktoglobulina promatrani su i polimorfizmi as:- kazeina
(Cubri¢ Curik V., 2005), te polimorfizam na k-kazein kodirajucoj regiji (Feligini i sur., 2005).
U populaciji paske ovce utvrdene su Cetiri varijante as:- kazeina, a frekvencija D (Welsh)
varijante je bila niska sliéno talijanskoj pasmini sarda (Cubrié Curik V., 2005). U istraZivanju

polimorfizma jednog nukleotida k-kazeina od tri populacije ovaca ukljuenih u istrazivanje
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jedino su kod paske ovce utvrdeni svi heterozigotni SNP-ovi na poziciji 237 ov€je k-kazein
MRNA (Feligini i sur., 2005).

Donosenjem zakona o obaveznom genotipizanju na grebez ovaca na podrudju
Europske unije, u Hrvatskoj tada kao pridruzenoj €lanici su se takoder provodile analize
raznolikosti prionskog gena autohtonih pasmina ovaca hrvatskog priobalja i otoka s ciljem
utvrdivanja otpornosti/podloZnosti na bolesti grebezi ovaca (Cubri¢ Curik V., 2009).
Analizom je identificiran veliki broj polimorfnih alela kod analiziranih pasmina. Osim
poznatih polimorfizama, otkrivena su i tri nova alela, te Nor98 varijanta na kodonu 141
povezna s atipicnom grebeZzi. Cubric Curik i sur. (2009) analizirali su polimorfizme ovéjeg
PrP gena povezanog s grebeZi ovaca kod istarskih ovaca i njezinih krizanaca. Rezultati
pokazuju da je frekvencija VRQ alela bila ekstremno niska $to ukazuje na to da u populaciji
istarske ovce postoji vrlo niska frekvencija genotipova visoko podloZnih bolesti grebez
ovaca.

Genetska raznolikost hrvatskih izvornih pasmina ovaca istrazivana je pomocu
razliitih markera. Tako su lvankovi¢ i sur. (2005) analizirali genetsku varijabilnost paske
ovce na sedam mikrosatelitnih markera i D-loop regije mitohondrijske DNA. Autori navode
veliku genetsku varijabilnost paske ovce i najvecu zastuplienost M i P mtDNA haplotipa.
Varijabilnost haplotipova mtDNA i Y kromosoma na devet izvornih hrvatskih pasmina ovaca
i muflonu proucavali su Ferencakovic i sur., (2012). Autori su analizom mtDNA utvrdili
homogeno majc€insko porijeklo uz dominaciju B halopgrupe kod ovaca i muflona, dok je
analiza Y kromosoma pokazala izuzetno velik broj haplotipova kod ovaca, a prisustvo samo
jednog haplotipa (HY-6) kod muflona.

Cinkulov i sur. (2007) promatrali su genetsku raznolikost balkanskih pramenki te
potvrdili da je istarska ovca geneticki drugacija od ostalih pramenki koriste¢i mikrosatelitne
markere, te su na temelju analize mitohondrijske DNA dokazali pripadnosti istarske ovce A
i B haplogrupi. Lawson Handley i sur. (2007) su istrazivali genetsku strukturu europskih
pasmina ovaca koriste€i 23 mikrosateltina lokusa, a u istraZivanje su ukljugili istarsku ovcu.
Kod istarske ovce utvrdena je najveCa opazena heterozigotnost, dok analizom glavnih
komponenti i strukture populacija je potvrdeno genetsko odvajanje istarske ovce od ostalih
europskih pasmina ovaca. Salamon i sur. (2012 i 2015) analizirali su Cetiri populacije ovaca
upotrebljavajuc¢i 23 mikrosatelithna markera s ciliem da objasne genetsku raznolikost i
strukturu istarskih ovaca analiziraju¢i dvije odvojene populacije istarske ovce (hrvatsku i
slovensku) koristec¢i kr€ku ovcu i licku pramenku kao outgrupe. Rezultati su pokazali veliku
genetsku raznolikost kr€ke ovce i istarske ovce dok usporedujuci dvije populacije istarske
ovce, manja i reproduktivno izolirana istarska ovca u Sloveniji je pokazala manju genetsku
raznolikost i ve¢u razinu inbridinga. Genetska diferenciranost licke pramenke, istarske ovce

i creske ovce takoder je potvrdena na 27 mikrosatelitnin markera u istrazivanju Salamon i
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sur. (2014) u kojem je takoder utvrdena najmanja genetska raznolikost licke pramenke i
rapske ovce, a najveca raznolikost paske i istarske ovce. Analiziran je utjecaj polimorfizama
MTNR1A gena na sezonu janjenja kod hrvatskih izvornih pasmina ovaca (Drzai¢, 2016;
Drzaic¢ i sur. 2016; Drzai¢ i sur., 2020). Autori su utvrdili visoku frekvenciju polimorfizama
MTNR1A gena u gotovo svih istrazivanih hrvatskih izvornih pasmina ovaca.

Novija istrazivanja temelje se na prou€avanju genetske raznolikosti hrvatskih
izvornih pasmina ovaca upotrebljavajucéi visoko rezolutne genomske markere poput
polimorfizama jednog nukleotida- SNP (Salamon i sur., 2018; Drzaic i sur., 2019; Drzaic i
sur., 2020; Ferenc€akovi¢ i sur., 2020; Lukic i sur., 2020; Ciani i sur.,2020; Shihabi i sur.,
2021; Shihabi i sur., 2022) ili sekvenci cijelog genoma ovaca (Deng i sur., 2020; Lv i sur.,
2021). Osim genomskih markera u procjeni genetskih parametara takoder se koriste i
informacije iz pedigrea (Kasap i sur., 2021; Spehar i sur., 2022).

U istrazivanju temeljenom na 50K SNP €ipu dalmatinska pramenka imala je najmaniji
koeficijent inbridinga i najveéu opazenu heterozigotnost u usporedbi s osam europskih
pasmina (Salamon i sur., 2018), a u analizi strukture populacija 18 europskih pasmina
ovaca kod dalmatinske pramenke je utvrdeno jasno odvajanje pasmine uz priblizavanje
ostalim balkanskim pramenkama (Drzaic i sur., 2019). Sedam hrvatskih izvornih pasmina
(dalmatinska pramenka, licka pramenka, istarska ovca, creska ovca, paska ovca, rapska
ovca i kr¢ka ovca) uklju€ene su u opsezno istrazivanje Ciani i sur. (2020) temeljeno na 50
K SNP Cipu kojim je utvrdeno da hrvatske izvorne pasmine se jednim dijelom preklapaju s
ostalim balkanskim pramenkama dok su jasno odvojene od ostalih pasmina u okruzenju.
Autori sugeriraju da balkanske pramenke zajedno s talijanskim ovcama predstavljaju
sredisSnju regiju Sirenja ovaca u ostatak Europe.

Koristeci visoko rezolutni SNP &ip (Infinium HD ovine) s ukupno dostupnih 606 000
markera analizirana je populacijska struktura osam hrvatskih izvornih pasmina ovaca,
grafiCki prikazani odnosi izmedu populacija (Drzaic i sur., 2020), odredene CNV (engl. copy
number variations) regije (FerenCakovi¢ i sur., 2020), identificirani signali selekcije na
autosomalnim kromosomima upotrebom d&etiri razliCita pristupa (Lukic i sur., 2020) te
identificirani signali selekcije specifiéni za X kromosom pomocu dvije metode (Shihabi i sur.,
2021, Shihabi i sur., 2022).

Sekvence cijelih genoma paske ovce i dalmatinske pramenke koriStene su u
analiziranju raznolikosti Y kromosoma na globalnoj razini, rekonstrukciji migracijskih ruta
ovaca i na€inima ov€arenja u proslosti (Deng i sur., 2020). Iste jedinke koristene su u analizi
genetske raznolikosti svjetskih pasmina ovaca, proucCavanju introgresije divljih srodnika
ovaca u domace ovce i identifikaciji gena povezanih s vaznim osobinama ovaca za

sto€arsku proizvodnju (Lv i sur., 2021).
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Upotrebom pedigre analiza procijenjena je efektivna veli€ina populacije istarske
ovce kao i povezanost stada (Kasap i sur., 2021) te odredena genetska varijabilnost,
procijenjeni genetski parametri za koli€¢inu mlijeka, udio masti i proteina, te procijenjen

utjecaj inbridinga na spomenuta svojstva kod istarske ovce (Spehar i sur., 2022).

2.4. Domestikacija ovaca

Prije 11 000 godina na podrucju Bliskog Istoka pocele su se domesticirati biljke §to
je ljudima omogucilo prelazak s lovacko-sakupljatkog nacina zivota na poljodjelski nacin
Zivota. Posljedi¢no tome dogodila se domestikacija Zivotinja. Medu prvim domesticiranim
Zivotinjama bile su ovce, Cija se domestikacija odvijala na podruéju Plodnog polumjeseca
prije 10 000 godina. Sirenjem neolitske kulture, ovce su zajedno s ljudima osvajale nove
teritorije pa se tako vjeruje da su na podrucje danasnje Hrvatske do3le prije 8 000 — 9 000
godina (Zeder, 2008), slika 5.

Domesticirane Zivotinje slijedile su dva glavna puta Sirenja u Europu, I) mediteranski
put i 1) dunavski put (Gkiasta i sur., 2003). Domestikacija je utjecala na promjene u
pona$aniju, fenotipu i genotipu ovaca nad kojima se provodila selekcija odabranih svojstva
poput boje i kvalitete vune, proizvodnje mlijeka i mesa. Tisu¢e godina selekcije dovelo je

do velike fenotipske raznolikosti unutar vrste (Larson i Fuller, 2014).

Slika 5. Mjesto domestikacije i put Sirenja ovaca iz podrucja Plodnog polumjeseca; izvor:
Zeder, 2008

2.5. Ov¢arstvo u Hrvatskoj

Ovcarstvo je na podru¢ju Republike Hrvatske oduvijek imalo zna€ajnu ulogu u
poljoprivredi, pogotovo na podrucju Dalmacije. Defilipis (1966) navodi da su prvi stanovnici
Dalmacije bili lliri te da ime Dalmacija potjeCe upravo od ilirske rije€i dalma $to oznaCava
ovcu. Prvi pisani podaci o sto€arstvu u Dalmaciji potje€u iz 1781. godine kada je zabiljezeno
da se na podru¢ju Dalmacije uzgaja ukupno 1 022 658 ovaca i koza. Godine 1808. u

Dalmaciji je zabiljezen najveéi broj ovaca po stanovniku na podrucju cijele Europe kada se
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uzgajalo 1 105 078 ovaca (Defilipis, 1966).Tijekom godina pod utjecajem kulturno -
ekonomskih uvjeta i strukture poljoprivredne proizvodnje pocele su se formirati zasebne
pasmine. Takoder, stoCari su poceli uvoziti strane pasmine ovaca kako bi poboljsali
proizvodnju svojih ovaca (Miti¢, 1987). Tako su ve¢ 1848. godine poceli uvoziti merino
ovnove radi pobolj$anja svojstava vune (Defilipis, 1966). Ovnovi merino pasmina uvazani
su u joS nekoliko navrata, a 1942. godine uvezeno je 1 250 jedinki oplemenjene njemacke
ovce. Nesistematiziranim krizanjem domacih pasmina ovaca s uvezenim ovcama doslo je
do stvaranja novih populacija koje su se pocele razlikovati po svojim morfolodkim i
fiziolo8kim osobinama, a specifiéne su za odredene mikroregije Dalmacije (Miti¢, 1987).

Od 1808. godine kada smo imali najveci broj ovaca po stanovniku na podrucju Europe broj
ovaca je bio u konstantnom opadanju sve do posljednjih nekoliko godina. Tako je 1939.
zabiljezeno 827 982 ovaca, 1969. godine 664 988 ovaca, 1998. godine 427 000. U
Hrvatskoj se 2020. godine ukupno uzgajalo priblizno 613 000 jedinki (48 923 uzgojno

valjanih grla) i 18 razli€itih pasmina ovaca.

2.6. Pasmine ovaca

Pasmine ovaca se dijele u kategorije prema razli¢itim svojstvima, a jedna od mnogih
podjela je na oplemenjene i izvorne pasmine (Mio¢ i sur., 2007). U Hrvatskoj postoji devet
izvornih pasmina ovaca: istarska ovca, creska ovca, rapska ovca, kréka ovca, paska ovca,
dalmatinska pramenka, licka pramenka, cigaja i dubrovacka ovca koje €ine 75% ukupnog
broja ovaca u Republici Hrvatskoj (Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu, 2021).
Hrvatske izvorne pasmine ovaca pripadaju pramenka tipu ili su nastale na osnovi pramenka

tipa ovaca.

2.6.1. Pramenka

Pojam pramenka se najveéim dijelom odnosi na izvorne ovce s podrucja jugoistoéne
Europe — Balkana. Osim na podru¢ju Balkana nastanjuje razliCite dijelove svijeta. Poznata
je jo§ pod nazivima ,zackel“ (centralna Europa), ,tzurcana“ (Poljska, Rumunjska) i
,valachian (Gr¢ka). Karakterizira ju otvoreno runo s dugackim i Siljastim pramenovima
vec¢inom sastavljeno od grubih vlakana (Miti¢, 1987). Pramenka €ini grupu primitivnih nisko
proizvodnih ovaca koje su prilagodene oStrim i oskudnim uvjetima hranidbe i drzanja.
Takoder, vrlo je otporna i izdrzljiva ovca. Unutar pojma pramenka postoje razliCite
pasmine/sojevi koje se medusobno osim po svojoj prilagodenosti na mikroklimatske uvjete,
koji se jako razlikuju od mjesta uzgoja, razlikuju i u veli€ini te boji i kvaliteti vune. No sve

pasmine imaju karakteristi¢na fenotipska obiljezja (glava, donji dio trbuha i noge su obrasli
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dlakom, ovnovi su rogati dok su ovce uglavnom Sute, snazne noge s jakim kostima i ¢vrstim
papcima, kombinirana proizvodna svojstva). Pramenka se moze podijeliti na pasmine s
grubom vunom i pasmine s rudom vunom (Miti¢, 1987).

Sve hrvatske izvorne pasmine uzgajaju se u ekstenzivnom sustavu i prilagodene su na
razliCite mikroklimatske uvjete mjesta uzgoja. Dalje u poglavlju bit ¢e opisane hrvatske

izvorne pasmine koristene u izradi ovog doktorskog rada.

2.6.2. Kréka ovca

Kréka ovca nastala je oplemenjivanjem lokalnih ovaca otoka Krka s uvezenim
merino ovcama. Toc¢no vrijeme nastanka pasmine je nepoznato, no prvi zapisi o pasmini
datiraju jo$ od 17. stoljeca kada se u venecijanskim izvjeS¢ima spominje da se na otoku
Krku uzgaja ukupno 34 740 grla sitne stoke. ZabiljeZeno je da je na otoku Krku proveden

proces merinizacije 1939. godine (Bara¢ i sur., 2011).

Slika 6. Kréka ovca

Krcka ovca je prilagodljiva, otporna, skromna ovca manjeg tjelesnog okvira, mase
oko 35 kg, slika 6. Pripada skupini ovaca kombiniranih proizvodnih svojstava s naglaskom
na meso. Vuna je kod vecine zivotinja bijele boje poluzatvorenog tipa iako postoje i jedinke
sa smedim, sivim i crnim runom. Trbuh i doniji dijelovi nogu nisu obrasli vunom, veé gustom
dlakom (Mio€ i sur., 2007).

15



Broj kr&kih ovaca je drasti¢no pao s 580 grla koliko ih je bilo zabiljezeno 2019.
godine na 186 uzgojno valjanih grla (164 ovce, 20 Siljezica i 2 ovna) u 2020. godini. Kréke
ovce se uzgajaju na Cetiri gospodarstva (Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu, 2021).

Procijenjena ukupna populacija kr€ke ovce iznosi 18 000 grla.

2.6.3. Rapska ovca

Izvorna hrvatska ovca koja je nastala i uzgaja se isklju€ivo na otoku Rabu je rapska
ovca. lako se prema fenotipskim odlikama runa smatra da su u formiranju pasmine utjecaj
imale merino ovce, o tome ne postoje zapisi. Danasnji uzgoj predstavljen je starim oto¢nim
tipom ovce te se smatra da desetlje¢ima nije bilo genetskih upliva drugih pasmina. Pasminu
obiljezava otpornost, skromnost i prilagodljivost na krSevite terene pa od tuda i lokalni naziv

Skraparica (Barac i sur.,2006).

Slika 7. Rapska ovca

Pripada skupini ovaca kombiniranih proizvodnih osobina s naglaskom na meso.
Rapska ovca je sitna, skladno gradena i izdrZljiva ovca tjelesne mase izmedu 30 i 45 kg,
slika 7. Tijelo je obraslo poluzatvorenim naj¢esce bijelim runom iako su prisutna i smeda i

crna grla, dok su noge i trbuh obrasli gustom dlakom (Mio€ i sur., 2007).
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Rapska ovca se uzgaja na 13 gospodarstava, a broj uzgojno valjanih Zivotinja se
smanjuje. U 2020. godini ukupno je zabiljezeno 409 uzgojno valjanih zivotinja (342 ovce,
63 Siljezice i 4 ovna) dok se ukupna populacija procjenjuje na 6 500 grla (Hrvatska agencija

za poljoprivredu i hranu, 2021).

2.6.4. Creska ovca

To&nih podataka o podrijetlu creske ovce nema. Prvi zapisi o creskoj ovci datiraju iz
1332. godine gdje se ovCarstvo spominje kao vazna gospodarska grana na otoku Cresu
(Baracisur., 2011). Posavi i sur. (2002) spominju da je izmedu dva svjetska rata provedeno
krizanje creske ovce s karakul ovnovima, a s namjerom proizvodnije krzna. Takoder, navode
kako su nakon drugog svjetskog rata lokalne izvorne ovce krizane s merino ovnovima

pasmine gentile di puglia no krizanci se nisu Koristili u daljnjem uzgoju.

Slika 8. Creska ovca

Creska ovca se danas uzgaja na otocima Cresu i LoSinju. Creska ovca manjeg je
tielesnog okvira tielesne mase oko 45 kg, skladne grade, slika 8. Tijelo joj je prekriveno
poluzatvorenim runom bijele boje dok su noge i trbuh prekriveni dlakom (Mio€ i sur., 2007).
Fino¢a runskog vlakna iznosi 28,73 uym kod ovaca i 31,68 um kod ovnova te pripada u
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oplemenjene ovce najfinije vune (Miti¢, 1987). Creska ovca se uzgaja na pet gospodarstava
i u 2020. godini je imala 979 uzgojno valjanih zivotinja (744 ovaca, 233 Siljezica, 3 ovna).
Procijenjena veliina populacije je 15 000 grla (Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu,
2021).

2.6.5. Paska ovca

Paska ovca nastala je krizanjem izvorne oto¢ke pasmine i merino ovnova negretti i
bergamo pasmine (Jardas, 1951). Osim tih pasmina spominje se i utjecaj pasmine gentile
di puglia, no dokazi o njihovom utjecaju ne postoje. Rad na genetickom poboljSanju paske
ovce pocCeo je 1870. godine osnivanjem druStva za unapredenje ovCarstva ,Gregge
Modella“ (Pavlini¢, 1936). U drugoj polovini 20. stoljeca bilo je pokuSaja oplemenjivanja
paske ovce sa sardom i awassi pasminom radi povec¢anja mlije¢nosti, no okoliSni uvjeti nisu
dozvolili zadrzavanje tih pasmina u genotipu paske ovce (Horvath, 1996). Paska ovca je
prvenstveno namijenjena proizvodnji mlijeka. Najvazniji proizvodi su svjetski poznati paski
sir i paska janjetina.

Tijelo paske ovce prekriveno je zatvorenim do poluzatvorenim runom bijele boje,
dok su trbuh i noge prekriveni dlakom s prisutnim pjegama razli€ite veli€ine i boje (slika 9.),

(Mio€ i sur., 2007). Tjelesna masa ovaca je oko 45 kg (Bara¢ i sur., 2008).

Slika 9. Paska ovca

Paska ovca je jedna od hrvatskih brojniji izvornih pasmina. U 2020. godini imala je

4 493 uzgojno valjanih grla (4 178 ovaca, 235 Siljezica, 80 ovnova) rasprostranjenih na 34
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gospodarstva. Uzgaja se na istoimenom otoku Pagu te u zaledu Zadra. Procjenjuje se da

je ukupna veli¢ina populacije paske ovce 30 000 grla.

2.6.6. Istarska ovca

Istarska se ovca uzgaja iskljuCivo na istarskom poluotoku. Dokazi o porijekiu
istarske ovce ne postoje, no smatra se da je nastala na temelju sjeverno - talijanskih
pasmina, prvenstveno bergamo ovce. Prema zapisu Putinja (2005) po nalogu carice Marije
Terezije, a u svrhu oplemenjivanja izvornih istarskih ovaca, 1771. godine uvezeni su ovnovi
pasmina gentile di puglia, southdown, merinolandschaf, bergamo, merino i drugi. Od druge
polovine 19. stolje¢a nisu uvazane druge pasmine ovaca (Mio€ i sur., 2012).

Po svom izgledu jako se razlikuje od ostalih hrvatski izvornih pasmina ovaca (slika
10). Prepoznatljiva je po konveksnom nosnom profilu, crno bijeloj boji vune i dlake te
razvijenim rogovima. Istarska ovca je veceg tjelesnog okvira i doseze tjelesnu masu od 70
kg u prosjeku, slika 10. Pripada prema proizvodnom tipu u skupinu mlije¢nih ovaca te je
najmljecnija hrvatska izvorna pasmina ovaca. Prosje¢no proizvede 135 — 145 litara mlijeka

u periodu trajanja laktacije (6 — 8 mjeseci).

Slika 10. Istarska ovca

Istarska ovca uz dubrovacku ovcu je jedina hrvatska izvorna pasmina Cija su sva

grla obuhvacéena uzgojno — selekcijskim radom. Njezin broj je kroz godine varirao te je u
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jednom trenutku toliko pao da je bila kriti€no ugrozena pasmina (Mio€ i sur., 2012). Danas
istarska ovca ima 1 302 uzgojno valjane zivotinje (1 087 ovaca, 176 Siljezica, 39 ovnova)

koje se uzgajaju na 14 gospodarstava.

2.6.7. LiCka pramenka

Licka pramenka nastala je na planinskim predjelima Like i Gorskog kotara. Pasmina
je posebno prilagodena ostrim zimama i susnim ljetima. Tijekom povijesti zabiljeZeni su
konstantni poku$aji oplemenijivanja, najprije ovnovima dubskog i privorskog soja pramenke
(Miti¢, 1987), a kasnije i europskim mesnim pasminama ille de france i merinolandschaf te
nekim australskim pasminama. Tijelo licke pramenke je prekriveno otvorenim, bijelim runom
sastavljenim od Siljastih i biCastih pramenova, dok su glava, noge i trbuh prekriveni kratkom
dlakom obi¢no tamnije boje, slika 11. Licka pramenka je ovca srednje veli¢ine sa skladnim

i Gvrstim okvirom tjelesne mase oko 50 kg (Mio¢€ i sur., 2007).

Slika 11. Li¢ka pramenka; izvor: Brajkovic¢ V.

Licka pramenka c¢ini ukupno 29,96% ukupne uzgojno valjane populacije svih
izvornih ovaca Republike Hrvatske Sto je €ini pasminom s najveéim brojem jedinki
obuhvaéenih uzgojnim programom. Procijenjena veli¢ina populacije je 30 000 jedinki, dok

je 14 655 uzgojno valjanih jedinki (11 962 ovaca, 2 289 Siljezica, 404 ovnova), (Hrvatska
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agencija za poljoprivredu i hranu, 2021). Jedina je izvorna pasmina koja je zabiljezila porast

broja uzgojno valjanih jedinki u odnosu na prethodnu godinu.

2.6.8. Dalmatinska pramenka

Dalmatinska pramenka obuhvaéa izvorne ovce koje se uzgajaju na podrucju
Velebita, Dinare, Svilaje, KameSnice, Biokova, Dalmatinske zagore, Ravnih kotara,
Cetinjske kraijne te na nekim otocima (MioC i sur., 2007). Obzirom da je pasmina tek
odnedavno definirana ne postoje zapisi 0 nastanku pasmine. Pretpostavlja se da je
formiranje pasmine u uskoj vezi s ostalim pramenkama koje se uzgajaju na Balkanskom
poluotoku (Rako, 1942). Dalmatinska pramenka je sitha ovca snazne konstitucije. lako
kombiniranih proizvodnih svojstava koristi se pretezno za proizvodnju mesa, slika 12. Tijelo
joj je prekriveno otvorenim najceSc¢e bijelim runom. Glava je kao i noge naj¢eS¢e crno
pigmentirana iako postoje i grla s bijelom glavom (Mio€ i sur., 2007).

Dalmatinska pramenka je najbrojnija izvorna pasmina s procijenjenom veli¢inom populacije
od 280 000 jedinki. Ukupno ima 11 734 uzgojno valjanih grla (10 011 ovaca, 1 511 Siljezica,
212 ovnova), (Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu, 2021.).

Slika 12. Dalmatinska pramenka
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2.6.9. Dubrovacka ovca — ruda

Mijesto i vrijeme nastanka dubrovacke ovce nije poznato no pretpostavlja se da je
nastala krizanjem izvornih pramenki s merino pasminom jo$ za vrijeme Dubrovacke
republike (Mio¢€ i sur., 2007). Dubrovacka ovca se uzgaja na uskom pojasu jadranske obale
od poluotoka PeljeSca do granice s Crnom Gorom, a najvise na podrucju Imotice i u
Konavlima (Bara¢ i sur., 2011).

Dubrovacka ovca je srednje razvijena i skladno gradena ovca tezine oko 50 kg. Tijelo joj je
prekriveno zatvorenim do poluzatvorenim runom bijele boje, a glava, trbuh i noge gustom
dlakom (Mio€ i sur 2007), slika 13.

Za vrijeme Domovinskog rata i okupacije Dubrovacko — neretvanske zupanije broj grla se
drastiéno smanjio te je pasmina gotovo nestala. Zajedni¢kim radom nekoliko institucija
pasmina je 2005. — 2006. godine revitalizirana, ali je i dalje naSa najugroZenija pasmina
(Baracisur., 2011). Trenutno broji 1 285 uzgojno valjanih jedinki (1 027 ovaca, 209 Siljezica,
49 ovnova) koje su sve obuhvacene uzgojno — selekcijskim radom (Hrvatska agencija za

poljoprivredu i hranu, 2021).

Slika 13. DubrovaCka ovca — ruda; izvor: Hrvatski savez uzgajivata ovaca i koza
(http://www.ovce-koze.hr/ovcarstvo-kozarstvo/ovcarstvo-i-kozarstvo-u-
rh/ovcarstvo-i-kozarstvo-u-rh/pasmine-ovaca/dubrovacka-ovca-ruda/;  pristup:
25.02.2022))
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2.6.10. Europski muflon (Ovis musimon)

Europski muflon je divlji izvorni oblik ovce, slika 14. Smatra se da je na podrucje
Sardinije i Korzike doSao prije 7 000 godina. U svom divliem obliku i danas zivi na tim
otocima dok je u ostatak Europe introduciran. Muflon je u Hrvatsku uvezen 1900. godine
na podru¢je Novog Marofa (Krapinec, 2001), no ta je populacija istrebljenja. Druga
introdukcija muflona dogodila se 1908. godine na otok Brijune. Od tada je muflon
konstantno prisutan na teritoriju Hrvatske. Danas muflon naseljava brojne Jadranske otoke
(Brijuni, Cres, Losinj, Rab, Dugi Otok, Bra&, Hvar) kao i kopnene dijelove Hrvatske (Ku$ac
i Krapinec, 2010).

Na temelju analize sekvence cijelog genoma procjenjuje se da se razdvajanje O. musimona

i O. ariesa dogodilo prije 7,6 milijuna godina (Su i sur., 2020).

Slika 14. Muflon; izvor: Rab Arheological Traces (https://morski.hr/2020/06/08/rab-muzej-
na-otvorenom-i-40-km-staza-kroz-netaknutu-prirodu/; pristup: 25.02.2022)
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. BioloSki materijal

Istrazivanje je provedeno na ukupno 220 uzoraka od ¢ega je 210 uzorka ovaca i 10
uzoraka muflona. Jedinke su birane na nacin da uzorak bude Sto reprezentativniji za
populaciju kojoj pripada. Gdje je bilo moguée izabirane su jedinke iz $to viSe razlicitih stada,
sa Sto veteg uzgojnog podrucja. Osam pasmina pripadalo je hrvatskim izvornim
pasminama: creska ovca (20 jedinki), dalmatinska pramenka (26 jedinki), dubrovacka ovca
(26 jedinki), istarska ovca (25 jedinki), krécka ovca (20 jedinki), licka pramenka (20 jedinki),
paska ovca (45 jedinki), rapska ovca (20 jedinki). Jedna pasmina pripadala je izvornoj

makedonskoj pramenki (8 jedinki), (Tablica 1).

Tablica 1. Broj uzoraka i lokacija po pasmini

Porijeklo pasmine Ime pasmine Oznaka N jedinki Uzorak N stada
Hrvatska creska ovca CIS 20 tkivo 5
Hrvatska dalmatinska pramenka DPS 26 krv/tkivo 18
Hrvatska dubrovacka ovca DRS 26 krv/tkivo 17
Hrvatska istarska ovca ISS 25 krv/tkivo 8
Hrvatska kréka ovca KIS 20 tkivo 3
Hrvatska licka pramenka LPS 20 tkivo 20
Hrvatska paska ovca PIS 45 krv/tkivo 16
Hrvatska rapska ovca RIS 20 tkivo 17
Hrvatska muflon EMC 10 tkivo 1
S. Makedonija makedonska pramenka  NMS 8 tkivo 1

Prikupljanje uzoraka krvi i tkiva provedena su na podru€ju Republike Hrvatske i
Sjeverne Makedonije u uzgojnim podrugjima pojedinih pasmina na ukupno 106
gospodarstava. Krv je uzimana iz jugularne vene (vena jungularis) u koli€ini od 7 ml u
epruvete s EDTA puferom (etilendiaminotetraoctena kiselina) i Cuvana do izolacije DNA u
zamrzivaCu na temperaturi od —86 °C. Tkivo je uzimano s uha, Allflex TSU aplikatorom
(Alliflex, France, Slika 15.) i spremano u pripadajuce bocice s konzervansom te do analiza

c¢uvano na sobnoj temperaturi.
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Slika 15. Sustav za uzimanje uzoraka tkiva uha Zivotinje

Broj prikupljenih uzoraka, tip prikupljenog uzorka te broj lokacija po pojedinim

pasminama prikazani su u tablici 1. i na slici 16. Lokacija, spol te geografske koordinate

svake jedinke prikazani su prilogu 1.

na

E
g7

Geografska

46.0°N

45.5°N

45.0°N

44.5°N A

44.0°N A

43.5°N+

43.0°N

200 km

L

42.5°N

14°E

15°E

Geografska duzina

16°E

17°E

18°E

Creska ovca
Dalmatinska pramenka
Dubrovacka ovca
Istarska ovca

Krcka ovca

Licka pramenka

Paska ovca

Rapska ovca

Muflon

Slika 16. Karta mjesta uzorkovanja hrvatskih izvornih pasmina ovaca
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3.2. Dodatni uzorci

Osim materijala prikuplienih na gospodarstvima u Republici Hrvatskoj i Sjevernoj
Makedoniji u ovom istrazivanju koristeno je 359 genotipova prikupljenih iz rada Cao i sur.

(2020) te s javno dostupnih baza podataka (Dryad — www.datadryad.org). Sest pasmina

preuzeto je iz rada Cao i sur.(2020): altamurana (15 jedinki), lecese (15 jedinki), karpatska
planinska ovca (13 jedinki), pramenka (Srbija; 13 jedinki), sumavska ovca (7 jedinki),
valachian (7 jedinki). Cetrnaest pasmina je preuzeto s javno dostupnih baza: churra ovca
(15 jedinki), blanche du massif central (20 jedinki), causse du lot (20 jedinki), corse (16
jedinki), lacaune - mlijecni tip (36 jedinki), lacaune - mesni tip (34 jedinke), limousine (18
jedinki), australski merino (18 jedinki), mourerous (16 jedinki), manech téte rouge (25
jedinki), noire du velay (19 jedinki), préalpes du sud (17 jedinki), rava (20 jedinki),
tarasconnaise (15 jedinki). Broj uzoraka, porijeklo pasmine, lokacija uzorka i izvor genotipa
dodatnih uzoraka prikazani su u prilogu 2.

3.3. Ekstrakcija DNA

Iz prikupljenih uzoraka krvi i tkiva izolirana je genomska deoksiribonukleinska
kiselina (DNA) koristenjem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Germany), slika 17. Prije
pocetka postupka izolacije DNA pripremljene su otopine potrebne u postupku izolacije: 98
ml koncentrata otopine za ispiranje DNA (AW1) razrijeden je sa 130 ml 96% etanola, dok
je 66 ml koncentrata otopine za ispiranje DNA (AW2) razrijedeno sa 160 ml 96% etanola.
Prije poCetka procesa ekstrakcije inkubator s opcijom tresenja je prethodno zagrijan na 56

°C. DNA ekstrakcija je provedena prema uputama proizvodaca.

Slika 17. Sadrzaj kita za izolaciju DNA iz krvi i tkiva
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3.3.1. Postupak ekstrakcije DNA iz krvi

1.

Priprema uzorka krvi za ekstrakciju

Uzorci krvi su odmrznuti na sobnoj temperaturi i lagano promijesani.

Razgradnja stanicne stijenke

U 1.5 ml epruvetu stavljeno je 20 ul proteinaze K i 200 pl krvi.

Nakon toga dodano je 200 pl AL pufera. Sadrzaj je vorteksiran 15 s te stavljen inkubirati
na 56 °C 10 min uz trednju od 500 rpm-a na uredaju Thermo Shaker TS-100.
Priprema za vezanje DNA na kolone

Nakon inkubacije u epruvetu je dodano 200 ul 96% etanola te je sadrzaj vorteksiran 15
S.

Vezanje DNA na kolone

U ovom koraku sadrzaj iz 1.5 ml epruvete je prebacen u tubice s kolonama od 2 mL
(DNeasy Mini spin column), a zatim su tubice centrifugirane u trajanju od 1 min na 8
000 rpm-a. Tekucéi sadrzaj koji je prodao kroz kolone je bacen i kolone su stavljene u
nove tubice.

Prvi korak pro¢iS¢avanja DNA

Na kolone je dodano 500 pyl AW1 pufera, a zatim su tubice centrifugirane u trajanju od
1 min na 8 000 rpm-a. Tekuéi sadrzaj koji je proSao kroz kolone je bacen i kolone su
stavljene u nove tubice.

Drugi korak prociséavanja DNA

Na kolone je dodano 500 ul AW2 pufera, a zatim su tubice centrifugirane u trajanju od
3 min na 14 000 rpm-a. Tekuci sadrzaj koji je proSao kroz kolone je bacen i kolone su
vracene u tubice.

Priprema za otapanje DNA

Kako bi se kolone §to bolje osusile i etanol ishlapio provelo se dodatno centrifugiranje
u trajanju od 1 min na 14 000 rpm-a.

Otapanje DNA

Kolone su prebacene u nove 1.5 ml epruvete i u sredinu kolone je dodano 200 ul AE
pufera. Uzorci su potom inkubirani 3 min na sobnoj temperaturi pa centrifugirani u
trajanju od 1 min na 8 000 rpm-a. Tekuci sadrzaj koji je prosao je ekstrahirana DNA i

on se sprema, a kolone se bacaju.

3.3.2. Postupak ekstrakcije DNA iz tkiva

1.

Priprema uzorka tkiva za ekstrakciju
Za ekstrakciju DNA iz tkiva potrebni su nam dezinficirani skalpel, podloga za rezanje,

pinceta i Skare. TSU bocice su se Skarama otvorile i iz njih se pincetom izvadilo
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uzorkovano tkivo. Tkivo se rezalo skalpelom na Sto sitnije komade i prebacilo u 1.5 ml
epruvete. Nakon pripreme svakog uzorka koristeni pribor se dezinficirao.

2. Razgradnja stani¢ne stjenke
U 1.5 ml epruvetu s uzorkom dodalo se 20 pl proteinaze K i 200 pl AL pufera. Sadrzaj
je vorteksiran 15 s te stavljen inkubirati na 56 °C, 3 h ili dok se tkivo ne razgradi, uz
treSnju od 500 rpm-a na uredaju Thermo Shaker TS-100.
Daljnji koraci ekstrakcije DNA iz tkiva bili su identi€ni onima opisanim u postupku
ekstrakcije DNA iz Kkrvi.

3.4. Provjera kvalitete i kvantitete DNA

Kontrola uspje$nosti ekstrakcije DNA izvrSena je na 1% agaroznom gelu pomocu
gel elektroforeze, slika 18. Za izradu gela koriSten je 1 g agaroze i 100 mL 1x TBE pufera
(0,5 M Tris baza, 0,5 M borna kiselina, 10 mM EDTA), zagrijanih do to¢ke vrenja u koje je
nakon hladenja gela na 60 °C dodano 13 pL etidijevog bromida. Kako bi se DNA fiksirala u
jazice na gelu, 5 yl DNA pomijeSano je s 2 uyl metil-orange boje te je takva DNA aplicirana

na gel. Elektroforeza je trajala 40 min na 130 V.

Slika 18. Sustav za gel elektroforezu

Vizualizacija je provedena pomocu etidij bromida (EtBr) osvjetljavanjem gela
ultraljubi¢astim (UV) svjetlom na UV transiluminatoru (Biorad, slika 18.) i uredaju za
snimanje gela UVItech explorer Version 15.01.c (UVItec Ltd., Cambridge, UK) (Slika 19.).
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I 1

Slika 19. Uredaj za snimanje gela UVItech explorer Version 15.01

Kvantiteta i Cisto¢a ekstrahirane DNA je odredena uredajem NanoPhotometer P330
Spektrofotometer (IMPLEN, Njemacka) (Slika 20).

Slika 20. NanoPhotometer P330 Spektrofotometer
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Koli¢ina DNA od 1 pl je bila dovoljna za mjerenje koncentracije u jedinicama ul/ng.
Cistoéa DNA je odredena omjerom apsorbancije pri valnim duljinama 260nm i 280nm
(A260/A280) pri Cemu se smatra da ako je omjer apsorbancija (A260/A280) unutar raspona
od 1,8 do 2 da je DNA ¢Cista. Ukoliko je DNA kontaminirana ostacima proteina i fenola, omjer
apsorbancija (A260/A280) je manji od 1,8, dok kod kontaminacije s RNA omjer apsorbancija
(A260/A280) je veci od 2.

3.5. Odredivanje genotipova i kontrola kvalitete

Odredivanje polimorfizama jednog nukleotida izvedeno je u laboratoriju GeneSeek,
Neogene Genomics, Velika Britanija pomoc¢u lllumina Infinium® OvineHD SNP ¢ipa koji
sadrzi 606 000 markera, slika 14. Nakon genotipiziranja rezultati su bili podijeljeni u ukupno
4 Illumina final reporta (96 jedinki, 24 jedinki, 94 jedinki, 6 jedniki). Spajanje setova i kontrola
kvalitete je provedena pomocéu programa SNP & Variation Suite v8.7.0 (Golden Helix, Inc.,
Bozeman, MT, www.goldenhelix.com). Prilikom uvoza genotipova u SVS program
odabrano je ,TOP* Citanje SNP-ova kako bi se $to lak$e kasnije mogli spoijiti s genotipovima
preuzetih s javno dostupnih baza padataka. Svi SNP-ovi koji su imali stopu odaziva
(GenCall score) manju od 0,8 izostavljeni su iz daljnjih analiza. Nakon toga setovi s
genotipovima hrvatskih izvornih ovaca su mapirani na mapu ov¢jeg genoma Oar4.0. Zatim
su spojeni i provedena je kontrola kvalitete na nacin da su SNP-ovi bez pozicija i SNP-ovi
pozicionirani na spolnim kromosomima i mitohondrijskoj DNA odbaceni. Takoder, iz daljnjih
analiza isklju€eni su SNP-ovi kod kojih je nedostajalo vise od 10% genotipova, zatim jedinke
kojima je nedostajalo viSe od 5% SNP-ova. Dobiveni rezultati pretvoreni su u .ped i .map
datoteke koje su se koristile za daljnje analize te su nazvani hrvatski set.

Set podataka hrvatskih izvornih ovaca spojen je sa setom dostupnih genotipova
europskih ovaca na nacin da je prvo provjerena podudarnost u €itanju, zatim su genotipovi
europskih ovaca mapirani na mapu Oar4.0 te su na kraju spojeni s genotipovima hrvatskih
izvornih ovaca gdje su svi SNP-ovi koji se nisu nalazili u oba seta podataka izbaceni. Nakon
spajanja provedena je kontrola kvalitete na isti na€in kao za genotipove hrvatskih ovaca.
Dobiveni rezultati pretvoreni su u .ped i .map datoteke koje su se koristile za daljnje analize,

a nazvani su europski set.

3.6. Genetska raznolikost hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Kako bi procijenili genetsku raznolikost i povezanost hrvatskih izvornih pasmina
ovaca izraCunata je opaZena heterozigotnost (H,), oCekivana heterozigotnost (He), i
inbriding koeficijent (Fis) koriste¢i PLINK v1.9 softver, te Fst izmedu pasmina koriste¢i SNP

& Variation Suite v8.7.0 (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, www.goldenhelix.com). Kako bi



procijenili genetsku specifi€nost hrvatskih izvornih pasmina ovaca u odnosu na europske
pasmine, hrvatske pasmine ovaca su tretirane kao jedna metapopulacija, a europske
pasmine kao druga metapopulacija. Izmedu njih je izraCunat Fst za svaki SNP koristeéi

SNP & Variation Suite v8.7.0 (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, www.goldenhelix.com)

3.7. Analiza strukture hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Analiza glavnih komponenti (PCA, engl. Principal Component Analysis) provedena
je na oba seta podataka — hrvatskom i europskom. PCA analiza provedena je u programu
R paketom ,SNPRelate (Zheng i sur., 2012) za svaki set posebno te je vizualizirana

pomocu paketa ,ggplot”.

Filogenetski odnosi analizirani su koristenjem mreze Neighbor-Net temeljene na Nei
genetskim udaljenostima (Nei, 1978) pomocu softvera SplitsTree4 (Huson i Bryant, 2006).
Nei genetske udaljenosti izracunate su u R programu pomocu ,.stAMPP* paketa (Pembleton
i sur., 2013).

Za ispitivanje strukture populacije iz genotipskih podataka koristena je metoda
grupiranja utemeljena na modelu STRUCTURE (Pritchard i sur., 2000). Odredivanje
najboljeg broja pretpostavljenih klastera (oznacen s K) izvedeno je pomoéu programa R i
paketa ,pophelper” (Francis, 2017). Vizualizacija rezultata izvedena je koristenjem web-
alata CLUMPAK (Kopelman i sur., 2015). Podaci SNP ¢ipa koriSteni su za ispitivanje
strukture populacije oba seta podataka.

Set podataka s hrvatskim pasminama ovaca prorijeden je metodom pruninga
veli€ine prozora 50, veli€ine koraka 5 i svih parova (r2, engl. pairwise) koji imaju LD od 0,1.
Europski set podataka je takoder prorijeden na isti nacin kao i hrvatski set. Koristen je model
s pretpostavkom primjene i koreliranim frekvencijama alela za sva izvrSenja STRUCTURE
programa, sa sagorijevanjem (engl. burn-in) od 10* iteracija, nakon ¢ega slijedi 10> MCMC
iteracija. Proces se ponavljao 10 puta za svaku vrijednost K koja se, ovisno o setu, kretala

od 1 do 10 za hrvatski, te od 1 do 30 za europski set podataka.

Odredivanje odnosa izmedu populacija i uzoraka migracija izmedu populacija
napravljeno je stablom maksimalnih vjerojatnosti koriStenjem softvera Treemix (Pickrell i
Pritchard, 2012). Program Kkoristi alelne frekvencije kako bi utvrdio odnose izmedu
populacija konstruiranjem stabla. Stablo omoguéava modeliranje razilazenja populacija kao
kod tradicionalnih metoda prikaza stabla, no dodaje vrijednost indicirajuéi kretanje gena
izmedu populacija. Stablo je ukorijenjeno na muflonu (Ovis musimon), divllem srodniku

ovaca. Prvo je izgradeno stablo maksimalne vjerojatnosti populacija bez migracija. Zatim je
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izgradena filogenetska mreza za sve odabrane populacije, povecéavajuéi na taj nacin
dogadaje migracija do 15 migracija. Prilikom racunanja koristeni su sljede¢i parametri: -
global, -se, -bootstrap, -k 1000. Zaostaci od odgovaraju¢ih modela prema podacima
vizualizirani su pomocu R skripte implementirane u Treemix softveru. Prilikom izraCuna

koristena su oba seta podataka.

3.8. Procjena konzervacijskog statusa hrvatskih izvornih pasmina

ovaca

Za procjenu konzervacijskog statusa populacija pomoc¢u genotipskih podataka
koriste se inbriding i efektivna veli€ina populacija.

Inbriding iz genomskih podataka racunao se pomoéu homozigotnih regija (ROH,
engl. Runs Of Homzygosity). Homozigotne regije identificirane su za svaku jedinku zasebno
koriste¢i softver SNP & Variation Suite v8.7.0 (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT,
www.goldenhelix.com). Minimalni broj SNP-ova koji ¢ine ROH postavljen je na 50, a

odreden je formulom koju su predlozili Lencz i sur. (2007):

a
l — nS * ni
In(1 — het)

gdje je ng broj SNP-ova po jedniki, n; broj jedinki, @ postotak lazno pozitivnih ROH-ova (0,05

In

u ovom istrazivanju) i het je prosjecni broj heterozigotnih SNP-ova.

Zbog ¢esce pojave LD-a na kra¢im udaljenostima u podacima genotipiziranim s HD-
Cipom, ROH-ovi su uobi¢ajeno ¢eS¢i na kra¢im duljinama. Da bi se regija kvalificirala kao
ROH segment definirana je minimalna duljina od 2 Mb. Kako bi se izbjegla nejednaka
raspodjela SNP-ova u ROH-ovima, minimalna gustoca je postavljena na 1 SNP svakih 50
Kb, a maksimalni razmak izmedu dva uzastopna SNP-a ne smije biti ve¢i od 250 Kb. Prema
duljini homozigotne regije definirano je 5 kategorija: >2 Mb, 2-4 Mb, 4-8 Mb, 8-16 Mb i >16
Mb. Broj dopustenih heterozigotnih SNP-ova i SNP-ova koji nedostaju definiran je za svaku
kategoriju. U tablici 2 prikazan je broj dozvoljenih heterozigota i SNP-ova koji nedostaju za
svaku kategoriju.

Tablica 2. Uvjeti za odredivanje ROH-ova prema kategorijama

ROH kategorija

Dozvoljen broj >2Mb  2-4Mb  4-8Mb  8-16Mb  >16 Mb

Heterozigota 1 2 4 8 16

SNP-ova koji nedostaju 4 8 16 32 64
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Genomski koeficijenti inbridinga (Fron) definiran je kao omjer duzine autosomalnog
genoma u ROH-ovima i ukupne duzine autosomalnog genoma pokrivenog SNP-ovima.
Prosje¢ni Fron izraunat je za svaku pasminu i kategoriju ROH-a.

Efektivna veli€ina populacija odredena je programom GONE (Santiago i sur., 2020)
na temelju optimizacijske metode (genetske optimizacije za procjenu N¢ ) koja implementira
genetske algoritme (Mitchell, 1998) u svrhu procjene nedavne demografske povijesti
populacije pomoéu genotipskih podataka danas Zivucih jedinki. Program se bazira na ideji
da neravnoteZa vezanih gena (LD, engl. linkage disequlibrium) izmedu parova SNP-ova na
razliCitim genetskim udaljenostima daje razli€itu informaciju o efektivnoj veli€ini populacije
u razli¢itim to¢kama vremena u proslosti. Za procjenu efektivne veli€¢ine populacije hrvatskih
izvornih pasmina ovaca koridteni su unaprijed postavljeni parametri programa.

Efektivna veli€ina populacija odredena je i SNeP v.1.1 softverom (Barbato i sur.,
2015) kako bi bili usporedivi s drugim autorima. Ova metoda bazira se na povezanosti
varijance LD-a i efektivne veli€ine populacije uz prisutnost mutacija kako bi se procijenila
efektivna veli¢ina populacija. Uzimajuéi u obzir sve navedeno efektivna veli€ina populacije

softverom SNeP se procjenjuje iz LD-a koristeéi izraz Corbina i sur. (2012):
-1 -1
Nrpy = (4f(Ct)) (E[razdjlct] - a)

gdje je Nty efektivna veli€ina populacija prije t generacija izraCunata kao t = (2f(ct))_1
prema Fariellu i sur. (2014), c: je stopa rekombinacije za specifiCne fizicke udaljenosti
izmedu SNP-ova procijenjena prema Svedu i Feldmanu (1973), r2, ; je vrijednosti LD-a s

korekcijom veli€ine uzorka i a je korekcija za pojavu mutacija.
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4. REZULTATI

4.1. Kvaliteta i Cistoca DNA

Provjerom kvalitete DNA na gel elektroforezi utvrdeno je da je DNA kod svih uzoraka
ovaca i muflona netaknuta. Svjetlosni signal je bio zadovoljavajuéi.
Prosje¢na koncentracija DNA je bila 30 ng/ul, najve¢a koncentracija je bila 136 ng/ul,
najmanja 6 ng/ul. Cistoéa DNA je u prosjeku bila 1,8 $to predstavlja idealnu gisto¢u. Najniza
vrijednost Cisto¢e DNA bila je 1, dok je najviSa vrijednost bila 2.1. U prilogu 3 tabli¢no su

prikazani parametri procjene Cisto¢e DNA, a u prilogu 4 su fotografski zapisi kvalitete DNA.

4.2. Genotipizacija i kontrola kvalitete

Nakon provedenog genotipiziranja u hrvatskom setu podataka bilo je prisutno 210
ovaca i 10 muflona, te ukupno 606 000 SNP-ova. Primjenom parametra kontrole iz seta su
izbaCene dvije ovce i 135 038 SNP-ova te je konacni set podatka hrvatskih ovaca sadrzavao
208 ovaca, 10 muflona i 470 962 SNP-ova. Set podataka koji je koridten iz rada Cao i sur.
(2020) sadrzavao je 606 000 SNP-ova i 85 ovaca, dok je set preuzet sa Dryad depozitorija
(www.dryad.com) sadrzavao ukupno 432 285 SNP-ova i 271 ovce. Nakon spajanja
dodatnih podataka s hrvatskim setom te ponovne kontrole kvalitete konacni europski set je
sadrZzavao 348 968 SNP-ova i 574 ovce.

4.3. Genetska raznolikost hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Glavne genetske karakteristike hrvatskih izvornih pasmina ovaca se nalaze u tablici
3. Kod svih pasmina o€ekivana heterozigotnost je bila ve¢a od opazene heterozigotnosti,
osim kod dalmatinske pramenke gdje su oCekivana i opazena heterozigotnost bile jednake.
Ukupna prosjecna vrijednost opazene heterozigotnosti bila je 0,354, dok je prosje¢na
oCekivana heterozigotnost bila 0,376. Unutar pasmina prosje¢na opazena hetrozigotnost je
varirala od 0,337 kod rapske ovce do 0,346 kod dalmatinske pramenke. Prosje¢na
oCekivana heterozigotnost unutar pasmina kretala se od 0,336 kod istarske ovce do 0,348
kod dalmatinske pramenke. Ukupni prosjecni inbriding za sve populacije iznosio je 0,005.
Inbriding koeficijent (Fis) varirao je od -0,017 kod istarske ovce do 0,022 kod rapske ovce

ovce.
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Tablica 3. Genetska raznolikost hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Pasmina Fis+ SE Ho+ SE He+ SE

Creska ovca 0.002 £0.011 0.340 £0.004  0.341+0.000
Dalmatinska pramenka 0.004 + 0.008 0.346 £ 0.003  0.348 +0.000
Dubrovacka ovca 0.005+0.015 0.339+0.005 0.341 +0.000
Istarska ovca -0.017 £0.011 0.342 £0.004 0.336 + 0.000
Krcka ovca 0.001 £0.012 0.340 £ 0.004  0.340 +0.000
Licka pramenka 0.005+0.012 0.345+0.004 0.347 +0.000
Paska ovca 0.016 +0.008 0.339+0.003  0.345+0.000
Rapska ovca 0.022 +0.018 0.337+£0.006  0.345+0.000

Fis — koeficijent inbridinga; Ho — opazena heterozigotnost; He — o&ekivana heterozigotnost

Fiksacijski indeks Fst upotrijebljen je kako bi se izmjerila homogenost uzoraka
izmedu dvije pasmine uzrokovane genetskom strukturom. Fsr je varirao od 0,003 izmedu
dalmatinske i licke pramenke do 0,065 izmedu istarske ovce i dubrovacke ovce, tablica 4.

Najudaljenija od svih pasmina bila je istarska ovca s najve¢om MFsr vrijednostima.

Tablica 4. Fst vrijednosti izmedu hrvatskih autohtonih ovaca

Pasmina DPS DRS ISS PIS RIS LPS KIS MFst
DPS 0,022
DRS 0,026 . 0,044
ISS 0,040 0,065 . 0,048
PIS 0,015 0,039 0,041 . 0,025
RIS 0,016 0,040 0,040 0,011 . 0,025
LPS 0,003 0,029 0,044 0,020 0,021 . 0,027
KIS 0,026 0,063 0,050 0,025 0,024 0,033 . 0,035
CIS 0,030 0055 0053 0022 0,020 0,036 0,034 0,036

DRS - dubrovacka ovca, ISS — istarska ovca, PIS — paska ovca, RIS — rapska ovca, LPS- licka
pramenka, KIS — kréka ovca, CIS — creska ovca

Kako bi se procijenila jedinstvenost hrvatskih izvornih pasmina ovaca izradunate su
Fsr vrijednosti za svaki SNP izmedu dvije meta populacije. Najvecih 35 Fsr vrijednosti, Sto
odgovara 0,01% najboljih Fsr vrijednosti, proglaSeni su pokazateljima jedinstvenosti
genoma hrvatskih izvornih pasmina ovaca u odnosu na europske pasmine, graf 1. SNP-ovi
koji su se nalazili jedan pored drugoga tretirani su kao jedan SNP, te je na temelju toga
odredeno osam regija specificnih za hrvatske izvorne pasmine ovaca koje se nalaze na
kromosomima 3, 6, 7, 8,10, 11, 13i 15.
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Graf 1. Manhattan plot Fsr vrijednosti izraCunate za svaki SNP izmedu metapopulacije
hrvatskih izvornih pasmina ovaca i europskih pasmina ovaca
Signifikantni SNP-ovi su oznaceni zelenom bojom

4.4. Multivarijatne analize

4.4.1. Analiza glavnih komponenti (PCA)

Analiza glavne dvije komponente dobivena za hrvatski set podataka prikazana je
grafom 2. Postotak objasnjene varijabilnosti (y os) s prvih deset komponenti (x os) prikazan
je grafom u lijevom donjem kutu. Prve dvije komponente objaSnjavaju ukupno 14,9%
ukupne varijabilnosti Sto objaSnjava znatnu genetsku raznolikost. Obzirom da preostale
komponente objaSnjavaju znatno manje varijabilnosti prikazujemo PCA za prve dvije
komponente.

Prva komponenta PCA odvojila je dubrovatku ovcu od ostalih pasmina
objasnjavajuci 8,1% ukupne varijabilnosti. Istarska ovca je odijeljena od ostatka pasmina
drugom komponentom objasnjavaju¢i 6,8% ukupne varijabilnosti. Dubrovacka i licka
pramenka na PCA grafu su se grupirale skupa, jednako kao i padka, rapska, kréka i creska

ovca.
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Graf 2. Analiza glavnih komponenti (PCA) hrvatskog seta podataka
DRS — dubrovacka ovca, — licka pramenka, DPS — dalmatinska pramenka, PIS — paska
ovca, — rapska ovca, CIS — creska ovca, KIS — kréka ovca, ISS — istarska ovca

Analiza glavnih komponenti dobivena iz genotipskih podataka za europski set
podataka prikazana je grafom 3. Postotak objaSnjene varijabilnosti (y os) s prvih deset
komponenti (x os) prikazan je grafom u prilogu 5. Prve dvije komponente objasnjavaju
ukupno 14,35% ukupne varijabilnosti. Obzirom da druga, treca i Cetvrta komponenta
objasnjavaju podjednak postotak varijabilnosti ovdje prikazujemo prve dvije komponente,
dok se u prilogu nalaze odnosi prve komponente s tre¢om (prilog 6) i prve komponente s
Cetvrtom komponentom (prilog 7).

PCA pokazuje da je prva komponenta odvojila pramenke od ostalih europskih
pasmina ovaca objasnjavajuci 9,09% ukupne varijabilnosti. Druga komponenta odvojila je
istarsku ovcu, pasku ovcu, kréku ovcu, rapsku ovcu i cresku ovcu od ostalih pramenki
objasnjavajuéi 5,26% genetske udaljenosti. Treéa i Cetvrta komponenta su odvojile
francuske pasmine causse du lot (CDL) i manech téte rouge (MTR) koje se uzgajaju na
alpskim predjelima Francuske. Dalmatinska pramenka, licka pramenka i dubrovacka ovca
su se grupirale s ukrajinskom (MKS), sjeverno makedonskom (NMS), ¢eSkom (VAL) i
srpskom pramenkom (PRA). Ceska sumavska ovca (SUM) se grupirala s talijanskim
pasminama ovaca i one se nalaze kao poveznica izmedu balkanskih pramenki i

zapadnoeuropskih ovaca. Spanjolska churra ovca (SCS) najbliZa je merino ovci (MER).
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Graf 3. Analiza glavnih komponenti za europski set podataka
Drzave iz kojih pasmine dolaze predstavljene su bojama: Hrvatska — zelena (DRS, LPS,
DPS, PIS, , RIS, CIS, ), Ukrajina — ljubiasta (MKS), Srbija — smeda (PRA), Ceska —
zuta ( , ), Sjeverna Makedonija — siva ( ), Italija — crvena (ALT, LEC), Spanjolska
—narancasta (SCS), Francuska — plava (LAC, LAM, BMC, CDL, NVE, RAV, LIM, , PAS,
, COR, MER, ). Objasnjenja oznaka pasmina nalazi se u tablici priloga 2.

4.4.2. Analiza strukture populacije

Analiza strukture populacija hrvatskih izvornih pasmina ovaca procijenjena je
metodom STRUCTURE za do 10 teoretskih populacija na ukupno 83 795 SNP-ova.
Najinformativnija K vrijednost procijenjena Evanno metodom delta K je iznosila tri (graf 4).

Rezultati od K= 2 do K=6 prikazani su slikom 21.
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Graf 4. Grafi¢ki prikaz delta K vrijednosti za hrvatski set podataka



Na STRUCTURE grafikonu svaka jedinka predstavljena je jednim stupcem, a broj
boja na grafikonu jednak je broju pretpostavljenih populacija (K). Udio boje u pojedinoj
jedinki predstavlja proporciju genotipske pripadnosti odredenoj skupini. Pregledom
rezultata za pojedine K vrijednosti vidljivo je da se na K=2 odvajaju dalmatinska i licka
pramenka od creske, kréke, paske i rapske ovce. Dubrovacka ovca se izdvojila potpuno
samostalno. Povecéanjem K vrijednosti na 3, istarska ovca pokazuje razli€itu genetsku
oshovu te dolazi do odvajanja istarske ovce od ostalih pasmina. Kod K=5, dalmatinska i
licka pramenka stvaraju grupu koja je jasno odvojena. Te dvije pasmine se ne odvajaju ni
na K=10, maksimalnom broju pretpostavljenih grupa za ovaj set podataka. Takoder na K=5
dolazi do odvajanja creske ovce od ostalih hrvatskih izvornih pasmina. Kod K=6 dolazi do
razdvajanja populacije kréke ovce na tri subpopulacije od koji su dvije geneticki zasebne, a
jedna dijeli dio genoma pramenke.

Dalmatinska i licka pramenka genetski su gotovo identicne pasmine, jednako kao i padka i

rapska ovca.
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz rezultata STRUCTURE analize za hrvatske izvorne pasmine ovaca
Prikazani su rezultati za K= 2 - 6. DRS — dubrovacka ovca, LPS - licka pramenka, DPS —
dalmatinska pramenka, PIS — paska ovca, RIS — rapska ovca, CIS — creska ovca, KIS —
kréka ovca, ISS — istarska ovca
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Analiza strukture populacija hrvatskih izvornih pasmina ovaca zajedno s europskim
populacija procijenjena je metodom STRUCTURE za do 30 ancestralnih populacija na
ukupno 104 623 SNP-ova.

Najinformativnije K vrijednosti (K = 4, K = 6 i K = 11) procijenjene su postupkom
Evanno delta K (graf 5), a STRUCTURE grafikon koji se temelji na tim K vrijednostima
prikazan je na slici 22. Prikazom za K=2 vidljiva je podjela populacija ha zapadnoeuropske
pasmine ovaca i balkanske pramenke. Prve pasmine koje se odvajaju su francuske
pasmine causse du lot (CDL) i manech téte rouge (MTR), (K=3, prilog 8). Daljnja odvajanja
pasmina su se dogadala kako slijedi, lacune i podjela pramenki na dvije grupe gdje jednu
grupu cCine creska, krcka, istarska, paSka, i rapska ovca, a drugu grupu sjeverno
makedonska pramenka, dubrovacka ovca, dalmatinska pramenka, licka pramenka, srpska
pramenka, valachian ovca dogodila se na K=4. Srpska pramenka se odvojila ha K=5, churra
ovca, limousin i dubrovacka ovca se odvajaju na K=9, rava ovca na K=10, istarska ovca i
valachian na K=11. Odvajanje talijanskog klustera odvija se na K=14 dok se altamurana i
leccese razdvajaju tek na K=220. Noire du velay se odvaja na K=16 i merino ovca na K=21.

Grafovi za K vrijednosti koje nisu prikazane na grafu 5 prikazane su u prilogu 8.
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Graf 5. GrafiCki prikaz delta K vrijednosti za populacije europskog seta podataka
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz rezultata STRUCTURE analize za europski set. Prikazani su rezultati za K= 2, 4, 6i 11.
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4.5. Filogenetski odnosi hrvatskih izvornih pasmina ovaca

4.5.1. Nei genetske distance prikazane Neighbour — Net mreZzom

IzraCunate Nei genetske udaljenosti izmedu pasmina hrvatskih izvornih ovaca
prikazane su Neighbour — Net mrezom (slika 23.). Na mrezi je prikazana prisutnost
grupiranja paske ovce, rapske ovce, creske ovce, kréke ovce iistarske ovce na jednu granu,
a dalmatinske pramenke, licke pramenke i dubrovacke ovce na drugu granu. Muflon je
zauzeo srediSnju poziciju na grafu s najduljom granom sugeriraju¢i najvecu genetsku

udaljenost od ostalih pasmina.

Creska ovca
ISS

Dalmatinska pramenka

Dubrovacka ruda

DPS

Istarska ovca
Kréka ovca

Licka pramenka

DRS

Paska ovca

Rapska ovca

CIS

EMC

Slika 23. Nei distance hrvatskih izvornih pasmina ovaca prikazane Neighbour — Net mrezom
pomocu SplitsTree softvera

Rezultati analize genetske udaljenosti ovaca u koju su ukljuéene i europske pasmine
ovaca prikazana je slikom 24. Talijanske pasmine altamurana i lecese zajedno s ¢eSkom
sumavska ovcom zauzele su centralnu poziciju na grafu i dijele ostale pasmine na
isto€noeuropske i zapadnoeuropske ovce. Sumavaska se nalazi u grupi s pramenkama dok
su altamurana i lecese genetski blize zapadnoeuropskim pasminama. Hrvatske izvorne
pasmine ovaca se nalaze u grupi isto¢noeuropskih ovaca zajedno sa srpskom pramenkom,

sjeverno-makedonskom pramenkom, ¢eSkom valachian ovcom i ukrajinskom planinskom
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karpatskom ovcom. Te pasmine zajedno Cine grupu balkanskih pramenki. Muflon i ovdje
pokazuje najveéu genetsku udaljenost, a smjestio se najblize corse ovci porijeklom s otoka

Korzike.
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Slika 24. Nei distance predstavljene Median-Joining mrezom u Splitstree programu s opcijom povecala
Drzave iz kojih pasmine dolaze predstavljene su bojama: Hrvatska — zelena (DRS, LPS, DPS, PIS, KIS, RIS, CIS, ), Ukrajina — ljubi¢asta (MKS),

Srbija — smeda (PRA), Ceska — Zuta (

3

), Sjeverna Makedonija — siva ( ), Italija — crvena (ALT, LEC), Spanjolska — narandasta ( ),

Francuska — plava (LAC, LAM, BMC, CDL, NVE, RAV, LIM, , , , COR, MER, ). Objadnjenja oznaka pasmina nalazi se u tablici

priloga 2.
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4.5.2. Filogenetsko stablo

Filogenetsko stablo konstruirano za hrvatski set podataka prikazano je slikom 25.
Za outgrupu je koristen muflon (Ovis musimon). Stablo maksimalnih vjerojatnosti pokazuje
da su licka i dalmatinska pramenka najblize povezane te da zajedno s dubrovackom ovcom

tvore jednu granu. Drugu granu tvore istarska ovca, paska ovca, rapska ovca, creska ovca
i kr€ka ovca.

EMC

DRS

s
l 0.5
0
CIS
H
10 s.e.
[ | | | | | ]
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Drift parametar

Slika 25. Stablo maksimalne vjerojatnosti hrvatskih izvornih pasmina
DRS — dubrovacka ovca, — licka pramenka, DPS — dalmatinska pramenka, PIS —

paska ovca, RIS —rapska ovca, CIS — creska ovca, KIS — kréka ovea, ISS — istarska ovca,
EMC — europski muflon

Heat map ostataka iz stabla prikazan je na slici 26. Parovi s visokim vrijednostima

ostataka su kandidati za migracijske dogadaje. Obzirom da je heat map ostataka pokazao
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vrlo visoke vrijednosti ostataka za pojedine pasmine izraCunata su i stabla s vjerojatnos¢u

1-15 migracija.

Cls

26.5 SE
DPS l

DRS
ISS g
KIS B 565 SE
PIS
RIS
LPS
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© 6 & , * & & 3 ZF
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Slika 26. Heat map ostataka stabla maksimalne vjerojatnosti hrvatskih izvornih pasmina
ovaca
DRS — dubrovacka ovca, LPS - licka pramenka, DPS — dalmatinska pramenka, PIS —
paska ovca, RIS — rapska ovca, CIS — creska ovca, KIS — kr¢ka ovca, ISS — istarska
ovca, EMC — europski muflon

Najvisa AM vrijednost smatra se najvjerojatnijim brojem migracija (prilog 9), pa je
takoder nacrtano stablo s najvjerojatnijom jednom migracijom, slika 27. Stablo s
migracijama filogenetski je identi€no stablu maksimalne vjerojatnosti i pretpostavlja
migraciju iz korijena zajedniCkog genoma muflona i ovaca u pasku ovcu. Migracijska tezina
predstavljena graduiranom crvenom bojom oznacava proporciju predaka koji dolaze s ruba
migracije. Obzirom da jednom migracijom nisu obja3njeni svi ostaci grafa u prilogu 10
prikazano je i stablo s &etiri migracije. Migracija s najveéom tezinom ide iz muflona u
dubrovacku rudu i rapsku ovcu te iz dalmatinske pramenke u pasku ovcu. Migracija s

najmanjom tezinom predstavlja migraciju licke pramenke u istarsku ovcu.
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Slika 27. Stablo maksimalne vjerojatnosti hrvatskih izvornih pasmina ovaca s jednom

migracijom
DRS — dubrovacka ovca, — licka pramenka, DPS — dalmatinska pramenka, PIS —
paska ovca, —rapska ovca, CIS — creska ovca, KIS — kr€ka ovca, ISS —istarska ovca

Filogenetsko stablo prikazano za europski set podataka ukorijenjeno je takoder na
muflonu (Ovis musimon), divljem srodniku ovaca i prikazano slika 28.

Na stablu se formiralo pet grana. Pasmine tarasconnaise i manech du velay svaka
tvore jednu granu. Preostale tri grane &ine grupe od vise pasmina. Dvije grane tvore
francuske pasmine ovaca od koji su se merinos d'arles i mourerous odvojile od ostalih
francuskih pasmina. Posljednja grana u kojoj se nalaze hrvatske pasmine ovaca formirana
je od 5 grupa. U korijenu grane nalazi se Spanjolska churra ovca. Dalje se grana dijeli na
dio u kojem se nalazi corse ovca te grupe talijanskih leccese i altamurana ovaca. 1z korijena
talijanskih ovaca dalje se odvaja sumavska ovca koja €ini korijen za podjelu balkanskih
pramenki u dvije grupe. U jednoj grupi nalaze se hrvatske izvorne pasmine creska ovca,
paska ovca, rapska ovca, kréka ovca, a istarska ovca se smijestila u korijen te grupe. U
drugoj grupi nalaze se hrvatske izvorne pasmine dalmatinska pramenka i licka pramenka u
jednoj grani, zatim srpska pramenka i mountain carpatian ovca u drugoj grani. Dubrovacka
ovca se priblizila sjeverno makedonskoj pramenki, a sumavska i valachian svaka stvaraju

SVoju granu.
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Slika 28. Stablo maksimalne vjerojatnosti prikazano za europski set podataka
Drzave iz kojih pasmine dolaze predstavljene su bojama: Hrvatska — zelena (DRS, LPS, DPS, PIS,

, RIS, CIS, ), Ukrajina — ljubiCasta (MKS), Srbija — smeda (PRA), Ceska — zuta ( , ),
Sjeverna Makedonija — siva ( ), Italija — crvena (ALT, LEC), Spanjolska — naranéasta (SCS),
Francuska — plava (LAC, LAM, BMC, CDL, NVE, RAV, LIM, , PAS, , COR, MER, ).

Objasnjenja oznaka pasmina nalazi se u tablici priloga 2.

Na grafu 6 prikazan je optimalan broj migracija za europski set podataka. Obzirom
da je najviSa vrijednost Am bila za sedam migracija, slikom 29 prikazano je stablo

maksimalnih vjerojatnosti sa sedam migracija.
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Graf 6. Prikaz optimalnog broja migracija za europski set podataka



Filogenetski na stablu sa sedam migracija dolazi do promjene kod corse ovce koja
se sada nalazi u grupi s talijanskim altamurana i leccese ovcama. Dvije migracije s najve¢im
migracijskim tezinama su izmedu korijena grane balkanskih kontinentalnih pasmina i
korijena talijanskih pasmina, te izmedu limousine i rava ovce. Ostale migracije su se
dogodile izmedu korijena francuskih merino ovaca i dubrovacke ovce, merino d'arles i
makedonske pramenke, prealpes du sud i mourerous ovaca, sumavske i valachian ovce te

muflona i corse ovce.
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Slika 29. Neighbour-Joining stablo sa sedam migracija za europski set podataka
Drzave iz kojih pasmine dolaze predstavljene su bojama: Hrvatska — zelena (DRS, LPS,

DPS, PIS, , RIS, CIS, ), Ukrajina — ljubicasta (MKS), Srbija — smeda (PRA), Ceska
— zuta ( , ), Sjeverna Makedonija — siva ( ), Italija — crvena (ALT, LEC),
Spanjolska — narandasta ( ), Francuska — plava (LAC, LAM, BMC, CDL, NVE, RAV,
LIM, , , , COR, MER, ), muflon — crna (EMC). ObjaSnjenja oznaka

pasmina nalazi se u tablici priloga 2.
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4.6. Konzervacijski status hrvatskih izvornih pasmina ovaca

4.6.1. Genomski inbriding hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Ukupni genomski inbriding hrvatskih izvornih pasmina i tri odabrane pasmine iz
europskog seta podataka (leccese, altamurana i corse) procijenjen za ROH > 2 Mb kao i
ukupni genomski inbriding po kategorijama prikazani su slikom 30.
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Slika 30. Genomski inbriding hrvatskih autohtonih pasmina ovaca i Cetiri europske pasmine.
DRS - dubrovacka ovca, LPS — licka pramenka, DPS — dalmatinska pramenka, PIS —
paska ovca, RIS — rapska ovca, CIS — creska ovca, KIS — kréka ovca, ISS — istarska ovca,
LEC — leccese, ALT — altamurana, COR — corse, SCS — churra

ROH-ovi su pronadeni u svim pasminama, a najvec¢i broj ROH-ova je pronaden u
kratkim ROH segmentima. Utvrdena je znac€ajna razlika u vrijednostima Fron-a izmedu
jedinki i izmedu pasmina. Najveci Frons2ve prisutan je kod dubrovacke ovce iiznosio je 0,07.
Jedinka s najvec¢im Frons2me bila je rapska ovca (R186) kod koje je inbriding iznosio 0,367.
Pasmina s najmanjim ukupnim koeficijentom inbridinga preko 2 Mb je dalmatinska
pramenka (Frons2ms = 0,025). Pregledom prikaza inbridinga po kategorijama vidljivo je da
najvedi udio ukupnog inbridinga kod svih pasmina ima kategorija >16 Mb, a najmanji udio
inbridinga za kategoriju 2-4 Mb.

Najveca vrijednost Fron za kategoriju 2-4 Mb pronadena je kod istarske ovce (Fromz-
sve=0,010) dok je dalmatinska pramenka imala najmanji Fronz-amp S Vrijednosti od 0,002.

Najveca Frona-smp Vrijednost od 0,013 procijenjena je za istarsku ovcu dok je najmanji Froma-
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smb (0,004) opazen kod dalmatinske pramenke. U kategoriji za duljinu ROH-a od 8-16 Mb
najveéu Fron vrijednost imala je dubrovacka ovca (0,018), dok je najmanju vrijednosti imala
licka pramenka (0,004). Frons16mb kretao se od 0,011 kod dalmatinske pramenke do 0,033
kod dubrovacke ovce. Prosje€ne, maksimalne i minimalne vrijednosti otkrivenih

homozigotnih regija za svaku pasminu i kategoriju prikazane su u prilogu 11.

4.6.2. Efektivna veli€ina populacije hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Vrijednosti efektivne veli€ine populacija hrvatskih izvornih pasmina ovaca prikazane
kao trenutna efektivna veli€ina procijenjena GONE softverom, te povijesna efektivna
veli€ina populacija prikazana u trinaestoj, pedesetoj i sto pedesetoj generaciji dobivena
GONE i SNeP softverom prikazane su u tablici 5. Obzirom da se vrijednosti dobivene
razliCitim softverima znacajno razlikuju i da se vrijednosti efektivne veliine populacije
mijenjaju s generacijama rezultati dobiveni za efektivnu veliinu populacija hrvatskih
izvornih pasmina ovaca prikazani su u trinaestoj, pedesetoj i sto pedesetoj generaciji kako
bi bili usporedivi s ostalim autorima. Najvecée efektivne veli€ine populacija utvrdene su kod
dalmatinske pramenke (Ne=1039) i paske ovce (N.= 1005), dok je najmanja trenutha
efektivna veli€ina populacije od 61,79 utvrdena za kréku ovcu. Ostale hrvatske izvorne
pasmine ovaca imaju niZze do srednje vrijednosti efektivhe veli€ine populacije uz iznimku
licke pramenke (Ne= 598) i rapske ovce (Ne= 558) koje pokazuju srednju do vidu efektivhu

veli¢inu populacije.

Tablica 5. Efektivna veli€ina populacija hrvatskih izvornih pasmina ovaca procijenjena
GONE i SNeP softverom

GONE SNeP
Pasmina Ne Ne13 Neso Ne1s Neso Ne1s0
LPS 598 19361 2067 110 440 1148
CIS 148 3311 3159 96 353 850
DPS 1039 42613 51537 147 593 1534
DRS 157 206 35988 97 334 848
ISS 161 268 4030 95 317 773
KIS 61 5370 4814 82 307 776
PIS 1005 1626 6263 242 850 1938
RIS 558 2584 8398 106 401 1008

Ne — sadasnja efektivna veli€ina populacije; Ne1z — procijenjena Ne prije 13 generacija; Neso
- procijenjena Ne prije 50 generacija; Neiso - procijenjena Ne prije 150 generacija

Povijesne efektivne veli€ine populacija dobivene SNeP i GONE softverom su vrlo
razliCite. Procjene GONE softvera su za sve populacije vece od procjena dobivenih SNeP
softverom.

Promjene u efektivnoj veli€ini populacija kroz povijest dobivene GONE softverom

prikazane su na grafu 7. Slicno kao i kod trenutalne efektivne veli¢ine populacija
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dalmatinska pramenka i kroz povijest pokazuje najvece N vrijednosti. Dalmatinska
pramenka pokazuje konstantno visoku efektivnu veli¢inu populacija od prije 50. generacije
sve do 7. generacije kada je primjetan nagli pad efektivne veli¢ine populacije sa oko 35 000
jedinki na svega 1 000 jedinki. Uz dalmatinsku pramenku, sli¢an trend u promjeni efektivhe
veli¢ine populacije pokazuju dubrovacka ovca i licka pramenka. Njihove efektivne veli€ine
populacija zadrzavaju visoke vrijednosti tijekom povijesti te se ocituje nagli pad vrijednosti
oko 9. generacije kod licke pramenke, te oko 20. generacije kod dubrovacke ovce. Rapska,
paska, krCka i istarska ovca kroz povijest ne pokazuju velike promjene u trendu efektivne

veli€ine populacije. Kod creske ovce utvrdena je najmanja povijesna efektivna veli€ina

populacije.
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Graf 7. Povijesna efektivna veli€ina populacije dobivena GONE softverom

Promjene povijesne efektivne veli€ine populacija dobivene SNeP softverom prikazane su
grafom 8.
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Graf 8. Povijesna efektivna veli¢ina hrvatskih izvornih pasmina dobivena SNeP softverom

Najveéu vrijednost povijesne efektivne veli€ine populacije u 13.-toj generaciji
dobivene sa SNeP softverom pokazuje paska ovca (Ne= 242), a zatim dalmatinska
pramenka (Ne= 147), licka pramenka (Ne= 110) i rapska ovca (Ne= 106). Najmanja efektivna
veli¢ina procijenjena je za kr€ku ovcu (Ne= 82). Najveca povijesna efektivha veli€ina
populacija procijenjena je na 4 765 za pasku ovcu. Povijesna efektivna veliina populacija
procijenjena za hrvatske izvorne pasmine ovaca pokazuje trend konstantnog smanjenja Ne

za sve pasmine.
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5. RASPRAVA

Genetska raznolikost domacih Zivotinja prepoznata je kao vaZan resurs (FAO,
2015), u kojem izvorne pasmine, prilagodene na lokalne okoliSne uvjete su od posebne
vaznosti. One predstavljaju rezervoare genetskih resursa za odrzivost buduceg stocCarstva
u stalno mijenjaju¢em okolisu (Groeneveld i sur., 2010; Hoffman i sur., 2010). Za razliku od
drugih domacih zivotinja, ovce imaju vrlo veliku razinu genetske sli¢nosti $to dovodi do toga
da imaju izrazito nisku filogeografsku strukturu populacija (Lawson Handley i sur., 2007;
Kijas i sur., 2012; Beynon i sur, 2015). Unato¢ tome Kijas i sur. (2012) su dokazali da su
markeri cijelog genoma dovoljni kako bi se otkrila genetska podjela na osnovi geografskog
porijekla i zajedniCke povijesti.

Ovim doktorskim radom, po prvi put, koristi se visoko rezolutni SNP ¢&ip (606 000
SNP) kako bi se utvrdila genetska razli€itost osam hrvatskih izvornih pasmina ovaca na
nacionalnoj i europskoj razini. Jedan od ciljeva ovog doktorskog rada bilo je procijeniti
genetsku raznolikost osam hrvatskih izvornih pasmina ovaca. Dobiveni rezultati pokazuju
da je genetska raznolikost hrvatskih izvornih pasmina ovaca usporediva s genetskom
raznolikosti drugih svjetskih populacija (Kijas i sur., 2012; Ciani i sur., 2014; Beynon i sur,
2015; Edea i sur., 2017; Ciani i sur., 2020).

Koristena je analiza glavnih komponenti, procijenjeni individualni ancestralni
koeficijenti, genetske udaljenosti i filogenetsko stablo kako bi se proucila populacijska
struktura osam hrvatskih izvornih pasmina te kako bi ih usporedili s ostalim mediteranskim
pasminama. Takoder, procijenjena je razina genomskog inbridinga i efektivna veli€ina
populacija kako bi utvrdili stopu homozigotnosti genoma pojedinih pasmina te procijenili

unutar populacijsku genetsku raznolikost.

5.1. Genetska raznolikost hrvatskih izvornih pasmina ovaca

U ovom doktorskom radu otkrivena je srednje visoka genetska raznolikost hrvatskih
izvornih pasmina. Najmanju genetsku raznolikost pokazala je rapska ovca kod koje je
opazena heterozigotnost iznosila 0,337. Nasuprot navedenom najveCu genetsku
raznolikost je pokazala dalmatinska pramenka kod koje je opaZena heterozigotnost iznosila
0,346. Dobiveni rezultati opazene i oCekivane heterozigotnosti (tablica 3) vrlo su sli¢ni
vrijednostima heterozigotnosti koje su dobili Al-Mamun i sur. (2015) za pet australskih
pasmina ovaca koriste¢i 50k SNP Cipom i Edea i sur. (2017) za etiopijske ovce koristec¢i 50
i 600K SNP Cip. Takoder, sli¢ne vrijednosti ocekivane heterozigotnosti utvrdili su Ciani i sur.
(2014) za talijanske izvorne pasmine, Kijas i sur. (2012) za juzno i zapadno europske

pasmine ovaca te Deniskova i sur. (2018) za izvorne ruske pasmine ovaca.
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Razina povezanosti populacija procijenjena je pomocu fiksacijskog indeksa (Fsr:
tablica 4). Na osnovu rezultata fiksacijskog indeksa utvrdeno je da su najudaljenije pasmine
istarska ovca i dubrovacka ovca (Fst=0,065). Za te dvije pasmine utvrdene su najvece Fst
vrijednosti i u odnosu na ostale hrvatske izvorne pasmine ovaca $to ukazuje da su te dvije
pasmine genetski najudaljenije kako jedna od druge tako i od svih ostalih hrvatskih izvornih
pasmina. Obzirom da su podrucjem uzgoja te dvije pasmine najizoliranije, istarska ovca se
uzgaja samo na Istarskom poluotoku na sjeveru Jadranskog mora, a dubrovacka ovca na
samom jugu Hrvatske, najvjerojatnije je da su one zbog prostorne izoliranosti imale
najmanje doticaja s ostalim hrvatskim izvornim pasminama $to objasSnjava najvecu
genetsku udaljenost. Osim toga obje pasmine su nedavno prosle kroz proces drasticnog
smanjenja broja jedinki (engl. bottleneck) Sto je vjerojatno dodatno povecalo genetsku
udaljenost navedenih pasmina. Pasmine koje imaju najmanju genetsku udaljenost su licka
i dalmatinska pramenka c€ija se uzgojna podrugja dodiruju. Vrlo niska Fsr vrijednost
(Fst=0,003) zabiliezena izmedu ove dvije pasmine sugerira vrlo visoku genetsku
povezanost ove dvije pasmine. Ovako niska genetska razlika izmedu licke i dalmatinske
pramenke najvjerojatnije je posljedica nedavnog definiranja i odvajanja dalmatinske
pramenke kao zasebne pasmine, a ukazuje na to da su te dvije pasmine u proslosti bile
jedna populacija. Sli¢ne rezultate bliske povezanosti pasmina koje potjecu iz istih podrucja

primijetili su Ciani i sur. (2014).

5.2. Analiza glavnih komponenti hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Svaka od osam istraZivanih hrvatskih izvornih pasmina ovaca analizom glavnih
komponenti pokazala je genetsku posebnost. Jedinke iste pasmine su se grupirale zajedno
na PCA grafu (graf 1). Prva komponenta (PC1) razdvojila je pasmine prema geografskoj
Sirini odvoijivsi istarsku ovcu najsjevernije, zatim prate¢i geografske poloZaje otoka
nastavljaju¢i pratiti uzgojna podrucja licke i dalmatinske pramenke te na kraju najjuznije
smjestajuci dubrovacku rudu. Dobiveni rezultat preslikava geografske poloZaje uzgojnih
podrucja (podrucja uzorkovanja) pojedinih pasmina (slika 16.). Ovakav rezultat nije u skladu
s Ferencakovi¢ i sur. (2013) koji su na temelju analiza mitohondrijske DNA i Y-kromosoma
dobili loSu geografsku strukturiranost isto€no-jadranskih ovaca iako su ocekivali istu
obzirom na razvijenost reljefa (odnos kopno — otoci). Uzrok toga moze biti u odabiru
markera kao i manji broj uzorkovanih jedinki za odredene pasmine. Sli¢nu geografsku
distribuciju, obzirom na podrucje uzgoja, dobili su Edea i sur. (2017) prou¢avajuéi strukturu
populacije etiopskih ovaca s visoko rezolutnim SNP ¢&ipom (Ovine Infinium HD SNP
BeadChip, 600K). Istarska ovca je pasmina koja se drugom komponentom najviSe odvojila

od ostalih izvornih pasmina. Odvajanje istarske ovce od ostalih hrvatskih pasmina ovaca
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zabiljezili su Salamon i sur. (2014) mikrosatelitnim markerima navodeéi genetsku
jedinstvenost istarske ovce. Fenotipski istarska ovca je hrvatska najposebnija pasmina,
koja se svojom veli¢inom, odlikama boje i duzine runa te oblikom rogova i konveksnim
nosnim profilom razlikuje od svih drugih hrvatskih izvornih pasmina. Sljede¢a pasmina koju
PC2 odvaja je dubrovacka ovca. Jedna jedinka se na grafu smjestila u grupu s
dalmatinskom pramenkom §to moze biti uzrokovano geografskom blizinom uzgojnog
podrucja te time vjerojatnijom izmjenom genetskog materijala izmedu te dvije pasmine.
Jednako kao i istarska ovca, dubrovacka ovca se znatno fenotipski razlikuje od ostalih
pramenki, a istiCe se svojim finijim runom i nesto ve¢om tjelesnom masom.

Dalmatinska i licka pramenka pokazuju veéu medusobnu povezanost u odnosu na
ostale izvorne pasmine Sto je razumljivo obzirom da su uzgojna podrudja tih pasmina
najbliza. Li¢ka i dalmatinska pramenka su fenotipski vrlo sliche pasmine uz razliku da je
licka pramenka konstitucijski nesto veéa ovca.

Paska, rapska i dio kr¢kih jedinki tvore jednu grupu i pokazuju mijeSanje jedinki dok
ostatak kr&kih jedinki s creskom ovcom stvara drugu grupu na PCA grafu. Te dvije grupe
su blize jedna drugoj nego bilo kojoj grupi ostalih hrvatskih izvornih pasmina ovaca. Na PCA
grafu vidljivo je odvajanje otockih pasmina (paska ovca, creska ovca, rapska ovca, kréka
ovca) od kopnenih pasmina (dalmatinska pramenka i licka pramenka) uz izuzetak istarske
ovce i dubrovacke ovce koje se ne mogu direktno smijestiti niti u jednu grupu, iako se
primje€uje da je istarska ovca bliza otockim pasminama dok je dubrovacka ovca bliza
kontinentalnim pasminama. SliCne rezultate navode Salamon i sur. (2015) prostornom
analizom mikrosatelitnihn markera tri hrvatske izvorne pasmine gdje su se creska ovca,
istarska ovca i licka pramenka jasno odvojile, te se mogu smatrati predstavnicima otocke
grupe ovaca (creska ovca), kontinentalne grupe ovaca (licka pramenka) te istarska ovca
kao zasebna grupa.

Rezultati dobiveni visoko rezolutnom komparativhom PCA analizom pokazuju da su
hrvatske izvorne pasmine ovaca razliite od ostalih europskih pasmina ovaca. Vidljivo je
odvajanje otockih pasmina (kréka ovca, creska ovca, paska ovca i rapska ovca) uz koje se
sada smijestila i istarska ovce te je doSla do izrazaja blizina istarske ovce otoCkim
pasminama vidljiva na grafu 2. Dubrovacka ovca se sada priblizila kopnenim pramenkama
(dalmatinska i licka pramenka) koje su se grupirale s ostalim pramenkama s Balkana
(sjeverno-makedonska pramenka, pramenka iz Srbije, planinska karpatska ovca iz
Rumunijske, valahian ovca iz Ce$ke). Kopnene pramenke pokazale su jasno odvajanje
pasmina na PCA grafu ukazujuéi na bolju diferenciranost izmedu pasmina (graf 3), dok su
se otoCke pasmine grupirale vrlo blizu jedna druge tako sugeriraju¢i manju diferenciranost
pasmina. Takva podjela pasmina unutar jedne drzave vidljiva je i kod Rochus i sur. (2018)

koji su zabiljezili jaCe grupiranje pasmina juzne Francuske kao $to je kod nas vidljivo za
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otoCke pasmina ovaca, dok su pasmine sjeverne Francuske pokazale jasnije definirane
populacije §to se kod nas ocituje kod kopnenih pramenki. Jasno je vidljivo odvajanje istok -
zapad, koje se karakterizira kao odvajanje isto¢no europskih balkanskih ovaca pramenka
tipa od zapadno-europskih pasmina ovaca, prvenstveno francuskih pasmina i Spanjolske
churra pasmine. Odvajanje pasmina temeljeno na odnosu istok-zapad uo€ili su Ciani i sur.
(2020) na veéem setu podataka u kojem su obuhvatili i pasmine s podrucja Bliskog istoka i
sjevera Europe. Tada se odvajanje istok -zapad temeljilo na podjeli izmedu iranskih masno
repih ovaca i sjeverno europskih tankorepih ovaca. Na grafu 3 primjeéuje se centralna
pozicija talijanskih pasmina altamurana i leccese te corse ovce s otoka Korzike koje su
poveznica isto€noeuropskih pasmina s zapadnom Europom. Uzimajuci u obzir da je vecéina
hrvatskih izvornih pasmina ovaca tijekom povijesti oplemenjivanja s talijanskim merino
ovnovima takav odnos nije iznenadujuci. Isti rezultati su potvrdeni i u Ciani i sur. (2020), a
oni sugeriraju da je protok gena i$ao iz balkanske regije preko ltalije pa sve do Spanjolske,
centralne i sjeverne Europe. Takoder, dodaju da genetska sli¢nost balkanskih pramenki s
juzno talijanskim i Spanjolskim pasminama potvrduje neolitiCku mediteransku migracijsku
rutu, $to sugerira da su ovce tijekom neolitizacije s ¢ovjekom stigle iz podrucja plodnog
polumjeseca preko Mediterana na talijanski poluotok i onda dalje u centralnu i sjevernu
Europu (Gkiasta i sur., 2003). Kao §to je prethodno pronadeno kod goveda i koza (Colli i
sur., 2018; Decker i sur., 2014) filogenetske analize pokazuju da regionalno porijeklo ima
najveci utjecaj kod odredivanja genetske raznolikosti, a oCituje se na nacdin da se pasmine
koje imaju geografski najbliza uzgojna podruéja grupiraju zajedno. Sukladno tome su se

grupirale i hrvatske izvorne pasmine ovaca.

5.3. Analiza strukture populacija hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Analiza strukture izvornih hrvatskih pasmina ovaca pokazala je da dubrovacka ovca
i istarska ovca imaju specifiCnu strukturu s vrlo niskim razinama pasminskih umjeSavanja.
Tek jedna jedinka istarske ovce i 10 jedinki dubrovacke ovce pokazuju nesto veéu razinu
genetskog mijeSanja s udjelima kopnene komponente od 50% $to upucuje na nedavno ili
kontinuirano izmjenjivanje genetskog materijala s tim pasminama. SpecifiCnu strukturu
istarska ovca je pokazala i u istrazivanjima Ciani i sur. (2014) kada se vrlo niskom K=8
izdvaja kao zasebna pasmina, dok se vecina talijanskih pasmina grupira u nekoliko klastera.
Tri otoCke pasmine, creska ovca, paska ovca i rapska ovca pokazuju zajednicki ancestralni
genom. Pa8ka i rapska ovca imaju i jednake udjele kontinentalnog genoma koji €ini 50%
populacijske strukture tih pasmina. Kréka ovca pokazuje specificnu strukturu gdje se
populacija dijeli na tri subpopulacije. Dvije subpopulacije pokazuju dominaciju pojedinog

ancestalnog genoma dok jedna populacija zadrZzava genetsku strukturu sli€énu ostalim
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otoCkim pasminama. Uzrok takvog odvajanja unutar populacije kréke ovce moze biti
posliedica smanjenog izmjenjivanja genetskog materijala unutar populacija kréke ovce kada
pod djelovanjem inbridinga i genetskog drifta dolazi do fiksacije gena i mijenjanja strukture
populacije. Licka i dalmatinska pramenka pokazuju identi€nu ancestralnu strukturu Sto
sugerira da su te dvije pasmine genetski jedna populacija ovaca. Ovakav rezultat potvrden
je i Fsranalizom.

Prikazom ancestralnih udjela genoma podjela na otocke i kopnene pasmine dolazi
jo$ viSe do izrazaja uz iznimku istarske ovce i dubrovacke ovce koje zadrzavaju jedinstvene
ancestralne genome.

Prilikom stavljanja izvornih hrvatskih pasmina ovaca u europski kontekst do izrazaja
dolazi velika genetska raznolikost hrvatskih populacija ovaca. Najprije kod K=2, dva
fenotipski razli¢ita klastera se odvajaju, pramenke i rude od zapadno europskih pasmina
ovaca. Sli¢na podjela je vidljiva i u rezultatima Petera i sur. (2007) koji je na mikrosatelitnim
markerima prou¢avao genetsku raznolikost 57 europskih i bliskoisto€nih pasmina ovaca.
Hrvatske pasmine ovaca zadrzavaju istu genetsku podjelu kao i kod prikaza rezultata
structure analize samo za hrvatski set podataka gdje dubrovacka ovca i istarska ovca imaju
diferenciranu strukturu s vrlo malim udjelom umjeSavanja, dok ostale hrvatske izvorne
pasmine, dijelec¢i se na otoCke i kontinentalne pasmine, pokazuju nepotpunu pasminsku
diferencijaciju. Analiza je pokazala da nekoliko pasmina ima visoke udjele ancestralnih
genoma Kkoji pripadaju vise klastera.

Kontinentalne pasmine dalmatinska i licka pramenka po strukturi su identicne s
ostalim kontinentalnim pramenkama koje se nalaze u setu podataka, pramenki iz Sjeverne
Makedonije, sumavskoj ovci i planinskoj karpatskoj ovci. One pokazuju vrlo visoku
pasminsku izmijeSanost, a najvece ancestralne udjele kod K=11 imaju pramenka iz Srbije,
churra ovca, valachian ovca i dubrovacka ovca. Vrlo sli¢ne rezultate dobila je Ciani i sur.
(2020) FineStructure analizom isto¢nih i jugoistoCnih europskih pasmina ovaca na 50K SNP
Cipu koja pokazuje nepotpunu diferencijaciju ovaca u pramenka tipu i mijeSanje dalmatinske
pramenke s larom, lipskom i ovchepolan ovcom. Ovakav rezultat je pokazatelj da se
definirane pasmine ne podudaraju s stvarnim populacijskim granicama te sugerira izmjenu
genetskog materijala izmedu tih populacija. Obzirom da smo unazad 25 godina bili ista
drzava izmjena genetskog materijala izmedu kontinentalnih pramenki je bila vrlo vjerojatna,
a obzirom da se ne provodi intenzivha selekcija kod dalmatinske i licke pramenke, pet
generacija nije dovoljno kako bi doSlo do genetskog diferenciranja tih pasmina. Daljnjim
povecanjem pretpostavljenih populacija postotak pripadnosti odredenoj populaciji se
smanjuje ispod 20% $to objasnjava da su klasteri samo djelomi¢no hijerarhijski (Rosenberg
i sur., 2002). Pod pretpostavkom da je K=11, jedanaest pasmina je pokazalo jedinstvenu

pasminsku strukturu dok su se ostale pasmine podijelile u pet grupa, slika 22.
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Analiza glavnih komponenti i analiza strukture populacija jasno su pokazale da medu
hrvatskim izvornim pasminama ovaca postoji odredeni stupanj izmijeSanosti populacija koji

je najmaniji kod istarske ovce i dubrovacke ovce.

5.4. Analiza genetskih udaljenosti hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Odnos izmedu pojedinih hrvatskih izvornih pasmina ovaca i muflona odreden je
pomocu Nei genetskih udaljenosti (Nei, 1972) koje imaju korekciju na genetski drift i
mutacije. Veée vrijednosti genetske udaljenosti predstavljaju i vremenski duze odvojene
populacije. Najduzu granu imao je muflon $to potvrduje oCekivanja obzirom da je muflon
divlji izvorni oblik ovaca, slika 23. Duzina grane koja pripada muflonu potvrduje da je
genetska udaljenost muflona veca od bilo koje udaljenosti izmedu ovaca, te da se odvajanje
muflona i ovaca dogodilo puno prije nego odvajanje pasmina unutar vrste Ovis aries.
Prikazom genetskih udaljenosti Neighbour Net grafom potvrduju se rezultati dobiveni
analizom glavnih komponenti i analizom strukture populacija. Jasno je vidljivo odvajanje
otoCkih pasmina kojima se na istom dijelu mrezZe pridruzuje istarska ovca, te kopnenih
pasmina zajedno s dubrovackom ovcom. Od svih hrvatskih izvornih pasmina ovaca
dubrovatka ovca i istarska ovca imaju najduze grane S§to sugerira njihovu manju
povezanost s ostalim pasminama, a potvrda je rezultata povezanosti populacija dobivenog
pomocu Fsr vrijednosti. Takoder, potvrduje se i najveca povezanost licke i dalmatinske
pramenke obzirom da grane te dvije pasmine izlaze iz istoga dijela mreze, a duljina grane
je mala sugerirajuc¢i nedavno odvajanje tih pasmina.

Sliéno grupiranje pasmina pojavljuje se i kod Ciani i sur. (2014) gdje se odredene
pasmine grupiraju na nacin da se pasmine iz istih regija sa sli¢nim morfoloSkim osobinama
nalaze blize na grafu.

Kako bi bolje razumjeli genetske odnose izmedu hrvatskih izvornih pasmina ovaca
uzimajuci u obzir povezanost s drugim pasminama ponovno su izraunate Nei genetske
udaljenosti nakon dodavanja europskih pasmina, slika 24. Neighbour Net analiza s
europskim populacijama ovaca potvrduje odvajanje pramenki od ostatka europske
populacije ovaca. Do izrazaja dolazi posebnost hrvatskih izvornih pasmina s otoka koje se
odvajaju u jednu granu i ne grupiraju s ostalim europskim pasminama tako potvrdujudi
specifitnost svog genoma. Ciani i sur. (2020) analizom na 50K SNP ¢ipu pokazuju sli¢no
odvajanje hrvatskih otoCkih izvornih pasmina ovaca od ostalih europskih pasmina, te
njihovo pozicioniranje izmedu pramenki i talijanskih ovaca. Za razliku od prethodnog grafa
ovdje se dubrovacka ovca viSe odvaja od ostalih hrvatskih izvornih pasmina s kopna. Licka
i dalmatinska pramenka potpuno su se odvojile u grupu sa srpskom pramenkom i

ukrajinskom planinskom karpatskom ovcom iako srpska pramenka duzinom grane
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pokazuje nesto veéu genetsku udaljenost. Time su opet potvrdeni odnosi dobiveni u Ciani
i sur. (2020) koji su pokazali grupiranje licke i dalmatinske pramenke s ostalim balkanskim
pramenkama. Odvajanje hrvatskih otockih i kopnenih pasmina sugerira da geografske
barijere imaju utjecaj na oblikovanje danasnje strukture hrvatskih izvornih pasmina. Veéa
geografska udaljenost s preprekama poput mora i planina smanijila je izmjenu genetskog
materijala izmedu ove dvije grupe pasmina i time uzrokovala jasnije odvajanje tih pasmina.
Ovdje se ne smiju zanemariti niti prosli protoci gena i umjeSavanja populacija koja su bila
vrlo vjerojatna izmedu balkanskih populacija ovaca, a koja su i danas vidljiva u genetskoj
strukturi hrvatskih izvornih pasmina ovaca s kopna. U bivSoj drzavi na podrucju teritorija
danasnje Republike Hrvatske uzgajala se takozvana balkanska pramenka koja je ovisno o
mjestu uzgoja razvijala razli¢ite tipove (sojeve), pa su tako bili poznati dubski soj, privorski
s0j, zetski soj i druge ovce (Miti¢, 1987). Kasnije raspadom Jugoslavije smanjuje se protok
gena izmedu tipova i formiraju se pasmine koje jo$ uvijek pokazuju veliku genetsku
povezanost. Osim toga ¢es¢e i u ve¢em obujmu umjeSavanije talijanskih merino pasmina u
otoCke populacije, posebice pasku ovcu kroz povijest je priblizio te pasmine talijanskim
pasminama $to se o ituje i na prikazu genetskih udaljenosti na slici 4, bez obzira $to nema
predstavnika merino ovaca koji su sudjelovali u oplemenjivanju hrvatskih izvornih pasmina
ovaca.

Priklanjanje muflona francuskoj corse ovci objasnjeno je saznanjem da su mufloni
introducirani u Europu prilikom vala neolitizacije prije 6 000 — 7 000 godina i to prvenstveno
na podrucje Korzike i Sardinije (Vigne i sur., 2009). Od 18. stolje¢a mufloni s Korizike i
Sardinije naseljavaju su kao divlja¢ po Europi, prvenstveno sjeveru ltalije i Austriji (Guerrini
i sur., 2015), a od 1990. godine i na podrucje Hrvatske (Krapinec, 2001). Divlje populacije
muflona na Sardiniji i Korzici imaju kontakt s lokalnim ovcama (Barbato i sur., 2017) i
pokazuju odredenu razinu mijeSanja te dvije vrste (Meadows i sur., 2011) Sto se takoder

objasnjava smjestanjem muflona na istu granu s corse ovcom.

5.5. Filogenetska analiza hrvatskih izvornih pasmina ovaca

TreeMix program koristi frekvencije alela kako bi odredio odnose izmedu populacija
modeliranjem filogenetskih stabala uz indiciranje protoka gena izmedu populacija. Kako bi
se utvrdili filogenetski odnosi izmedu populacija hrvatskih izvornih pasmina ovaca,
konstruirano je stablo maksimalnih vjerojatnosti Treemix programom, slika 25. Prikaz
povijesti populacija procjenom maksimalne vjerojatnosti bez pretpostavljenih migracija
potvrduje odnose koji su otkriveni Neighbour net analizom. Posebno je vidljivo odvajanje
hrvatskih izvornih pasmina ovaca prema geografskoj strukturiranosti na populacije otockih

i kopnenih pasmina. Pregledani su ostaci stabla, slika 26., kako bi se procijenilo koliko je
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dobro model predstavio odnose u populacijama. Ostaci koji su vedi ili manji od nule
pokazuju da su te populacije vise ili manje blize jedna drugoj nego $to su predstavljene na
grafu. Prema navedenom, implicira se da je genetska povezanost muflona s dubrovackom
ovcom i paskom ovcom, te povezanost creske i kr€ke ovce veéa nego Sto to evolucijsko
stablo pokazuje kada nisu dozvoljene migracije. Model koji najbolje opisuje odnose izmedu
hrvatskih izvornih pasmina ovaca procijenjen je na jednu migraciju. Model s jednom
migracijom (slika 27.) sugerira vrlo vjerojatnu migraciju iz muflona u pasku ovcu €ime se i
dokazuje manja genetska udaljenost izmedu te dvije populacije nego $to je to predstavljeno
stablom maksimalne vjerojatnosti. Stablo zadrzava istu filogenetsku podjelu pasmina, no
objasnjava ostatke vezane uz stablo maksimalnih vjerojatnosti bez migracija. Na stablu s
Cetiri migracije, (prilog 10) vidljiv je protok gena muflona u rapsku ovcu i dubrovacku ovcu.
Obzirom da je populacija muflona uzorkovana na otoku Rabu, a poznato je da moze dodi
do izmjene gena izmedu te dvije vrste (Barbato i sur., 2015), ova migracija je vrlo vjerojatna.
Migracija gena dalmatinske pramenke u pasku ovcu ima vrlo visoku migracijsku tezinu.
Dalmatinska pramenka i paska ovca se dodiruju svojim uzgojnim podruéjem $to moze biti
jedno od objasnjenja prikazane migracije, no takoder iz povijesti nastanka paske ovce
poznato je da je paska ovca nastala od lokalne pramenke krizanjem s merino ovnovima
(Miti¢, 1987). Migracija licke pramenke u istarsku ovcu ima vrlo nisku tezinu, ali predstavlja
potencijalnu izmjenu genetskog materijala tijekom povijesti kada su u Istru bile dovezene
manje slabije produktivne ovce sa srednjeg dijela balkanskog poluotoka (Agencija za ruralni
razvoj Istre). Pasmine koje su prosle kroz veci ili maniji stupanj smanjenja veli€ine populacija
(engl. bottleneck -genetsko usko grlo), istarska ovca i dubrovacka ovca, imaju najduze
grane na stablu maksimalnih vjerojatnosti.

Stablo maksimalnih vjerojatnosti na slici 28 prikazuje detaljniji pogled genetskih
odnosa izmedu hrvatskih i europskih pasmina. Stablo se u potpunosti slaze s rezultatima
dobivenim analizom glavnih komponenti te mrezom genetskih udaljenosti. Hrvatske izvorne
pasmine ovaca odvajaju se u grupu otoCkih ovaca kojima se pridruzuje istarska ovca
pokazujuci najve¢u genetsku udaljenost obzirom na duzinu grane. Li¢ka i dalmatinska
pramenka zajedno s dubrovackom ovcom grupiraju se s ostalim balkanskim pramenkama.
Dok se licka i dalmatinska pramenka uze grupiraju s ¢e8kim, ukrajinskim i srpskim
pramenkama, dubrovatka ovca na stablu maksimalnih vjerojatnosti pokazuje blizu
genetsku povezanost sa sjeverno makedonskom pramenkom. Valachian ovca i srpska
pramenka i ovdje pokazuju veéu genetsku udaljenost od ostalih pramenki. Pasmine
zapadnoeuropskih ovaca koristene u ovom setu podatka pokazuju slicne filogenetske
odnose onima dobivenim u Rochus i sur. (2018), a ocituju se odvajanjem francuskih od
talijanskih pasmina te smjeStanjem corse ovce u istu grupu s talijanskim altamurana i

leccese ovcama. Populacijsko stablo koje najbolje objaSnjava genetske odnose pasmina
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prezentiranim u europskom setu podataka ima sedam migracija, slika 29. Migracija s
najve¢om vjerojatnoScu je migracija pramenki u korijen talijanskih pasmina. Migraciju gena
iz balkanskih pramenki u sjeverno talijanske pasmine predlozili su Ciani i sur. (2020) na
temelju rezultata dobivenih prostornom analizom glavnih komponenata. Obzirom da dvije
pasmine nisu u merino tipu ovaca, te da ne postoje zapisi koji potvrduju upliv gena tih
pasmina u populacije hrvatskih izvornih pasmina ovaca ovakva migracija moze se objasniti
povijesnom izmjenom gena koja bi bila potvrda mediteranskog puta Sirenja ovaca tijekom
neolitizacije. Jedan od pretpostavljenih puteva Sirenja ovaca u ltaliju i Europu ide iz
domestikacijskog centra jadranskom obalom do sjevera ltalije odakle se dalje Siri prema
jugu ltalije, Francuske i Spanjolske. Altamurana i leccese ovca su dvije talijanske pasmine
koje takoder pripadaju pramenka tipu ovaca, a altamurana ima azijsko porijeklo,
pretpostavlja se sirijsko. Vrlo zanimljiva je migracija merina d'arles u sjeverno makedonsku
ovcu i migracija iz korijena merino ovaca u dubrovacku rudu. Ova migracija potvrduje
povijest nastanka dubrovacke ovce koja i svojim fenotipskim karakteristikama, otvorenijim i
finijim runom, pokazuje veci udio merino ovaca u genotipu od ostalih hrvatskih izvornih
pasmina ovaca. Manju ancestralnu proporciju merino genotipa u dubrovackoj rudi takoder
su pronasli Ciani i sur. (2020) analizom umijeSanosti populacija. Migracija sa slabijom
tezinom je migracija muflona u corse ovcu. Ta migracija je potvrdena analizom genetskih
udaljenosti predstavljenih Neighbour Net mrezom i objasnjena porijeklom muflona koji
obitava na hrvatskom teritoriju. Ostale migracije francuskih pasmina posljedica su nastanka
pojedinih pasmina ili krizanja populacija, a objaSnjene su u radu Rochus i sur. (2018).
Migracija izmedu €esSkih ovaca valachian i sumavske pod pretpostavkom je zajednickog

porijekla ove dvije pasmine.

5.6. Genomski inbriding hrvatskih izvornih pasmina ovaca

ROH-ovi su kontinuirani homozigotni segmenti koji su Cesti kod jedinki i populacija.
Pruzaju korisne informacije o genetskoj srodnosti izmedu jedinki ¢ime se otkrivaju moguée
Stetne varijante u genomu te daju informacije o demografskoj evoluciji populacije tijekom
vremena. ROH se koristi kao indikator razine inbridinga u populacijama. lzraCunavanje
koeficijenta inbridinga iz ROH (Fron) toCnije je za procjenu autozigotnosti i za otkrivanje
proslih i novijih u€inaka inbridinga od procjene inbridinga na temelju podataka u rodovniku
(Feren&akovic i sur., 2013; Kim i sur., 2015).

U populacijama hrvatskih izvornih pasmina zabiljeZen je niski i pozitivni inbriding (0,025-
0,070) Sto sugerira da Zivotinje u analizi nisu visoko povezane. Sli¢ni koeficijenti inbridinga

pronadeni su kod talijanske pasmine valle del belice u radu Mastrangela i sur. (2017).
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Kod svih jedinki hrvatskih izvornih pasmina pronadeni su ROH-ovi veéi od 1Mb. Vrijednost
Fron za duljinu homozigotne regije ve¢u od 2 Mb kretala se od 0,028 za dalmatinsku
pramenku do 0,075 za dubrovacku rudu. Sli¢ni rasponi Fron vrijednosti dobiveni su za ruske
pasmine ovaca (Deniskova i sur., 2018) i vecinu talijanskih pasmina ovaca (Mastrangelo i
sur., 2018), dok su vece razine inbridinga pronadene kod barbaresca, delle langhe, leccese
i valle dell belice pasmina ovaca (Mastrangelo i sur., 2018) te africke pasmine ovaca
(Dzomba i sur., 2021). Dubrovacka ovca proZivjela je drasticno smanjenje broja jedinki
tijekom 90-tih godina proteklog stolje¢a. Revitalizacija pasmine koja je po¢ela 2003. godine
je obuhvatila 112 jedinki (Mio¢€ i sur., 2003) koje su genetska osnova danasnje populacije
dubrovacke ovce, a tako mali broj genotipova doveo je do povecane razine inbridinga kod
dubrovacke ovce. Homozigotne regije veée od 2 Mb pronadene su za sve jedinke creske i
rapske ovce dok ostale pasmine imaju barem jednu jedinku kod koje nisu pronadene
homozigotne regije te duljine. Povecanjem duljine homozigotne regije smanjivao se broj
jedinki kod kojih je ROH te kategorije prisutan. Kod najvece kategorije homozigotne regije
duljine 16 Mb sve hrvatske izvorne pasmine su imale jedinke kod kojih nisu pronadeni ROH-
ovi. Pasmina s najmanjom proporcijom jedinki u ROH kategoriji >16 Mb bila je dalmatinska
pramenka kod koje su tek u 32% jedinki bile prisuthe homzigotne regije dulje od 16 Mb.
Distribucija duzina ROH-ova s dominacijom kratkih homozigotnih segmenata u skladu je s
rezultatima dobivenim u raznim populacijama ovaca (Al-Mamun i sur., 2015; Mastrangelo i
sur., 2018; Mastrangelo i sur., 2017; Purfield i sur., 2017; Deniskova i sur., 2018, Nosrati i
sur., 2021). Obzirom da tijekom mejoze dolazi do rekombinacija koje prekidaju duge
kromosomske segmente, dugacke homozigotne regije smatraju se rezultatom inbridinga
koji se dogodio nedavno (ROH>10 Mb ~ 5 generacija), dok su kratki ROH segmenti rezultat
IBD regija koje potje€u od dalekog zajednic¢kog pretka i sugeriraju inbriding koji se dogodio
i prije 50 generacija (ROH>1Mb), (Kirin i sur., 2010, Feren&akovi¢ i sur., 2013; Curik i sur.,
2014). Rezultati pokazuju povecéanje broja homozigotnih regija od 20. generacije pa sve do
treCe generacije unazad. Sukladno tome dolazi i do povecanja inbridinga koeficijenta s
0,005 unazad 25 generacija na 0,021 unazad tri generacije uprosjeteno za sve pasmine.
Povecanje vrijednosti koeficijenta inbridinga sugerira nedavno opadanje u efektivnoj velicini
populacija, no isto tako prikazuje prisustvo homozigotnih regija kako danas tako i u proslosti
pasmina.

Uzrok povec¢anja nedavnog inbridinga moze biti dugotrajnije koriStenje istih ovnova
u stadima i veée parenje jedinki u srodstvu kako je predlozeno u radu Mastrangela i sur.
(2017) kao objadnjenje za nedavno povecani inbriding kod valle del belice ovce. Jednako
kao i na Siciliji i u Hrvatskoj stoCari primjenjuju prirodni pripust, a ovnovi se u stadima koriste
kroz nekoliko godina ili se jedan ovan koristi u viSe stada Sto rezultira poveé¢anjem inbridinga

i posljedi¢no tome smanjenjem varijabilnosti. Akumuliranje dugackih homozigotnih regija u
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jedinkama moze imati posljedice na smanjenje fithesa. Isto tako, duge homozigotne regije
obogacéene su genomskim regijama koje nose Stetne mutacije pa je tako dokazano da su
genomske regije koje sadrze dugacke ROH-ove povezane sa smanjenom koli¢inom mlijeka
kod holstein goveda (Pryce i sur., 2014), smanjenom plodno$¢u kod bikova (Feren&akovi¢
i sur., 2017) i krava (Kim i sur., 2015; Martikainen i sur., 2017) koja je najvjerojatnije
uzrokovana inbriding depresijom.

Kratke homozigotne regije prikazuju selekciju kroz duZi vremenski period.
Rekombinacije su u ovom slu¢aju imale viSe vremena da pocijepaju homozigotne regije

koje su bile uzrokovane selekcijom na odredena svojstva (Purfield i sur., 2017).

5.7. Efektivna veli€ina populacija hrvatskih izvornih pasmina ovaca

Efektivna veli€ina populacije koristi se za pracenje genetske raznolikosti i pomaze
objasniti evoluciju populacija. Takoder, efektivna veli¢ina populacija je glavni indikator
pojave rizika od genetske erozije (Tenesa i sur., 2007). Ve¢ dugi niz godina poznato je da
pracenje efektivne veli€¢ine populacija je vazan alat za dugoro€nu konzervaciju ugrozenih
populacija (Notter, 1999; Gandini i sur., 2004; Biscarini i sur., 2015).

Danas postoji puno razli¢itih softvera koji procjenjuju efektivnu veli€¢inu populacija, a
najzastupljeniji softver za procjenu efektivne veliCine populacije kod domacdih Zivotinja je
SNeP softver (Barbato i sur., 2015) koji procjenjuje Ne iz molekularnih podataka na temelju
povezanosti s LD-om. Program procjenjuje efektivnu veli¢inu populacija od unazad 13
generacija jer za recentnije procjene se nije pokazao pouzdanim. Procjena povijesne
efektivne veli€¢ine populacija za hrvatske izvorne pasmine ovaca pokazuje jasan trend
smanjenja efektivne veli¢ine populacije koji je vidljiv i kod ostalih europskih i svjetskih
pasmina ovaca (Kijas i sur., 2012; Ciani i sur. 2014; Deniskova i sur., 2018). Najveci pad
efektivne veli€ine populacije zabiljezen je zadnjih 100-200 godina kod svih pasmina ovaca.
Od hrvatski izvornih pasmina paska ovca je pokazala najvecu efektivnu veli€¢inu populacija
preko svih generacija. Najvecu vrijednost Nei1z imale su paska ovca (242) i dalmatinska
pramenka (147), dok je najmanja efektivna veli€ina populacije zabiljezena kod kréke ovce
(82). Hrvatske izvorne pasmine ovaca pokazale su vec¢u efektivnu veli€¢inu populacije u 13.
generaciji nego $to je to procijenjeno za iranske pasmine ovaca na 600K SNP ¢ipu te
takoder i vecu efektivhu veli¢inu skoro svih populacija u 150. generaciji (Khabisi i sur.,
2021). Isti trend Ne hrvatskih izvornih pasmina ovaca nastavlja se i u 50. generaciji kada su
opet najveée Ne procijenjene za pasku ovcu (850) i dalmatinsku pramenku (593), a najmanja
Ne procijenjena za kréku ovcu (307). Sve hrvatske izvorne pasmine ovaca pokazale su vecu
efektivhu veli€inu populacija od talijanske altamurana ovce. Creska ovca, kréka ovca,

istarska ovca i dubrovacka ovca imale su Nesp u rasponu od 307-353 Sto je slicno
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procijenjenoj efektivnoj veli€ini u 50. generaciji za talijansku sardinijsku povijesnu crnu ovcu,
delle langhe ovcu (Ciani i sur. 2014), chios ovci, Svicarskoj crno-smedoj planinskoj ovci
(Kijas i sur., 2012). Procijenjena efektivna veli¢ina populacija za pasku ovcu u 50. generaciji
je bila vrlo sliéna australskom merinu (Kijas i sur., 2012) i castellana ovci (Barbato i sur.,
2015).

Opazeno opadanje efektivne veli€ine populacija tijekom vremena uzrokovana je
specijalizacijom ovaca na proizvodne osobine (mlijeko-vuna) koje je pocelo prije 4 000-5
000 godina (Chessa i sur., 2009), dok je opadanje efektivne veliine populacije u posljednjih
nekoliko stotina godina povezano je sa selekcijom ovaca i podjelom na subpopulacije (Kijas
i sur., 2012).

Procjena sadasSnje efektivne veliine populacije u ovom doktorskom radu
napravlijena je s GONE programom. GONE program je u simulacijama pokazao vrlo
preciznu procjenu efektivne veliine populacije do unazad 200 generacija. Za razliku od
ostalih programa GONE vrlo to¢no prikazuje promjene Ne tijekom povijesti ¢ak i ako se radi
o znacajnim povecanjima ili smanjivanjima vrijednosti (Santiago i sur., 2020; Wang i sur.,
2016).

Promjene u povijesnoj efektivnoj veli€ini populacija dalmatinske pramenke, licke
pramenke i dubrovacke ovce bile su ocitije s veéim razlikama N, vrijednostima. Efektivha
veli¢ina populacije dalmatinske pramenke pokazuje trend laganog smanjenja efektivne
veli¢ine populacije od 50. generacije sve do 5. generacije kada pocinje naglo opadati i
doseze vrijednost od 35 668. Dodatni nagli pad efektivne veli€ine populacije o€ituje se u
sljedecoj generaciji, $to se dogodilo otprilike prije 12 godina kada Ne opada na 1 039,27 te
tu vrijednost zadrZzava i danas. Dubrovacka ovca i licka pramenka ne dosezu visinu
efektivne veli€ine populacije dalmatinske pramenke. Dubrovacka ovca, promatrano unazad
50 generacija, doseze maksimalnu vrijednost od 39 013 prije 43 generacije i lagano pocinje
opadati sve do 19. generacije. Nakon toga efektivna veli€ina populacije dubrovacke ovce
naglo opada na 256 u samo pet generacija (otprilike 18 godina) i sline vrijednosti zadrzava
do danas. Li¢ka pramenka pokazuje sli¢ne trendove kao dubrovacka ovca uz nesto nize
vrijednosti efektivne veli€¢ine populacije koje se kreéu oko 20 000. Sli¢ne vrijednosti
zadrzava sve do prije 9 generacija kada naglo opada i dana3nju vrijednost (N.=598) doseze
prije Cetiri generacije (otprilike prije 12 godina). Ove tri pasmine pokazuju visoku povijesnu
efektivnu veli€inu populacije koje se pojavijuje jo§ kod ruskih pasmina gissar i aykol
(Deniskova i sur.,2019).

Ostale hrvatske izvorne pasmine ovaca imaju gotovo linearni trend efektivne veli€ine
populacija, uz maksimalnu vrijednost od 8 398 za rapsku ovcu (prije 50 generacija), 6 263
za pasku ovcu (prije 50 generacija), 5 563 za kréku ovcu (prije 20 generacija), 4 368 za

istarsku ovcu (prije 44 generacija) te 3 826 za cresku ovcu (prije 22 generacije). Procjene
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efektivne veli¢ine populacije hrvatskih izvornih pasmina ovaca slicne su onima
procijenjenima za svjetske pasmine ovaca (Purfield i sur., 2017, Deniskova i sur., 2018.
Kijas i sur., 2012, Beynon i sur., 2015). Vrlo niska efektivna veli€ina populacije dubrovacke
ovce sli¢na je onoj opazenoj kod ruske kuchugur pasmine (N.=65), Svedske gute ovce
(Ne=68), a najvjerojatnije je posljedica domovinskog rata kada je poznato da je broj ovaca
dubrovacke ovce pao na svega nekoliko jedinki. Vrlo visoke vrijednosti povijesne efektivne
veli€ine populacije za odredene pasmine pokazuju da su te pasmine kroz povijest bile vrlo
rasprostranjene na podrucju Republike Hrvatske te potvrduju povijesne zapise o uzgoju
velikog broja ovaca (1 105 078 ovaca) na podruc¢ju danasnje Dalmacije (Defilipis, 1966).
Takoder, vrlo visoki linearni trend efektivne veli€ine populacije paske ovce moze se pripisati
sustavnom djelovanju stoCara joS od 1870. godine kada je osnovano drustvo za
unapredenje ovCarstva ,Gregge Modella“ (Pavlinic¢ i sur., 1936).

Visoka efektivha veli¢ina populacija, slicha onima dobivenim za komercijalne
pasmine kao sto su texel i romanov (Rochus i sur., 2020), moZe biti uzrokovana kriZzanjima
izvornih pasmina ovaca s drugim ovnovima u svrhu oplemenjivanja, ponajprije merino
ovnovima, ali isto tako i refleksija njihovog trenutno brojnog stanja posebice kod

dalmatinske pramenke.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja strukture populacije hrvatskih izvornih pasmina

ovaca i procjene njihovog genetskog statusa moze se zakljuditi sljedece:

1.

Hrvatske izvorne pasmina ovaca uspjesSno su genotipizirane visokorezolutnim SNP
Cipom (Infinium Ovine HD, 606 000 SNP).

Hrvatske izvorne pasmina pokazuju visoku genetsku raznolikost unutar populacija
koja se ocituje visokom razinom heterozigotnosti.

Utvrdena je podijela hrvatskih izvornih pasmina uzrokovana geografskim barijerama
na otoCke i kontinentalne pasmine. Grupu otockih pasmine &ine istarska, creska,
paska, rapska i kréka ovca, dok su se u grupu kontinentalnih pasmina smijestile
dalmatinska pramenka, licka pramenka i dubrovacka ovca.

Kod istarske ovce i dubrovacke ovce utvrdena je velika pasminska diferenciranost
koja ih je jasno odvojila od ostalih istraZivanih pasmina.

Paska ovca i rapska ovca se nisu u potpunosti diferencirale, kao ni licka i
dalmatinska pramenka &to sugerira zajedniCko porijeklo tih pasmina.

U Sirem kontekstu s mediteranskim pasminama ovaca hrvatske izvorne pasmine
zauzimaju srediSnju poziciju izmedu isto€noeuropskih pasmina i zapadnoeuropskih
pasmina time sugeriraju¢i da je protok gena iz centra domestikacije u srednju i
sjevernu Europu iSao mediteranskim putem i preko isto¢ne obale Jadranskog mora.
Hrvatske izvorne pasmine ¢ine zasebnu grupu ovaca pramenka tipa zajedno s
ostalim isto€noeuropskim ovcama (makedonska pramenka, srpska pramenka,
valachian ovca, karpatska planinska ovca).

Kod dalmatinske pramenke, licke pramenke, paske ovce i rapske utvrdene su niske
razine inbridinga i visoke efektivne veliine populacije $to ukazuje na genetsku
stabilnost tih pasmina.

Kod ostalih hrvatskih izvornih pasmina utvrdene su viSe razine inbridinga i manje
efektivne veli€ine populacije ( Ne<100) Sto upozorava da se za te pasmine treba

paZljivo provoditi uzgojno selekcijski rad.

10. Posebnost hrvatskih izvornih pasmina utvrdena je na osam genomskih regija.
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Istrazivanje ovog doktorskog rada financirano je od strane HRZZ projekta IP-2018-
01-8708, ,Primjena NGS metoda u procjeni genomske varijabilnosti prezivaca —
ANAGRAMS*.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Opisna statistika hrvatskih izvorni pasmna. U tablici su prikazane oznake uzoraka, pasmina, lokacija uzorkovanja, spol te geografske
koordinate za svaku jedinku hrvatske izvorne pasmine ovaca koristene u ovom doktorskom radu

Oznaka uzorka Pasmina Spol Mjesto uzorkovanja Geografska Sirina Geografska duzina
C156 creska ovca F Cres 44961749 14,409676
C158 creska ovca F Cres 44,961749 14,409676
C159 creska ovca F Cres 44,961749 14,409676
C160 creska ovca M Cres 44961749 14,409676
C161 creska ovca M Mali LoSinj 44,530082 14,476145
C162 creska ovca F Mali LoSinj 44,530082 14,476145
C163 creska ovca M Mali LoSinj 44,530082 14,476145
Cl64 creska ovca M Mali LoSinj 44,530082 14,476145
C165 creska ovca F Mali LoSinj 44,534061 14,469509
C166 creska ovca F Mali LoSinj 44,534061 14,469509
Cl67 creska ovca F Mali LoSinj 44,534061 14,469509
C169 creska ovca F Mali LoSinj 44,534061 14,469509
C170 creska ovca F Mali LoSinj 44,534061 14,469509
C1l71 creska ovca F Mali LoSinj 44,534061 14,469509
C1l74 creska ovca F Mali LoSinj 44,534061 14,469509
C175 creska ovca F Mali LoSinj 44534171 14,469651
C176 creska ovca M Mali LoSinj 44534171 14,469651
C177 creska ovca F Cres 44,883939 14,424565
C178 creska ovca F Cres 44,883939 14,424565
C180 creska ovca M Cres 44,883939 14,424565
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Oznaka uzorka

Pasmina

Mjesto uzorkovanja

Geografska Sirina Geografska duzina

D133
D134
D135
D136
D137
D138
D139
D140
D141
D142
IMO141
IMO154
IMO166
IMO38
IMO59
IMOG66
S0118
S0123
S0O35
SO70
Z0105
20122
Z0126
720129
Z034
2069

dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka
dalmatinska pramenka

z'l'lz'l'lﬂzzzﬂzzzz'ﬂzz‘l’l'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂz'ﬂﬂﬂ%
o

NereZidc¢a
Visoka
Mirlovi¢ Zagora
Gornje Planjane
KaocCine
Nevest
Nevest
Nevest
Gornje Utore
Gornje Planjane
Slivno, Imotski
Svib, Imotski
Svib, Imotski
Ric¢ice, Imotski
Ric¢ice, Imotski
Ric¢ice, Imotski
Podumci
Gornje Utore
Pakovo Selo
Mirlovi¢ Zagora
Podumci
Gornje Utore
Gornje Utore
Gornje Utore
Pakovo Selo
Mirlovi¢ Zagora

43,3140019
45,0415955
43,7655692
43,7683363
43,8602502
43,725460
43,725243
43,727445
43,706283
43,767728
43,3385821
43,55
43,55
43,5154068
43,5154068
43,5154068
43,736265
43,705704
43,822011
43,763894
43,736265
43,705704
43,705704
43,705704
43,822011
43,763894

16,5236901
18,6535643
16,0896263
16,191587
16,0636727
16,218692
16,217963
16,212031
16,267638
16,194072
17,2311234999
16,96
16,96
17,1057221999
17,1057221999
17,1057221999
16,135097
16,267648
16,071372
16,071839
16,135097
16,267648
16,267648
16,267648
16,071372
16,071839
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Oznaka uzorka

Pasmina

(7]
©
=4

Mjesto uzorkovanja

Geografska Sirina Geografska duzina

DR121
DR130
DR138
DR139
DR146
DR147
DR148
DR149
DR150
DR151
DR152
DR153
DR154
DR155
DR156
DR157
DR158
DR159
DR160
DR18
DR23
DR32
DR51
DR7
DR77
DR84

dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca

=< 1L I < N NG I T e e e e e T T e I s I A I B B = B

Dubrovnik
Dubrovnik
Dubrovnik
Dubrovnik
Imotica
Topolo
Imotica
Mlini
Martinovici
Kuna PeljeSka
Ofri¢ seoci
Osojnik
Gornje Obuljeno
Blato
Plocice
Cesvinica
Stedrica
Stedrica
Trnovica
PeljeSac
PeljeSac
PeljeSac
PeljeSac
PeljeSac
Dubrovnik
Dubrovnik

42,659256
42,659256
42,659256
42,659256
42,914390
42,908720
42,913970
42,640698
42,651432
42,966753
43,155959
42,652214
42,678359
42,767044
42,420415
42,849636
42,892446
42,894074
42,889942
42,875267
42,875267
42,875267
42,875267
42,875267
42,659256
42,659256

18,147009
18,147009
18,147009
18,147009
17,684580
17,707100
17,685090
18,195950
18,184073
17,346229
17,458972
18,096753
18,109480
17,475883
18,485576
17,667508
17,684017
17,681519
17,838175
17,529728
17,529728
17,529728
17,529728
17,529728
18,147009
18,147009
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Oznaka uzorka

Pasmina

Mjesto uzorkovanja

Geografska Sirina Geografska duzina

1018
1O 36
10 42
10 44
10104
10199
10200
10201
10202
10203
10205
10206
10207
10208
1032
1060
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1077
1085
K138

istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
kréka ovca

Tlzzzzzzzzz'I'I'I'I'I'ITI'I'ITITITITITI'I'Ilez'I'Iz_g)
o

Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
Svetvincenat
Slum
Slum
Krmed
Svetvincenat
Boljunsko polje
Tar
Loborika
Loborika
Sajini
Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
Oprtalj
SvetvinCenat
Svetvinenat
Vrbnik

45,398974
45,398974
45,398974
45,398974
45,013222
45,360839
45,360839
45,084907
45,013222
45,297998
45,316611
44,920251
44,920251
45,031728
45,398974
45,398974
45,398974
45,398974
45,398974
45,398974
45,398974
45,398974
45,398974
45,013222
45,013222
45,075877

13,879502
13,879502
13,879502
13,879502
13,848607
14,058960
14,058960
13,825787
13,848607
14,133345
13,628946
13,909156
13,909156
13,942707
13,879502
13,879502
13,879502
13,879502
13,879502
13,879502
13,879502
13,879502
13,879502
13,848607
13,848607
14,675198
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Oznaka uzorka Pasmina Spol Mjesto uzorkovanja Geografska Sirina Geografska duzina
K140 kréka ovca F Vrbnik 45,075877 14,675198
K141 kréka ovca M Vrbnik 45,075877 14,675198
K142 kréka ovca M Vrbnik 45,075877 14,675198
K143 kréka ovca F Vrbnik 45,075877 14,675198
K144 kréka ovca F Vrbnik 45,075877 14,675198
K146 kréka ovca M Vrbnik 45,075877 14,675198
K147 kréka ovca F Korni¢ 45,042930 14,610160
K148 kréka ovca F Kornié¢ 45,042930 14,610160
K149 krcka ovca F Kornié¢ 45,042930 14,610160
K151 kréka ovca M Korni¢ 45,042930 14,610160
K152 kréka ovca M Kornié¢ 45,042930 14,610160
K153 kréka ovca M Korni¢ 45,042930 14,610160
K154 kréka ovca F Kornié 45,042930 14,610160
K155 kréka ovca F Vrbnik 45,075975 14,675338
K156 kréka ovca F Vrbnik 45,075975 14,675338
K157 kréka ovca F Vrbnik 45,075975 14,675338
K158 kréka ovca F Vrbnik 45,075975 14,675338
K161 kréka ovca F Vrbnik 45,075975 14,675338
K162 kréka ovca M Draga Basc¢anska 44,999105 14,709954

LP311 licka pramenka M Ladevnjak 45,413065 15,591725
LP312 licka pramenka M Vrelo Koreni¢ko 44,763445 15,685120
LP314 licka pramenka M Frkasi¢ 44,692126 15,808173
LP315 licka pramenka M Smiljan 44,563019 15,321368
LP316 licka pramenka M Homoljac 44,773234 15,625069
LP317 licka pramenka M Komi¢ 44,457955 15,729439
LP318 licka pramenka M Debelo Brdo 44,667061 15,693453
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Oznaka uzorka

Pasmina

Mjesto uzorkovanja

Geografska Sirina Geografska duzina

LP319
LP320
LP323
LP324
LP325
LP326
LP327
LP328
LP329
LP330
LP331
LP334
LP335
PO19
PO199
PO200
PO201
PO202
PO203
PO204
PO205
PO206
PO212
PO213
PO214
PO215

licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
paska ovca
paska ovca
paska ovca
paska ovca
paska ovca
pasSka ovca
pasSka ovca
pasSka ovca
pasSka ovca
pasSka ovca
pasSka ovca
paska ovca
paska ovca

Bjelopolje
Buni¢
Oravac
Kalebovac
Rudopolje Bruvanjsko
Gracac
Gospic
Perusic
Musaluk
Korenica
Duga Resa
Glina
Donji Budacki
Vréici
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan
Kolan

LT M2 2|9
o

44,744034
44,671727
44,726648
44,737678
44,393690
44,264571
44,552209
44,672303
44,605288
44,686323
45,493552
45,364957
45,366003
44,383278
44,495566
44,495567
44,495568
44,495569
44,495570
44,495571
44,495572
44,495573
44,495574
44,495575
44,495576
44,495577

15,706583
15,611614
15,715679
15,707928
15,826690
15,830730
15,356270
15,435755
15,366651
15,807646
15,454675
16,069845
15,594921
15,138955
14,958844
14,958845
14,958846
14,958847
14,958848
14,958849
14,958850
14,958851
14,958852
14,958853
14,958854
14,958855
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Oznaka uzorka Pasmina Spol Mjesto uzorkovanja Geografska Sirina Geografska duzina
PO216 paska ovca M Kolan 44,495578 14,958856
PO218 paska ovca M Kolan 44,495579 14,958857
PO219 paska ovca M Kolan 44 495580 14,958858
PO222 paska ovca M Kolan 44 495581 14,958859
PO223 paska ovca M Kolan 44,495582 14,958860
PO226 paska ovca M Kolan 44,495583 14,958861
PO227 paska ovca M Kolan 44,495584 14,958862
PO228 paska ovca M Kolan 44,495585 14,958863

PO41 paska ovca F Novalja 44 559501 14,881246
PO45 paska ovca F Novalja 44 559501 14,881246
PO46 paska ovca M Novalja 44 559501 14,881246
PO47 paska ovca M Novalja 44 559501 14,881246
PO49 paska ovca M Novalja 44 559501 14,881246
PO61 paska ovca F Kolan 44,493964 14,961070
PO62 paska ovca F Kolan 44,491025 14,962611
PO63 paska ovca F Simuni 44,467518 14,961267
PO64 paska ovca F Novalja 44,550788 14,886053
PO65 paska ovca F Simuni 44,467524 14,961235
PO66 paska ovca F Kolan 44,493964 14,961070
PO67 paska ovca F Novalja 44,556922 14,883552
PO68 paska ovca F Gajac 44,534450 14,892964
PO69 paska ovca F Kolan 44,497476 14,958223
PO70 paska ovca F Simuni 44,469624 14,956565
PO8 paska ovca F Vreici 44,383278 15,138955
POG12 paska ovca M Kolan 44,491025 14,962611
POG14 paska ovca M Kolan 44,491025 14,962611
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Oznaka uzorka Pasmina Spol Mjesto uzorkovanja Geografska Sirina Geografska duzina
POG15 paska ovca M Kolan 44,491025 14,962611
POG17 paska ovca M Kolan 44,495120 14,958922
POG22 paska ovca M Kolan 44 494671 14,960181
POG24 paska ovca M Kolan 44 494671 14,960181

POG3 paska ovca M Kolan 44,495585 14,958863
POGS8 paska ovca M Kolan 44,499357 14,955732
R170 rapska ovca F Rab 44797284 14,733543
R171 rapska ovca M Rab 44,805470 14,725080
R172 rapska ovca F Rab 44,805470 14,725080
R173 rapska ovca F Rab 44,760618 14,759396
R174 rapska ovca F Rab 44,761380 14,756950
R175 rapska ovca M Rab 44765756 14,768272
R178 rapska ovca F Rab 44 742672 14,793874
R179 rapska ovca M Rab 44 742672 14,793874
R180 rapska ovca F Rab 44,772212 14,765982
R182 rapska ovca F Rab 44,740318 14,799108
R183 rapska ovca F Rab 44,735288 14,806335
R184 rapska ovca F Rab 44,761201 14,756943
R185 rapska ovca M Rab 44770078 14,765331
R186 rapska ovca F Rab 44,760919 14,759448
R187 rapska ovca F Rab 44,746981 14,787656
R189 rapska ovca M Rab 44,753127 14,774545
R190 rapska ovca M Rab 44,803069 14,727007
R191 rapska ovca F Rab 44,803069 14,727007
R192 rapska ovca M Rab 44752470 14,775307
R193 rapska ovca M Rab 44,736215 14,801059
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Oznaka uzorka Pasmina Spol Mjesto uzorkovanja Geografska Sirina Geografska duzina
SMK 1b makedonska pramenka Tetovo, Sjeverna Makedonija 42,063400 20,936687
SMK 2b makedonska pramenka Tetovo, Sjeverna Makedonija 42,063400 20,936687
SMK 3b makedonska pramenka Tetovo, Sjeverna Makedonija 42,063400 20,936687
SMK 4b makedonska pramenka Tetovo, Sjeverna Makedonija 42,063400 20,936687

SMK 5 makedonska pramenka Tetovo, Sjeverna Makedonija 42,063400 20,936687
SMK 6 makedonska pramenka Tetovo, Sjeverna Makedonija 42,063400 20,936687
SMK 7b makedonska pramenka Tetovo, Sjeverna Makedonija 42,063400 20,936687
SMK 9b makedonska pramenka Tetovo, Sjeverna Makedonija 42,063400 20,936687
MR24 muflon M Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR25 muflon M Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR28 muflon M Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR30 muflon M Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR34 muflon M Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR40 muflon F Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR43 muflon F Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR46 muflon F Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR47 muflon F Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
MR50 muflon F Kalifront, Rab 44,781835 14,691458
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Prilog 2. Dodatni uzorci koristenih u ovom doktorskom radu. U tablici je prikazano porijeklo pasmina, ime pasmine, oznaka pasmine, izvor iz
kojeg su preuzeti genotipovi, broj uzoraka i geografske oznake

Geografske oznake

Porijeklo pasmine  Ime pasmine Oznaka Izvor podataka Broj uzoraka ——; -
Sirina (°N) Duzina (°E)

Ceska Valachian VAL Cao i sur. (2020) 8 49,82 15,47
Ceska Sumavska SUM Cao i sur. (2020) 8 49,82 15,47
Francuska Merino MER Kijas i sur. (2014) 36 -25,274398  133,775136
Francuska Noire du Velay NVE Rochus i sur. (2018) 19 45,009346 3,775932
Francuska Causse du Lot CDL Rochus i sur. (2018) 20 44,799383 1,617901
Francuska Rava RAV Rochus i sur. (2018) 20 45777222 3,087025
Francuska Blanche du Massif Central BMC Rochus i sur. (2018) 20 44,517611 3,501873
Francuska Meat Lacaune LAM Rochus i sur. (2018) 34 43,974566 2,992022
Francuska Dairy Lacaune LAC Rochus i sur. (2018) 36 43,974566 2,992022
Francuska Limousine LIM Rochus i sur. (2018) 18 45,6424049 2,094306
Francuska Tarasconnaise TAR Rochus i sur. (2018) 15 42,848524 1,604815
Francuska Corse COR Rochus i sur. (2018) 16 42,104248  9,5124289
Francuska Manech Téte Rouge MTR Rochus i sur. (2018) 25 43,329845 -1,406347
Francuska Préalpes du Sud PAS Rochus i sur. (2018) 17 44,194713 5,943191
Francuska Mourerous MOU Rochus i sur. (2018) 16 44,089224 6,853764
Italija Altamurana ALT Cao i sur. (2020) 15 41,1171432  16,8718715
Italija Leccese LEC Cao i sur. (2020) 15 40,7928393 17,1011931
Srbija Pramenka PRA Cao i sur. (2020) 14 44,74 20,44
Ukrajina Carpathian Mountain MKS Cao i sur. (2020) 13 48,55 23,01
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Prilog 3. Parametri procjene Cisto¢e DNA i koncentracija DNA.

Pasmina

Uzorak A260/A280 A260/A230 Koncentracija (ng/pl)

creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
creska ovca
kréka ovca
kréka ovca
kréka ovca
kréka ovca
kr¢ka ovca
kréka ovca
kr¢ka ovca
kréka ovca
kr¢ka ovca
kréka ovca
kr¢ka ovca
kréka ovca
kr¢ka ovca
kréka ovca
kr¢ka ovca
kréka ovca
kr¢ka ovca
kréka ovca
kr¢ka ovca
kréka ovca

licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka

C156 1,951 1,143 40
C158 1,862 1,895 54
C159 1,857 1,696 58,5
C160 1,898 1,55 46,5
C161 1,923 1,887 50
C162 1,923 1,923 50
C163 1,891 1,776 43,5
Cl64 1,87 1,554 50,5
C165 1,932 1,7 42,5
C166 1,926 1,891 52
C167 1,92 2,286 48
C169 1,922 1,531 49
C170 1,864 2 55
Ci71 1,885 1,782 49
Cl74 1,9 1,928 66,5
C175 1,895 1,714 54
C1l76 1,873 1,967 59
C177 1,93 1,719 55
C178 1,888 2,104 101
C180 1,899 1,807 75
K138 1,955 1,911 43
K140 1,905 1,702 40
K141 1,914 1,811 33,5
K142 1,927 1,795 39,5
K143 1,909 1,585 42
K144 1,9 1,557 47,5
K146 1,889 1,889 51
K147 1,933 1,812 43,5
K148 1,843 1,593 47
K149 1,977 1,7 42,5
K151 1,925 1,711 38,5
K152 1,93 1,627 41,5
K153 1,909 1,944 52,5
K154 1,909 2,019 52,5
K155 1,904 1,868 49,5
K156 1,937 1,979 46,5
K157 1,905 1,818 40
K158 1,949 1,949 38
K161 1,911 1,654 43
K162 1,879 1,879 54,5
LP311 1,905 1,455 40
LP312 1,902 1,565 48,5
LP314 1,883 1,738 56,5
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Pasmina

Uzorak A260/A280 A260/A230 Koncentracija (ng/ul)

licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
licka pramenka
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
rapska ovca
paska ovca
paska ovca
paska ovca
paska ovca
paska ovca
paska ovca
paska ovca
paska ovca

LP315
LP316
LP317
LP318
LP319
LP320
LP323
LP324
LP325
LP327
LP326
LP328
LP329
LP330
LP331
LP334
LP335
R170
R171
R172
R173
R174
R175
R178
R179
R180
R182
R183
R184
R185
R186
R187
R189
R190
R191
R192
R193
PO199
PO200
PO201
PO202
PO203
PO204
PO205
PO206

1,9
1,909
1,978
1,895
1,903
1,932
1,967
1,907

2
1,943
1,923

3,4

2

2
2,095
1,917
1,933
2,154

2
1,872
2,059
1,812
1,966
1,918
1,932
1,895

1,86
2,05
1,949
1,895
1,921
1,918

2
1,939
2,179
1,917
1,298
1,941
1,947
1,892
1,925
1,926

1,94
1,898
1,923

1,667
1,522
1,517
1,688
1,612
1,491
1,475
1,783
2
1,744
1,316
0,895
1,588
1,6
1,158
1,437
1,487
0,848
1,19
1,571
1,25
0,817
1,583
1,593
2
2
1,25
1,344
1,617
1,846
1,46
1,741
1,824
1,882
1,491
1,683
0,961
1,941
1,881
1,918
1,925
1,902
2,176
2
1,603

47,5
52,5
45,5
54
68,5
42,5
29,5
41
17
34
25
17
27
20
22
23
29
28
25
44
17,5
29
28,5
47
57
54
40
41
38
36
36,5
47
31
32
42,5
34,5
37
66
55,5
70
77
78
80,5
93
62,5
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Pasmina Uzorak A260/A280 A260/A230 Koncentracija (ng/ul)
paska ovca PO212 1,908 1,726 72,5
paska ovca PO213 1,913 2 110
paska ovca PO214 1,916 2,151 114
paska ovca PO215 1,932 1,977 85
paska ovca PO216 1,942 1,942 101
paska ovca PO218 1,943 2,111 85,5
paska ovca PO219 1,93 1,803 68,5
paska ovca PO222 1,917 1,957 92
paska ovca PO223 1,93 1,803 68,5
paska ovca PO226 1,92 2,048 108
paska ovca PO227 1,929 1,761 81
paska ovca PO228 1,913 1,467 66
dalmatinska pramenka D133 1,885 2 49
dalmatinska pramenka D134 1,9 2 19
dalmatinska pramenka D135 1,907 2,103 41
dalmatinska pramenka D136 1,971 1,816 34,5
dalmatinska pramenka D137 2 1,455 16
dalmatinska pramenka D138 1,923 1,63 37,5
dalmatinska pramenka D139 1,899 1,852 75
dalmatinska pramenka D140 1,906 1,488 30,5
dalmatinska pramenka D141 2 1,647 28
dalmatinska pramenka D142 2,133 1,524 16
dalmatinska pramenka IMO141 1,706 0,829 14,5
dalmatinska pramenka [IMO154 1,714 0,75 6
dalmatinska pramenka IMO166 1,889 0,81 8,5
dalmatinska pramenka IMO38 1,706 1,381 29
dalmatinska pramenka IMO59 2 0,889 8
dalmatinska pramenka IMO66 1,889 1 8,5
dalmatinska pramenka S0O118 1,7 0,911 25,5
dalmatinska pramenka S0123 1,655 0,98 24
dalmatinska pramenka SO35 1,486 0,839 26
dalmatinska pramenka SO70 1,524 0,889 16
dalmatinska pramenka Z0105 1,692 1,128 22
dalmatinska pramenka Z0122 1,353 0,657 11,5
dalmatinska pramenka Z0126 1,133 1 17
dalmatinska pramenka Z0129 1,739 0,889 20
dalmatinska pramenka Z034 1,875 15 22,5
dalmatinska pramenka Z0O69 1,65 1,138 16,5
dubrovacka ovca DR121 1,375 0,431 11
dubrovacdka ovca DR130 1,765 0,938 15
dubrovacka ovca DR138 1,684 0,889 16
dubrovacdka ovca DR139 1,846 1,043 12
dubrovacka ovca DR146 1,89 2,177 86
dubrovacka ovca DR147 2 1,027 57
dubrovacka ovca DR148 1,889 1,7 59,5
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Pasmina

Uzorak A260/A280 A260/A230 Koncentracija (ng/ul)

dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
dubrovacka ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
istarska ovca
muflon

DR149
DR150
DR151
DR152
DR153
DR154
DR155
DR156
DR157
DR158
DR159
DR160
DR18
DR23
DR24
DR51
DR7
DR77
DR84
10 18
10 36
10 42
10 44
10104
10199
10200
10201
10202
10203
10205
10206
10207
10208
1032
1060
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1077
1085
MR24

191
1,886
1,896
1,885
2,037
1,973
1,926
1,887

1,95
1,894
1,908
1,907
1,722

14
1,636
1,591

1,69

1,24
1,179
1,633
1,867
1,326

1,85
1,769
1,898
1,974

1,93
1,923
1,917
1,925
1,516
1,907
1,922
1,824
1,833

1,8
1,909
1,917
1,794
1,476
1,812
1,769

1,75

1,7
1,926

2,065
1,84
1,549
1,949
1,279
1,327
1,763
1,696
1,418
1,789
1,593
2,05
1,069
0,538
0,486
0,795
0,583
0,508
0,308
0,467
2,154
0,781
1,542
1,211
2,154
15
1,844
1,562
2,044
2
0,94
1,661
1,463
1,348
0,786
1,2
0,913
1,769
1,743
0,534
1,074
0,92
0,933
1,133
1,368

64
74,5
63,5
57,5
27,5
36,5

52

67

39
80,5
72,5

82
15,5
10,5

9
17,5
24,5
15,5
16,5
24,5

14
28,5
18,5
11,5

56
37,5
41,5

50

46

51

47
51,5

49
15,5

11

9
10,5
11,5
30,5
15,5
14,5
11,5

14

8,5

26
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Pasmina Uzorak A260/A280 A260/A230 Koncentracija (ng/ul)

muflon MR25 1,978 1,113 445
muflon MR28 1,963 0,809 53
muflon MR30 1,826 0,785 42
muflon MR34 2 0,729 43
muflon MR40 1,933 1,758 29
muflon MR43 2 0,96 24
muflon MR46 1,933 1,234 58
muflon MR47 2 1,348 31
muflon MR50 1,962 0,911 25,5
paska ovca PO19 1 0,429 19,5
paska ovca PO41 15 0,583 10,5
paska ovca PO45 1,455 0,78 16
paska ovca PO46 1,333 0,842 16
paska ovca PO47 1,696 0,907 19,5
paska ovca PO49 1,457 0,944 25,5
paska ovca PO61 1,941 1,833 16,5
paska ovca PO62 2,067 1,409 15,5
paska ovca PO63 1,947 1,897 37
paska ovca PO64 1,933 1,813 43,5
paska ovca PO65 2 1,9 19
paska ovca POG66 1,931 1,778 56
paska ovca PO67 1,919 1,919 35,5
paska ovca PO68 1,915 1,572 136
paska ovca PO69 1,9 2 38
paska ovca PO70 1,875 1,705 37,5
paska ovca PO8 1,778 2,462 16
paska ovca POG12 1,469 0,809 36
paska ovca POG14 1,758 1,208 29
paska ovca POG15 1,875 1,5 7,5
paska ovca POG17 1,8 2,455 13,5
paska ovca POG22 1,579 1,034 15
paska ovca POG24 1,857 1,677 26
paska ovca POG3 1,783 1,39 41
paska ovca POGS8 1,829 1,786 37,5
north macedonia SMK 1b 1,731 0,398 22,5
north macedonia SMK 2b 1,375 0,5 27,5
north macedonia SMK 3b 2,133 0,464 16
north macedonia SMK 4b 1,92 0,545 24
north macedonia SMK 5 2 0,388 13
north macedonia SMK 6 2,125 0,505 25,5
north macedonia SMK 7b 2,067 0,492 15,5

north macedonia SMK 9b 2,067 0,477 15,5




Prilog 4. Kvalitativha provjera DNA agaroznom gel elektroforezom. Dna u koli¢ini od 5 ul aplicirana je na 1% agarozni gel

LP311 LP313 LP315 LP317 LP319 LP321 LP323 LP325 LP327
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Prilog 5. Postotak objasnjene varijabilnosti (y os) sa prvih deset komponenti (x 0s) dobivene za europski set podataka analizom glavnih

komponenti (PCA)
01 I I I I I I I I I I
1 2 3 4 5 6 7 8 3 10

Glavne komponente

@
M

% varijabilnosti
'S

n
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Prilog 6. Odnos prve PCA komponente s tre¢om prikazane za europski set podataka. Drzave iz kojih pasmine dolaze predstavljene su bojama: Hrvatska

— zelena (DRS, LPS, DPS, PIS, , RIS, CIS,

), Ukrajina — ljubi¢asta (MKS), Srbija — smeda (PRA), Ceska — Zuta (

), Sjeverna

Makedonija — siva (N/5), Italija — crvena (ALT, LEC), Spanjolska — narandasta (SCS), Francuska — plava (LAC, LAM, BMC, CDL, NVE, RAV, LIM,

, PAS,
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, COR, MER, MTR). Objadnjenja oznaka pasmina nalazi se u tablici priloga 2.
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Prilog 7. Odnos prve PCA komponente s Cetvrtom prikazane za europski set podataka. Drzave iz kojih pasmine dolaze predstavljene su bojama:

Hrvatska — zelena (DRS, LPS, DPS, PIS,

, RIS, CIS,

), Ukrajina — ljubi¢asta (MKS), Srbija — smeda (PRA), Ceska — Zuta (

), Sjeverna

Makedonija — siva (N/S), Italija — crvena (ALT, LEC), Spanjolska — narandasta (SCS), Francuska — plava (LAC, LAM, BMC, CDL, NVE, RAV, LIM,

, PAS,

PCA 1 (9.09%)

, COR, MER, MTR). Objadnjenja oznaka pasmina nalazi se u tablici priloga 2.
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Prilog 8. Grafi¢ki prikaz rezultata STRUCTURE analize za europski set. Prikazani su

ka pasmina nalazi
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se u tablici priloga 2.
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Prilog 9. Prikaz AM vrijednosti utvrdenih na temelju stabla maksimalnih vjerojatnosti hrvatskog set podataka
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Prilog 10. Filogenetsko stablo odnosa hrvatskih izvornih pasmina ovaca s Cetiri migracije konstruirano Treemix softverom. DRS — dubrovacka
ovca, ISS — istarska ovca, PIS — paSka ovca, RIS — rapska ovca, LPS- licka pramenka, KIS — kr¢ka ovca, CIS — creska ovca, EMC — europski muflon
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Prilog 11. Genomski inbriding hrvatskih autohtonih pasmina ovca. Prikazane su prosje¢ne, maksimalne i minimalne vrijednosti inbridinga za
svaku za svaku pasminu i ROH kategoriju

Fron>2Mb FroH2-amb FroHa-smb Frots-16Mb From>16Mb
Pasmina | Mean Min Max Mean Min Max Mean Min Max Mean Min Max Mean Min Max
LPS 0,033 0,000 0,212 |0,003 0,000 0,010 |0,006 0,000 0,027 |0,004 0,000 0,027 |0,020 0,000 0,147
CIS 0,049 0,011 0,215 |0,008 0,002 0,014 |0,008 0,001 0,017 |0,011 0,000 0049 |[0,020 0,000 0,158
DPS 0,025 0,000 0,169 |0,002 0,000 0,007 |0,004 0,000 0,021 |0,006 0,000 0057 |0,011 0,000 0,135
DRS 0,070 0,002 0,257 | 0,007 0,001 0,018 |0,011 0,000 0,033 |0,018 0,000 0054 |0,033 0,000 0182
ISS 0,053 0,010 0,278 |0,010 0,004 0,018 |0,013 0,002 0,027 |[0,013 0,000 0,034 |0,016 0,000 0,208
KIS 0,058 0,000 0,176 | 0,007 0,000 0,015 | 0,007 0,000 0,020 |0,013 0,000 @052 |0,029 0,000 0121
PIS 0,035 0,000 0,236 |0,006 0,000 0,017 |0,005 0,000 0,024 |[0,009 0,000 0052 |0,014 0,000 0,158
RIS 0,055 0,006 0,367 | 0,006 0,000 0,012 | 0,000 0,000 0,030 |0,014 0,000 0049 |0,026 0,000 (278
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