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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Filip Diab, naslova
Analiza varijabilnosti mitogenoma autohtonih pasmina ovaca Republike Hrvatske

Ovcarstvo je predstavlja vazan tip ekstenzivnog stoCarstva u Hrvatskoj. Prouc¢avanje genetske
varijabilnosti ovaca postaje sve vaznije, posebno uzimajuci u obzir male efektivne veliCine
populacija nasih autohtonih pasmine ovaca, koje mogu rezultirati smanjenom genetskom
raznoliko$¢u, $to moze povecati rizik od negativnih genetskih anomalija 1 smanjiti otpornost
stada na bolesti ili druge ekoloske stresore. U ovom radu prvi put je analizirana varijabilnost
rodovo na molekularnoj razini prou¢avanjem cijelog mitogenoma 23 jedinke koje predstavljaju
osam autohtonih pasmina ovaca (creska ovca, dalmatinska pramenka, dubrovacka ruda,
istarska ovca, kréka ovca, licka ovca, paska ovca i rapska ovca ) i dva muflona iz Hrvatske.
Pomocu bioinformatickih alata iz cijelog genoma ovaca i muflona 12x pokrivenosti izdvojeni
su mitogenomi s prosje¢nom dubinom pokrivenosti 1626, a genoma 30x pokrivenosti izdvojeni
su mitogenomi s prosje¢nom dubinom pokrivenosti 1851. Fasta set od 25 mitogenoma duljine
16616 bp sastojao se od 247 singleton 1 112 parsim informativnih mjesta ¢inec¢i 24 haplotipa s
raznoliko$¢u haplotipova 0.997 pruzajuci korisne informacije o velikoj genetskoj raznolikosti
i izmedu nasih pasmina ovaca i muflona. U svrhu podrobnije filogenetske i filogeografske
analize mitogenoma, navedenih 25 mitogenoma analizirano je s dodatnih 348 mitogenoma
razlicitih svjetskih pasmina ovaca iz GenBank repozitorija. Median joining mreza pokazala je
da svi hapotipovi nasih autohtonih pasmine ovaca i muflona iz Hrvatske pripadaju haplogrupi
B te zanimljivo jedan haplotip kr¢ke ovce A i jedan haplotip dubrovacke rude C haplogrupi.
Beast filogenetska analiza temeljena na Bayesian metodi takoder je potvrdila pripadnost
navednih uzoraka A, B i C haplogrupi uz posteriori vjerojatnost 1 grananja navedenih
haplogrupa. Filogeografska distribucija haplogrupa potvrdila je visoku ucestalost haplogrupe

A u pasminama iz srednje i isto¢ne Azije, te visoku ucestalost haplogrupe B u Europi i



Anatoliji. Rijetke haplogrupe C pojavljuju se na podrucju Pirenejskog poluotoka, Bliskog
istoka, regije Kaspijskog mora, Kine, Indije i Nepala, dok se haplogrupe D 1 E mogu pronaci
na Bliskom istoku. Haplotipovi nasih muflona svrstani su u haplogrupu B zajedno s ostalim
europskim muflonima. Prisutnost dva haplotipa pripisana haplogrupama A i C sugerira
migracijske kontakte izmedu Balkana i Bliskog istoka koje je potrebno dodatno istraziti.

Kljuéne rije¢i: mtDNA, Genetska raznolikost, Haplogrupe, Filogenetska analiza



Summary

Of the master’s thesis — student Filip Diab, entitled

Analysis of Mitogenome Variability in Indigenous Sheep Breeds of the Republic of

Croatia

Sheep farming represents an important type of extensive livestock farming in Croatia. Studying
the genetic variability of sheep is becoming increasingly crucial, especially considering the
small effective population sizes of our indigenous sheep breeds. These small populations can
result in reduced genetic diversity, which may increase the risk of negative genetic anomalies
and reduce the herd's resistance to diseases or other environmental stressors. This study, for the
first time, analyzed gender variability at the molecular level by examining the entire
mitogenome of 23 individuals representing eight indigenous sheep breeds (Cres Island sheep,
Dalmatian Pramenka sheep, Dubrovnik Ruda sheep, Istrian sheep, Krk sheep, Lika sheep, Pag
sheep, and Rab sheep) and two mouflons from Croatia. Using bioinformatics tools,
mitogenomes with an average coverage depth of 1626 were extracted from the whole genomes
of sheep and mouflons at 12x coverage, and mitogenomes with an average coverage depth of
1851 were extracted from genomes at 30x coverage. The fasta set of 25 mitogenomes, with a
length of 16616 bp, consisted of 247 singletons and 112 parsimony-informative sites,
comprising 24 haplotypes with a haplotype diversity of 0.997. This provided valuable
information about high genetic diversity both within and between our sheep breeds and
mouflons. For a more detailed phylogenetic and phylogeographic analysis of the mitogenomes,
these 25 mitogenomes were analyzed alongside an additional 348 mitogenomes from various
sheep breeds worldwide from the GenBank repository. The median-joining network revealed
that all haplotypes of our indigenous sheep breeds and Croatian mouflons belong to haplogroup
B. Interestingly, one Krk sheep haplotype belonged to haplogroup A, and one Dubrovnik Ruda
sheep haplotype belonged to haplogroup C. Bayesian-based Beast phylogenetic analysis also
confirmed the membership of these haplotypes in haplogroups A, B, and C, with posterior
probabilities of 1 for the branching of these haplogroups. The phylogeographic distribution of
haplogroups confirmed a high frequency of haplogroup A in breeds from Central and Eastern
Asia, and a high frequency of haplogroup B in Europe and Anatolia. Rare haplogroups C were
found in the Pyrenees, the Middle East, the Caspian Sea region, China, India, and Nepal, while

haplogroups D and E were present in the Middle East. The haplotypes of our mouflons were



grouped into haplogroup B, along with other European mouflons. The presence of two

haplotypes attributed to haplogroups A and C suggests migratory contacts between the Balkans
and the Middle East, which require further investigation.

Keywords: mtDNA, Genetic Diversity, Haplogroups, Phylogenetic Analysis



1. Uvod

Ljudska povijest obiluje klju¢nim trenucima, a jedan od najutjecajnijih je domestikacija
domacih Zivotinja, koja je bila temelj suvremene poljoprivrede i stocarstva (Dong i sur., 2019).
Domestikacija predstavlja postupno ukroéivanje divljih biljaka i zivotinja kako bi se
prilagodile ljudskim potrebama, ukljucujuéi proizvodnju hrane, odjece i drugih resursa. Ovaj
proces rezultirao je morfoloskim i genetskim promjenama u zivotinjama, ali i u nacinu zivota

ljudi (Butler i Hodos, 2005).

Medu prvim zivotinjama koje su ljudi ukrotili bile su ovce. Ovce su imale centralnu
ulogu u ranim ljudskim zajednicama, pruzajuci ne samo meso, ve¢ i vunu, koja je bila presudna
za odjecu 1 druge tekstilne proizvode. Proces domestikacije ovaca bio je postepen i odvijao se
tijekom tisucljeca, Cesto bivajuéi predmetom istrazivanja arheologa, znanstvenika i stocara.
Osim §to se fokusira na sam proces domestikacije, istraZivanja Cesto razmatraju i puteve

migracije i Sirenja ovc¢arstva (Zeder i sur., 2006).

Prema dostupnim povijesnim podacima, prvi dokazi o domestikaciji ovaca potjecu iz
perioda prije otprilike 10.000 godina. Bliski Istok ¢esto se isti¢e kao klju¢no podrucje gdje su
poceci ovc€arstva najuoéljiviji. Divlje vrste poput (Ovis orientalis) ¢esto se navode kao
potencijalni preci dana$njih domacih ovaca. S razvojem suvremene tehnologije i metodologije,
nase razumijevanje domestikacije ovaca postalo je preciznije i detaljnije. Jedno od klju¢nih
podrucja istrazivanja jest genetika. Analiza mitohondrijske DNA (mtDNA) postala je
dragocjen alat u proucavanju povijesti ovaca. MtDNA omoguéuje istrazivatima da prate
evoluciju i migracijske puteve ovaca tijekom vremena zbog njenog majcinskog nacina

nasljedivanja (Naderi, 2007).

Proucavanje varijabilnosti ovaca postaje sve vaznije, posebno uzimajuéi u obzir male efektivne

veli¢ine populacija ovih Zivotinja. Male efektivne veli¢ine populacija mogu rezultirati



smanjenom genetskom raznolikoS¢u, Sto moze povecati rizik od negativnih genetskih
anomalija 1 smanjiti otpornost stada na bolesti ili druge ekoloske stresore. Uz to, oCuvanje
genetske raznolikosti unutar populacija ovaca klju¢no je za dugoroCnu odrzivost i
prilagodljivost ovéarstva, §to ima direktne implikacije na poljoprivrednu produktivnost i
sigurnost hrane. U radu (Prieur i sur., 2017), naglaSava se kako je razumijevanje genetske
strukture i varijabilnosti populacija ovaca neophodno za informirane odluke u vezi s
upravljanjem stada i selekcijskim programima. Zato je nuzno pridavati ve¢i znacaj proucavanju

ovog aspekta u ov€arstvu kako bi se osigurala njihova genetska vitalnost i dugorocna stabilnost.

Pored genetskih implikacija, mala efektivna veli¢ina populacija moze imati Siroke
socioekonomske posljedice, pogotovo za male poljoprivrednike koji ovise o ovcarstvu kao
primarnom izvoru prihoda. Gubitak genetske raznolikosti moze dovesti do smanjenja
proizvodnih performansi stada, kao $to su manji prirast, smanjena mlijecnost i slabija kvaliteta
vune. To moze znacajno utjecati na trzi§nu vrijednost ovaca i proizvoda od ovaca. Takoder, sa
smanjenom genetskom raznolikoS$¢u, stada postaju ranjivija na promjene u okolisu, kao $to su
klimatske promjene ili nove bolesti. Uz sve ovo, oCuvanje autohtonih pasmina ovaca, koje
¢esto imaju manje populacije, postaje imperativ, jer te pasmine ¢esto nose posebne genetske

karakteristike prilagodene lokalnim uvjetima (Rodriguez-Ramilo i sur., 2019).



2. Ciljevi rada

Do sada se genetska varijabilnost hrvatskih autohtonih pasmina ovaca i muflona
temeljila na analizi mikrosatelita, SNP ¢ip genotipova ili nekodirajuce kontrolne regije mtDNA
(D-loop). Cijeli mitogenom hrvatskih (autohtonih) pasmina ovaca i muflona, koji kodira za 37
gena 1 ne rekombinira, do sada nije analiziran i usporeden s ostalim svjetskim pasminama

ovaca.

Ciljevi ovog rada su:

e Analiza varijabilnosti mitogenoma i segmenata mitogenoma hrvatskih autohtonih
pasmina ovaca i muflona.

e Analiza filogenetskih odnosa hrvatskih autohtonih pasmina ovaca i muflona usporedno
s ostalim svjetskim pasminama ovaca i muflona dostupnih u GenBank repozitoriju.

e Prikazati filogeografsku distribuciju haplogrupa mitogenoma analiziranih uzoraka



3. Pregled dosadasnjih istrazivanja

3.1. Povijest domestikacije

Domace Zivotinje igrale su vaznu ulogu u ljudskoj povijesti, ali podrijetlo vecine vrsta
stoke nije dobro shvaceno. Mitohondrijske DNA sekvence koriStene su za proucavanje
podrijetla goveda (Loftuset i sur., 1994), svinja (Kijas i sur., 2001), konja (Vila i i sur., 2001)

i koza (Pietro i sur., 2003)

Domace ovce, Ovis aries, imale su vaznu ulogu u ljudskom naseljavanju, osiguravajuci
uzgojeni izvore hrane, vune i koze. Arheoloski dokazi sugeriraju da su ovce vjerojatno prvi put
pripitomljene u regiji Plodnog polumjeseca na Bliskom istoku prije otprilike 8000-9000
godina. Tri glavne skupine euroazijskih divljih ovaca, muflon (O. musimon ili O. orientalis),

urial (O. vignei) i argali (O. ammon), predlozeni su kao preci domacih ovaca (Ryder, 1984).

Genetska studija koja je ispitivala kariotipove raznih postoje¢ih vrsta divljih ovaca
(Nadler i sur., 1973) je pokazala da nase domace ovce potje¢u od azijskog muflona (Ovis
orientalis) iz Anatolije, zapadnog Irana, i jugozapadnog Irana, a ne bilo koje druge vrste divljih

azijskih ovaca poput uriala (Ovis vignei) i argalija (Ovis ammon)

Nedavne genetske tehnike, koriste¢i varijabilnost sekvence mitohondrijske DNA
(mtDNA), dodatno su poboljsale ove rane nalaze podupiruci jugozapadno azijsko podrijetlo

domacih ovaca i isklju¢ujuéi bilo kakve doprinose uriala i argalija (Hiendleder i sur., 2002).



3.2. Hrvatske izvorne i zaStiCene pasmine

Razli¢ite pasmine domacih zivotinja razvijale su se kroz vrijeme, prilagodavajuci se

lokalnim uvjetima i ljudima s kojima su bile u kontaktu. U teskim uvjetima, domace Zivotinje

koje su se prilagodile specificnim okoliSima c¢esto su sposobnije prezivljavati uz manja

ulaganja, pruzajuci ljudima kvalitetne proizvode.

Republika Hrvatska, unato¢ svojoj maloj povrSini, dom je raznolikosti pasmina

domacih Zivotinja koje su se tijekom stoljeca razvijale. Ova razli¢itost pasmina ¢ini Hrvatsku

bogatom u genetskim resursima, $to predstavlja klju¢nu stratesku vrijednost. Ove pasmine,

osim svoje nasljedne vrijednosti, igraju kriti¢cnu ulogu u ocuvanju prirodnog i kulturnog

identiteta regije. Stoga je imperativ ocuvati ove autohtone pasmine, a odgovornost za njihovo

ocuvanje najvise lezi na uzgajiva¢ima koji se brinu o njima.

Ovce

Dubrovacka ruda

Dalmatinska pramenka

Paska ovca
Rapska ovca
Kréka ovca
Creska ovca
Istarska ovca
Licka pramenka

Cigaja

Broj
muskih
jedinki

43
246

78
17
2
49
37
332

25

Broj Efektivna
Zenskih veliina
jedinki populacije (Ne)
990 164,84
9.586 959,38
3.892 305,87
366 64,98
162 7,90
866 185,50
930 142,34
10.36 1.286,76
976 97,50

Kategorizacija
ugrozenosti

ugrozena

ranjiva

ranjiva
ugrozena
kritiCna
ugrozena
ugrozena
Ranjiva

ugrozena

Tablica 1. Popis razli¢itih pasmina ovaca u Hrvatskoj (https://bag.mps.hr).



Tablica 1 pruza uvid u autohtone pasmine ovaca koje se uzgajaju u Hrvatskoj.
Zanimljivo je da unatoc¢ razli¢itim imenima i podrijetlu, ve¢ina ovih pasmina je klasificirana
kao ranjiva ili ugrozena. Najveci broj jedinki mozemo vidjeti kod pasmine licka pramenka s
Cak 10.358 jedinki, dok je pasmina krcka ovca s tek 162 jedinke oznafena kao kriti¢no
ugrozena. Rapska ovca i kr¢ka ovca imaju manje od 400 jedinki, Sto ih ¢ini posebno
osjetljivima na promjene u okolisu ili bolesti. S druge strane, razlika u populacijama izmedu
najmanje zastupljene pasmine (krcka ovca) i najzastupljenije (licka pramenka) je golema,
gotovo 10.200 jedinki. Osim toga, prostorno rasporedivanje ovih pasmina odrazava geografsku
raznolikost Hrvatske, od obalnih podrucja poput Dubrovnika, Paga i Raba, do unutrasnjih

regija poput Like.

3.2. Stanje ovaca u svijetu

Ovce su jedna od najstarijih domacih Zivotinja, uzgajane zbog vune, mesa, mlijeka 1
koze. U globalnom kontekstu, situacija ovaca se razlikuje ovisno o regiji, klimi i ekonomskim
uvjetima. U nastavku je prikazan pregled trenuta¢ne situacije ovaca na globalnoj razini (Slika

1).

Slika 1. Broj ovaca po ¢etvornom kilometru u 2015. godini (https://www.fao.org).



Globalna populacija ovaca kontinuirano raste. Na poc¢etku 21. stolje¢a, broj ovaca se
procjenjuje na preko milijardu, s najve¢im koncentracijama u Kini, Australiji, Indiji, Iranu 1
Novom Zelandu. Dok su neke zemlje poput Australije i Novog Zelanda poznate po svojoj
ovcarskoj industriji, druge, poput Kine, su se viSe fokusirale na proizvodnju mesa. | dok su
neke pasmine ovaca brojcano jake, mnoge tradicionalne i autohtone pasmine suocavaju se s
izazovima. Gubitak staniSta, promjena u poljoprivrednim praksama i1 konkurencija s

komercijalno profitabilnijim pasminama dovode do smanjenja broja nekih autohtonih pasmina.

Ovcarstvo ima vaznu ulogu u svjetskoj ekonomiji. Vuna australskih i novozelandskih ovaca
¢esto je na vrhu svjetske trziSne ponude zbog svoje kvalitete. Osim toga, ov¢je meso, poznato
I kao janjetina, sve je popularnije u globalnim prehrambenim trziStima, posebno u Bliskom

Istoku i Europi.
U modernom dobu, ov€arstvo je takoder prepoznato kao nacin odrZivog koriStenja
zemljiSta, posebno u susnim i brdskim podrucjima gdje je tesko uzgajati druge stoke ili usjeve.

Ovce Cesto sluZe kao sredstvo kontrole erozije tla i odrZzavanja bioloske raznolikosti pasnjaka.



3.3. Mitohondrij

Semiautonomni organeli (Slika 2) promjera od oko 0.5 um okruglastog i duguljastog
oblika ¢ija glavna uloga je proizvodnja metabolicke energije u eukariotskoj stanici (Whittaker
I Danks, 1978). Gradeni su od molekula kruzne DNA, RNA, ribosoma, lipida te bjelanéevina.
Zajedno sa plastidima u biljkama to su jedini organeli koji imaju vlastiti DNA koja kodira
ribosomske RNA (rRNA), transportne RNA (tRNA) i protein kodirajuce regije (Chinnery i

Schon 2003.)

Obavijeni ovojnicom od unutarnje i vanjske membrane izmedu kojih je meduprostor.
Unutarnja membrana pripada mitohondriju a vanjska citoplazmi. Unutarnja membrana je
povrsinski veca jer stvara nabore koji sluze za proces stani¢nog disanja. Osnovna supstanca je

matriks koja ispunjava unutras$njost mitohondrija.

Vanjska
_membrana

Cristae

Matriks

Slika 2. Grada mitohondrija (https://e-skola.bio..hr).



3.4. Mitohondrijska DNA

Zivotinjska mtDNA je mali kromosomski genom, poznat jo§ kao mitogenom, Koji je
obi¢no veli¢ine 15 do 20 kb. Uz nekoliko iznimaka, svi mitogenomi zivotinja sadrze istih 37
gena: 2 ribosomske RNA (rRNA) jedna mala ribosomalna podjedinica-12S rRNA i velika
ribosomalna podjedinica-16S rRNA koji kodiraju gotove RNA molekule, 22 prijenosne RNA
(tRNA) i 13 gena za kodiranje proteina (Boore, 1999.). Tih 13 gena su uglavnom kodirajucéi i
sastoje se od podjedinica NADH dehidrogenaze (ND1, ND2, ND3, ND4L, ND4, ND5, ND6),
gena za ATPazu (ATP6,ATP8), gene za citokrom oksidaze (COX1, COX2, COX3) te gen za
citokrom b (CYTB). MtDNA ne sadrzi introne ali ima kontrolnu regiju koja je nekodirajuca te
se smatra da ne podlijeze prirodnoj selekciji pa je pogodna za filogenetska istrazivanja

(Taanman, 1999).

Kod ovaca mitogenom obuhvaca 16500 oko parova baza, a raspored i organizacija
njegovih gena isti je kao kod drugih sisavaca. (Villalta i sur., 1992). Mitohondrijska DNA ima
visoku stopu mutacije, 100 do 1000 puta veca naspram DNA od jezgre te se nalazi u velikom
broju u zivotinjskim stanicama pa je moguce napraviti ekstrakciju DNA u razgradenim tkivima
te je vrlo korisna u arheogenetici. Zbog ovih karakteristika mtDNa je koristena kao vazan izvor
informacija analiziraju¢i evolucijske odnose (Moritz i sur., 1987). Analizom strukture i
funkcije mitohondrijske DNA mozemo dobiti korisne informacije u prouc¢avanju klasifikacija,
molekularne evolucije, identifikaciji odnosa te populacijskoj genetickoj analizi. Sekvenciranje
mitogenoma koristeno je za razjasnjavanje slozenosti i podrijetla mnogih modernih domacih
vrsta stoke, Sto je dovelo do opée teme visestrukih maj¢inskih rodova. Nedavna istrazivanja
svinja (Larson i sur., 2005) i koza (Joshi i sur., 2004; Sardina i sur., 2006), za koje se smatra
da potjecu iz Plodnog polumjeseca (podrucje u jugozapadnoj Aziji 1 sjevernoj Africi 1 sastoji

se od plodnih pod regija Mezopotamije i Levanta) otkrila su dodatne materinske rodove. Nakon



Sireg geografskog uzorkovanja zivotinja, koze sada imaju Sest priznatih rodova u Europi i Aziji,
dok Sest rodova svinja obuhvac¢a Europu, Aziju i Pacifik. Varijacije koje se javljaju kroz
sekvencu ljudskog mitohondrijskog genoma stvaraju niz fenotipskih uc¢inaka, od kojih neki
uzimaju veliki danak ljudskom zdravlju (Wallace, 1992). Postoje mnoga izvje$¢a o rodovima
koja utjeCe na osobine rasta, reprodukcije i laktacije kod domacih zivotinja, a opisano je i
nekoliko DNA markera za varijante mitohondrijske DNA u korelaciji sa svojstvima
proizvodnje mlijeka kod mlije¢nih goveda (Brown i sur., 1989; Schutz i sur., 1993; Ron i sur.,

1992).
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3.5. Varijabilnost D-loop regije

Smatra se da regija D-petlje kod Zivotinja ne kodira proteine. Buduci da nije ogranic¢eno
na nacin na koji je kodirani gen za proteine, regija D-petlje ima najvisu razinu varijabilnosti
sekvence u cijelom genomu (Aquadro i Greenberg. 1983) sto, u kombinaciji s nedostatkom
rekombinacije, ovu regiju ¢ini visoko informativno za ispitivanje genealogije unutar vrsta

(Vigilant i sur., 1989)

Stoga moZemo re¢i da je analiza D-loop regije vrlo koristan pristup za istraZivanje
povijesti i filogenih odnosa domacih Zivotinja. Varijabilnost i struktura kontrolne regije
mtDNA omogucuje opisivanje genetskih polimorfizama i maj¢inog podrijetla ovaca, uglavnom
zato Sto mtDNA pokazuje jednostavno maj¢ino nasljede bez rekombinacije 1 s relativno brzom
stopom evolucije (Hiendleder i sur., 1998). Visa stopa supstitucije u Dloop-u, u usporedbi sa
stopom heterogenosti u drugim dijelovima mtDNA moze se bolje Kkoristiti za optimalnu

karakterizaciju genetske raznolikosti (Jia i sur., 2007)

Prva filogenetska analiza mtDNA domacih ovaca otkrila je postojanje 2 glavne
haplogrupe (HG), nazvane A i B (Tablica 2). One su prvi put identificirane u populaciji
novozelandskih ovaca (Wood i Phua 1996.). U tom radu su sekvencirane kontrolne regije
mitohondrijskog genoma 50 nesrodnih ovaca kako bi se utvrdila distribucija njegove

varijabilnosti.
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Sequence type

Number
Breed sampled A B
Romney 25 11 14
Coopworth 14 11 3
Merino 7 2
Perendale/Romney? 4 1 3
50 25 25

Tablica 2. Ucestalost A i B tipova sekvenci u razli¢itim pasminama ovaca (Wood i Phua,
1996.).

U nekim od varijabilnih lokusa zabiljeZena je vrlo visoka stopa varijabilnosti u odnosu
na konsenzusnu sekvencu, pri ¢emu je 15 ili viSe zivotinja imalo varijantnu baznog para na tim
mjestima. Ukupno je bilo 39 ovakvih "hipervarijabilnih" lokusa, a razli¢ite baze koje su se
javljale na njima formirale su dosljedan uzorak, pri ¢emu je 25 ili viSe od 50 Zivotinja imalo
konsenzusnu bazu na vecini ovih lokusa. Stoga je bilo moguce podijeliti Zivotinje u dvije
skupine: one koje su imale konsenzusnu bazu na 39 hipervarijabilnih lokusa (nazvane A), i one

koje su imale varijantnu bazu na vecini ovih lokusa (B)

Base mumber 23 48 117 147 161 185 202 203 207 Z10 221 273 274G M6 354 371 423 424 446 504 500 521 522 523 517 54% 547 GRS 587 601 607 913 661 6R2 774 7E2 1006 107% 1167

Congsnaus TAA T O G T G T G A C G A G A CC A C G CACACGOGCOCaACCTGECTT G A T
A iype

Hilypawariant € & & & T A O A O A G T A& © A G T A G A A T G T G T A A T o T T G AC O T (5] [
{1 = dadatian.

Tablica 3. Baza na svakom varijabilnom mjestu (Wood i Phua, 1996).
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Medu 50 Zivotinja zabiljezeno je ukupno 1081 razlika u odnosu na konsenzusnhu sekvencu
(Tablica 3), od kojih je vecina (1052) bila jednobazna promjena prelaznog tipa (Tablica 4).
Sest lokusa je bilo pogodeno delecijama (od kojih se &etiri dogodile u jednom bloku koji je bio

izbrisan), a samo jedan lokus je pokazivao umetanje, pri ¢emu je dodan dodatni "T" u nizu od

5 "T"-ova.
Base change type Number observed
Transitions
AtoG 516
Gto A 50
CtoT 289
TtoC 197
Deletions* 26
Insertions 3
Total base changes 1081

Tablica 4. Analiza varijacije sekvence u D-loop regiji (Wood i Phua ,1996).
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ProSirenje na tri priznate klase dogodilo se 2005. kada su (Guo i sur., 2005). i (Pedrosa i sur.,
2005) sekvencirali lokalne pasmine iz Kine, odnosno Turske. Haplogrupe C sekvence
prijavljene su s niskom ucestalo$¢u kod ovaca porijeklom iz Portugala (Pereira i sur., 2006). U

tom radu se pokazalo da haplogrupa C sadrzi viSe genetske raznolikosti nego A ili B.
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Slika 3. Stablo susjednih veza (Guo i sur., 2005).

Brojevi na granama predstavljaju vrijednosti bootstrapa dobivene iz 1000 simuliranih

replikacija (vrijednosti ispod 50% nisu prikazane). Radi jasnoce, genetske udaljenosti nisu

skalirane proporcionalno prema veli¢inama procjena (Slika 3).
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U okviru istrazivanja (Guo i sur., 2005) , analizirano je 281 uzoraka mitohondrijske
DNA (mtDNA) Sest kineskih lokalnih pasmina i dvije zapadne pasmine (Tablica 5). Prilikom
koriStenja osam parova primera, utvrdeno je da su dva para primera (OV6 i OV11) pokazala
nove uzorke s varijacijama u jednolancanim konformacijskim polimorfizmima (SSCP) koje
dosad nisu bile prijavljene. Da bi se detaljnije proucio OV6, sekvencirano je 12 PCR produkata.

Analizom tih sekvenci, identificirana su tri razli¢ita haplotipa: A (n=3), B (n=3) inovitip C

(n=16).
Frequency (%)
A (Asian B (European C (Novel
Breed type) type) type)
Mongolian 57.7 (15/26)  30.8 (8/26) 11.5 (3/26)
Kazakh Fat-Rumped  68.8 (33/48) 22.9 (11/48) 8.3 (4/48)
Tibetan 82.6 (38/46) 8.7 (4/46) 8.7 (4/46)
Tong 70.7 (29/41)  26.8 (11/41) 2.4 (1/41)
Han (small-tailed) 55.3 (21/38)  28.9 (11/38) 15.8 (6/38)
Hu 62.5 (20/32) 219 (7/32) 15.6 (5/32)
Polled Dorset 30.0 (9/30) 70.0 (21/30) 0.0
Texel 25.0 (5/20) 75.0 (15/20) 0.0
Tablica 5. Frekvencije mitohondrijskih haplotipoval u osam pasmina ovaca (Guo i sur.,
2005).
Haplotype A

11540 > ﬁ Haplotype B

Ly 8
o o_:‘(:?-.’:.‘
co— %

b Haplotype C

Slika 4. Mreza od tri linije u Ovis aries (Guo i sur., 2005).

Tamni krugovi predstavljaju 55 uzoraka, a prazni krugovi predstavljaju sredisnji vektor.(Slika

4)
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Mongolian
Kazakh Fat-Rumped N\

Polled Dorset & Texel

AR *Y

leetan . f TQ_n_E‘E - Han .small-tailcd

Short fat-tail
Long fat-tail
Short thin-tail

Fat-rumped

Slika 5. Geografska distribucija pasmina ovaca ukljucenih u istrazivanje (Guo i sur., 2005).

U radu (Tapio i sur., 2006) uzorci dviju zapadnih pasmina, koje su uvezenje u Kinu
1997. godine, prikupljeni su iz Pekinga. Karachi zivotinja sekvencirana sa sjevernog Kavkaza
otkrila je kontrolne regiju, koja se grupirala odvojeno od tri definirane ov¢je mitohondrijske

DNA klase.Ovo je uzeto kao dokaz za ¢etvrtu haplogrupu, tj. haplogrupu D.

Distribucija haplogrupa imala je dvije karakteristi¢ne geografske obrasce (slika 6).
Prvo, haplogrupa C bila je prisutna na Kavkazu i u Srednjoj Aziji, ali odsutna na istoénom rubu
Europe (sjeverno i zapadno od Crnog mora i planina Ural). Na podru¢jima isto¢no od Crnog
mora, ucestalost haplogrupe C varirala je od 8,1% (Kaspijska depresija) do 22% (isto¢no od
Kaspijskog mora. Drugi zabiljezeni obrazac bio je odsutnost haplogrupe A u Cetiri proucavane
populacije iz jugoisto¢ne Europe (pasmine tsigai i ukrajinske pasmine). Podruéje koje dominira
haplogrupom B dosezalo je sjeverno od Crnog mora i ukljucivalo je rusku Kareliju i Volgo-

Kamsku regiju , dok je haplogrupa A pronadena kao migracijska grupa na tom podrucju. Dalje
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prema istoku, ucestalost Grupe B se smanjuje, dok Grupa A postaje vaznija. Prijelaz je
postupan i samo 7,8% mitohondrijske varijacije bilo je zbog diferencijacije izmedu 3 Siroka

podrugja.

Slika 6. Distribucija 4 razli¢ite haplotipske grupe u podru¢jima istrazivanja (Tapio i sur., 2006).

Razine u dijagramima kolaca predstavljaju haplogrupu A (bijelu), B (crnu), C (sivu) i D.

Neighbour-joining stablo (slika 7) prikazuje razlike unutar i izmedu 4 haplogrupe ovaca
(A, B, CiD) te njihovo odstupanje od divljih vrsta ovaca. Unutar haplogrupa B i D, ispunjeni
krug oznaCava haplotip europskog muflona, a ispunjeni kvadrat domaceg mongolskog
haplotipa), respektivno. Stablo je utemeljeno na omjeru razli¢itih nukleotida izmedu
haplotipova, a brojevi oznacavaju podrsku pridruzivanja za glavne grane kao postotke izmedu

10.000 ponovljenih uzoraka (bootstrap podrska).
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Slika 7. Medija joining mreza (Tapio i sur., 2006).

Posljednja haplogrupa E je otkrivena (Meadows i sur., 2007) u Turskoj gdje je
sekvencirano 197 nesrodnih ovaca. Glavne haplogrupe A i B nalaze se u Aziji, dok B dominira

u Europi. Haplogrupa C pronadena je u Portugalu, Turskoj, Kavkazu 1 Kini

Ukupno 2027 baznih parova (bp) mitohondrijske DNA (mtDNA) sekvence dobiveno
je iz 197 uzoraka ovaca, otkrivaju¢i ukupno 85 haplotipova i visoku razinu genetske
raznolikosti. Sest jedinki nosilo je tri haplotipa koji su se grupirali odvojeno od poznatih

mtDNA haplogrupa kod ovaca A, B i C.
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Slika 8. Bootstrap vrijednosti prikazane su na ¢vorovima grozdova (Meadows i sur., 2007).

Analiza genetske udaljenosti, raspodjele neuskladenosti i usporedbe s divljim ovcama

potvrdile su da se radi o dvije dodatne mtDNA haplogrupe koje su oznacene s D i E. Utvrdeno
je da dvije sekvence haplogrupe E povezuju prethodno identificirane grupe A i C. Jedna

sekvenca haplogrupe D grana se zajedno s istoénim muflonom (Ovis orientalis), urijalom (O.

vignei) i argali ovnom (O. ammon) (Slika 8).
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Slika 9. Mreza ponderiranog medijalnog spajanja (Meadows i sur., 2007).

Veli¢ina ¢vora proporcionalna je frekvenciji haplotipa, a mutacijske razlike izmedu

haplogrupa proporcionalne su duljini grana (D prikazano na grani). Najmanji ¢vor predstavlja
jednu Zivotinju (Slika 9).
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Clade A Clade B Clade C Clade D Clade E Q. orienlalis

Clade A

Clade B 0.58 (0.31)

Clade C 0.98 (1.08) 1.37 (1.29)

Clade D 0.79 (0.77) 1.07 (0.98) 1.28 (1.55)

Clade E 0.66 (0.70) 1.05 (0.91) 0.49 (0.44) 1.06 (1.16)

0. orientalis (1.60) (1.80) (2.34) (1.86) (1.99)

Tablica 6. Genetska raznolikost medu pet haplogrupa domacih ovaca i njihovog najblizeg
divljeg rodaka (Meadows i sur., 2007).

Genetska raznolikost (K) izraCunata je izmedu svake domace haplogrupe i najblize

divlje vrste (Tablica 6).

Haplogroup

Total
HA HB HC HD HE (»n)
Sequences 45 119 27 2 4 197
Variable sites* 27 72 16 0 2 116
Haplotypes 19 52 11 1 2 85
Nucleotide diversity” (w) 1.06 1.64 1.15 0.00 0.49
Haplogroup
membership (%)
Karakas (KK) 20.0 60.0 20.0 20
Morkaraman (MK) 26.3 579 53 10.5 19
Tuj (T]) 18.8 438 31.2 6.2 16
Karya (KR) 125 875 24
Norduz (NZ) 46.8 26.6 26.6 15
Cine Capari (CC) 143  50.0 35.7 14
Karayaka (KY) 40.0 60.0 15
Sakiz (SZ) 100.0 17
Awassi (AW) 26.3 544 140 5.3 H7

Tablica 7. Sazetak filogenetske varijabilnosti pasmine ovaca i mitohondrijskih haplogrupa

(Meadows i sur., 2007).

Frekvencija haplogrupa odredena je unutar svake od devet istrazivanih pasmina (Tablica 7).

Vecina pasmina (Sest od devet) pokazala je visoke razine raznolikosti haplogrupa.
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Osim ovih radova spomenuti ¢emo i rezultate rada Ferencakovié i sur., 2012. Uzorci
su prikupljeni od 9 creskih ovaca , 8 dubrovackih ruda, 10 istarskih ovaca, 9 krckih ovaca, 11
lickih pramenki, 23 paske ovce , 17 rabskih ovaca, 61 dalmatinskih pramenki , 9 muflona s
obalnih i unutra$njih podruéja te 9 muflona s jadranskih otoka. Koristio se 1246-bp fragment
mitohondrijske DNA pozicije 15983-592, koji sadrzi mitohondrijsku kontrolnu regiju (CR;
525 bp). Analizom 180 sekvenci mitohondrijske DNA (mtDNA) kod ovaca, identificirano je
70 razlic¢itih haplotipova s 45 varijabilnih mjesta. Nukleotidna i haplotipska raznolikost varirala
je izmedu pasmina, pri ¢emu je najveca nukleotidna raznolikost bila unutar dalamatisnkih
pramenki, a najmanja unutar pasmine lickih pramenki. Haplotipska raznolikost bila je najveca
kod ovaca iz podrucja Imotskog i najmanja kod pasmine licka pramenka. Veéina haplotipova
pripadala je haplogrupi B, dok su samo tri bila pripisana haplogrupi A. Analiza ukazuje na
nisku razinu diferencijacije kod ovaca s isto¢nog Jadrana, Sto ukazuje na visok genetski tok

medu ovim populacijama.

22



3.6. Varijabilnost mitogenoma

Do sada pet haplogrupa identificirano je kod domacih ovaca analiziraju¢i varijabilnost
mitohondrijske sekvence. Medutim, ove klasifikacije su se do sada temeljile na malim
fragmentima mtDNA; djelomi¢no kontrolnom podrucju ili genu citokroma B. Sada ¢emo
gledati studije koje prikazuje varijabilnost potpune sekvencu mitogenoma te predstavnika

svake haplogrupe domacih ovaca i uzoraka njihovih divljih srodnika.

U radu (Meadows i sur .,2011) usporedba sekvenci uspjesno je razjasnila odnose medu
haplogrupama i njihov odnos prema divljim ovcama. Sekvencirano je ukupno 16 potpunih
mtDNA genoma, od kojih svaki predstavlja jedinstveni haplotip. Pet haplogrupa
karakterizirano je kao neovisno razgranavanje koje dijeli zajedni¢kog pretka od prije priblizno

920 000£190 000 godina.

HA HB HC HD HE Mouflon Urial Argali

HA — 057 093 075 090 0.58 219 253
HB 93 — 1.01 081 1.00 0.07 231 259
HC 1505 1635 — 100 036 1.00 233 265
HD 1225 1315 162 — 098 0.81 227 261
HE 147 162 585 [159.5 — 0.98 230 263
Mouflon 94 11 1625 1315 160 — 231 260
Urial 7.7 377 3803 3705 3BT 773 — 232

Argali 413 423 433 4255 429 424 379 —

Tablica 8. Genetska raznolikost izmedu mitogenoma domacih i divljih ovaca (Meadows i sur.,
2011).

Tablica 8 prikazuje genetsku raznolikost izmedu mitogenoma domacih i divljih ovaca,
konkretno kroz prosjec¢an broj nukleotidnih razlika (D). Haplogrupe domaéih ovaca (HA, HB,
HC, HD i HE) pokazuju varijabilne razine razlika medusobno, dok se najvece razlike
primjecuju izmedu domacih i divljih ovaca. Primjerice, razlika izmedu haplogrupe HA i urial
je 357.7, dok je izmedu HA i argali ¢ak 413. Ocigledno je da divlje ovce, posebno argali, imaju

znacajno razli¢ite mitogenomske sekvence u usporedbi s domad¢im ovcama. Takoder je
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zanimljivo primijetiti da su razlike unutar haplogrupa domacih ovaca relativno male u
usporedbi s razlikama izmedu domacih i divljih ovaca. Ovo ukazuje na blisku genetsku
povezanost unutar domacih ovaca, dok divlje ovce predstavljaju znacajno razli¢itu genetsku

skupinu.
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Slika 10. Filogenetski odnos izmedu $est divljih i deset domacih ovaca (Meadows i sur .,2011).

Stablo dobiveno iz mitogenoma uzetih u ovom istrazivanju (Slika 10) jasno je pokazalo
da ni urialske ni agalske ovce nisu mati¢ni preci domacih ovaca. To ukljucuje i domace
zivotinje koje su nosile rijetke haplotipove pripadajuc¢i haplogrupama HC, HD 1 HE. Osim toga,
Slika 10 je otkrila da su argalske ovce blize povezane s domaéim zivotinjama u usporedbi s

urialskim ovcama.

Mitogenom europskog muflona (O. musimon) grupirao se s drugim sekvencama
haplogrupe HB, u skladu s prethodnim saznanjima koja sugeriraju da ga se ne bi trebalo

smatrati kao pravu divlju ovcu (Pedrosa i sur., 2005).
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Analiza u radu (Lancioni i sur., 2013) je provedena na 33 jedinke na razini cijelih

mitogenoma . Ustanovljeno je da postoje tri razli¢ite podhaplogrupe unutar B haplogrupe.
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Slika 11. Pairwise stablo potpunih mtDNA sekvenci iz ovaca. (Lancioni i sur ., 2013)

Cjelokupna evolucijska povijest 33 mitogenoma zakljucena je parsimonijskim
pristupom, koriste¢i objavljenu sekvencu argalija (Ovis ammon) (GenBank: HM236188) kao
vanjsku grupu (Slika 11). Sto se ti¢e uzoraka koji dijele isti haplotip (izmedu nukleotidnih

pozicija 15.452 i 16.263), samo jedan set (sastavljen od pasmina gentile di puglia i
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Sopravissana) pokazao se identiénim na razini cijele molekule, dok jedna mutacija (na

nukleotidnoj poziciji 11429) razdvaja jedinke gentile di puglia od jedinki sopravissane, i drugi

set mutacija (na nukleotidnim pozicijama 9218 i 12305) razlikuje comisanu od lacaune.

ID#* Original name Haplogroup Breed GenBank
Outgroup Owvis ammon HM235188
Novel o1 Co014 Al Comisana KF302440
mitogenomes
02 CO015 Al Comisana KF302441
03 C0020 Al Comisana KF302442
04 oo Al Comisana KF302443
05 Co026 Al Comisana KF302444
06 Co017 Al Comisana KF302445
07 MIOss A Merinizzata italiana KF302446
08 LAO21 B lacaune KF302447
09 GP117 B1 Gentile di Puglia KF302448
10 SO006 Blala Sopravissana KF302449
1" APO3E Blata Appenninica KF302450
12 APO53 Blala Appenninica KF302451
13 CO002 Bla2a Comisana KF302452
14 LAOGS Blala lacaune KF302453
15 S0012 Bla2at Sopravissana KF302454
16 GPO92 Bla2al Gentile di Puglia KF302455
17 S0030 Bla2ala Sopravissana KF302456
18 GP105 Bla2ala Gentile di Puglia KF302457
19 S0009 Bla2ala Sopravissana KF302458
20 M75 Bta2ata Merinizzata ftaliana KF302459
21 LAO4T Bla2b Lacaune KF302460
22 C0027 Bla2b Comisana KF302461
23 Co046 BlaZb Comisana KF302462
Published HM236174 HM236174 A Merino HM236174
mitogenomes
HM236175 HM236175 A Romney HM236175
HM236176 HM236176 Bla Karakas HM236176
HM236177 HM236177 Bla Karakas HM236177
HM236178 HM236178 C Karakas HM236178
HM236179 HM236179 C Morkaraman HM236179
HM236182 HM236182 E Awassi HM236182
HM236183 HM236183 E Tuj HM236183
HM2356180 HM236180 D Morkaraman HM236180
HM236181 HM236181 D Morkaraman HM236181
SRS NC_001941 Blal Merinolandschaf NC_001941|

Tablica 6. Izvori i pripadnost haplogrupi potpunih mitohondrijskih sekvenci ovaca (Lancioni i

sur., 2013).

U pruZenom popisu prikazane su mitohondrijske DNA (mtDNA) sekvence ovaca s razliitim

oznakama (ID#), originalnim imenima, haplogrupama, pasminama i pripadaju¢im GenBank

referencama.
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U tablici 6 pod "Novel mitogenomes" predstavljene su nove, ranije nepublicirane
sekvence mtDNA. Vecina ovih uzoraka pripada pasmini comisana unutar haplogrupe Al.
Takoder, vidimo druge pasmine poput merinizzata italiana, lacaune, gentile di puglia,

sopravissana i appenninica, koje se klasificiraju pod razli¢ite podgrupe haplogrupe Bla.

U tablici 6 pod "Published mitogenomes" navedene su vec¢ publicirane sekvence
mtDNA razli¢itih pasmina ovaca, ukljuc¢ujuc¢i merino, romney, karakas, morkaraman, awassi,
tuj i merinolandschaf. Ove sekvence su ve¢ dostupne u GenBank bazi podataka s navedenim

referencama.

Navedena tablica osigurava sveobuhvatan uvid u genetsku raznolikost ovaca na temelju
njihovih mitogenoma. Zanimljivo je primijetiti da iako neke pasmine poput comisana
dominiraju unutar odredene haplogrupe, mnoge druge pasmine, kao $to su lacaune, gentile di
puglia i sopravissana, pokrivaju $irok spektar haplogrupa i njihovih podgrupa. Ovo moze
sugerirati zanimljive evolucijske i selekcijske putove unutar ovih pasmina.

Uz to, jasno je da postoji znatna genetska razlika medu pasminama na temelju
haplogrupa. Na primjer, merino ovce su navedene pod haplogrupom A, dok su karakas ovce
navedene pod Bla 1 C. Ove razlike u haplogrupama mogu pruziti uvide o migracijskim
putovima, povijesti domesticiranja i selekcijskim pritiscima koji su oblikovali ove pasmine

tijekom vremena.
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Sljedeci rad je analizirao mitogenom 85 jedinki (Lv i sur., 2015) te isto tako utvrdio pet

haplogrupa. (Slika 12)
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Slika 12. Analiza haplogrupa i distribucija koristenih mitogenome iz GenBank (Lv i sur., 2015)
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Haplogrupa B je bila dominantna i Siroko rasprostranjena, s prosje¢nom frekvencijom
od otprilike 89% . U istom istrazivanju, zapazeno je da je haplogrupa A imala znaéajnu
zastupljenost na Indijskom potkontinentu, gdje je zabiljezena frekvencija od priblizno 77%.
Medutim, u kontekstu Europe, njezina zastupljenost bila je ispod 10%. S druge strane,
haplogrupa B bila je prepoznata kao dominantna u Europi, posebno u jugozapadnom dijelu
gdje je frekvencija dosezala oko 49%. Haplogrupa C, prema dostupnim podacima, najcesce je
zabiljezena na podru¢jima Bliskog istoka, Kaspijske regije, sjeverne Kine i Mongolske
visoravni s prosjecnom zastupljenoscu od otprilike 18%. Zanimljivo je da su pojedini haplotipi
haplogrupe C takoder identificirani na Iberskom poluotoku, u Indiji, Nepalu i jugozapadnoj

Kini.
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4. Materijali i metode

4.1. Materijali
4.1.1. Uzorci i izrada baze podataka

U pruzenoj bazi podataka (Tablica P1) predstavljen je skup uzoraka mitogenoma ovaca.
Svaki unos u bazi podataka nudi skup informacija o pojedinom uzorku, uklju¢ujuci broj uzorka,

naziv izolata, vrstu, haplogrupu i, kao i geografske informacije o mjestu podrijetla uzorka.

S ukupno 373 uzorka, baza podataka nudi Sirok spektar genetskih informacija. Svaki
uzorak donosi svoju jedinstvenu kombinaciju genetskih markera, haplotipova i drugih
karakteristika. 1z tih 373 uzorka, vazno je napomenuti da su 25 sirovih sekvenci hrvatskih
ovaca dobivene od strane prof.dr.sc. Vlatke Cubri¢ Curik i doc.dr.sc. Vladimira Brajkoviéa,

dok su ostale sekvence preuzete iz baze podataka GenBank.

U proucavanoj bazi podataka, evidentirane su 178 razli¢itih pasmina ovaca, §to
predstavlja znacajnu genetsku varijabilnost. Svaka od ovih pasmina moZe se smatrati
distinkthom populacijom s vlastitim setom alelnih frekvencija, mutacija i genetskih
kombinacija. Ova genetska raznolikost pasmina omogucuje dubinsko istrazivanje evolucijskih
putova, fluktuacija populacija i migracijskih dogadaja. RazliCite pasmine Cesto imaju
jedinstvene haplotipske strukture, koje su rezultat povijesnih selektivnih pritisaka, geografske
izolacije ili specifi€nih uzgojnih praksi. Baza podataka sadrzi informacije iz 32 razlicita
znanstvena rada ili publikacije. Ovi radovi predstavljaju razli€ite istraZivacke pristupe i metode
koje su primijenjene u analizi ov¢jeg mitogenoma.

Uzorci potjecu iz 43 razliCite drzave, Sto odraZzava geografsku distribuciju 1 migracijske
putove ovaca. Svaka drzava i regija donosi svoje specificne uvjete i1 izazove, a genetska

raznolikost ovaca Cesto je odraz tih okoli$nih i povijesnih ¢imbenika.
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4.2. Metode
4.2.1. Galaxy platforma

Galaxy je internetska platforma namijenjena znanstvenoj obradi velikih koli¢ina
informacija, a posebno se primjenjuje u podruc¢ju genetike. Referentni mitogenom i 24 dodatnih
genoma, smjeStenih u ENA bazi podataka, preneseni su u Galaxy platformu radi daljnjih

analiza.

Koriste¢i javni server za obradu informacija i seriju integriranih alata, obavljene su
analize kako bi se dobio FASTA format, odnosno konsenzualni mitonukleotidni niz, koji je
svojstven za svaki pojedina¢ni uzorak (Afgan i sur., 2016). Nakon generiranja konsenzualnog

niza, provodi se njegova vizualizacija i analiza, §to na kraju rezultira kreiranjem haplotipova.

FASTA predstavlja tekstualni format koji opisuje nukleinske Kiseline ili proteinske
sekvence u kojima se baze ili aminokiseline oznacavaju jedinstvenim kodovima. Kada se
sekvence ucitavaju na Galaxy platformu iz ENA baze podataka, odabiru se dvije FASTQ
datoteke. FASTQ format nastaje kao rezultat uredaja za odredivanje nukleotidnih sekvenci,

slican je FASTA formatu 1 ukljucuje informacije o kvaliteti svakog ocitanja.

Daljnja obrada 24 pojedina¢no ucitanih sekvenci odvijala se kroz 5 navedenih faza, a

automatizirani protokol (workflow) olakSao je proces:
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Slika 13. Galaxy automatizirani protokol (https://usegalaxy.eu)

2.Algoritam Map with BWA-MEM (ver. 0.7.15.1) KkoriSten je za
poravnavanje/mapiranje Citanja sekvenci u odnosu na referentni mitogenom (Li i Durbin,
2009). Taj korak poc¢inje odabirom opcije Upotrijebi genom iz povijesti i izgradnju indeksa, te
pod opcijom Upotrijebi sljedeci skup podataka kao referentnu sekvencu odabire se ucitani
referentni mitogenom NC_001941.fasta. Zatim, pod opcijom Odaberi prvi skup d¢itanja,
odabire se prva izlazna datoteka iz prethodnog koraka, a pod Odaberi drugi skup ¢itanja odabire

se druga FASTQ Groomer izlazna datoteka. Ostale zadane opcije se ne mijenjaju.

3.Kvaliteta se filtrirala pomoc¢u Filter SAM or BAM, output SAM or BAM (ver. 1.1.2)
s zadanim opcijama, $to je rezultiralo datotekama u .bam i .bai formatima. Ti su formati
genericki za pohranu poravnanja velikih nukleotidnih sekvenci (Danecek i sur., 2011). Faza se
izvodi prema putanji: Genomska manipulacija datoteka — SAM/BAM — Filter SAM or BAM,

output SAM or BAM file.
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4.Analiza BAM zapisa provodi se pomo¢u MarkDuplicates (ver. 2.7.1.1) kako bi se
identificirali duplikati (Jones i sur., 2012); smjer: Genomic Toolkits: Picard — Oznaavanje
duplikata Citanja.

5.Mpileup (ver. 2.1.3) koristi izlaznu datoteku prethodne faze (BAM) i referentni
mitogenom; smjer: Genomska manipulacija datoteka — SAM/BAM — Sam Tools — samtools
mpileup multi-way pileup of variants — Mpileup SNP and indel caller. Ovaj alat generira BCF
(binary variant call format) ili pileup format za jednu ili viSe BAM datoteka. Ti formati
uklju¢uju informacije o polimorfizmima jednog nukleotida (SNP-ovima), insercijama i

delecijama (Li, 2011).

6.VarScan (ver. 0.1) je alat za detekciju SNP-ova, insercija i delecija, te procjenu
njihovih frekvencija u sekvenciranim podacima (Koboldt i sur., 2009). Po zavrsetku, generira
se datoteka u VCF formatu (Variant Call Format) koja sadrzi podatke o DNA polimorfizmima.
Navedeni format je tekstualan te se mozZe indeksirati za brzo pretrazivanje varijanti na
razli¢itim lokacijama referentnog mitogenoma (Adams i sur., 2012). Smjer: Genomics analysis

— Variant Calling — VarScan for variant detection.

Nakon zavrSetka preuzimaju se datoteke dobivene iz faza 3.1 6. (bam, bai 1 vcf). Buduéi
da izvodenje faza zahtijeva odredeno vrijeme i zauzima memoriju na javhom posluzitelju,

sekvence se analiziraju pojedina¢no, dok je referentni mitogenom konstantan.

7.6. Consenzus fasta (Dodatak_Mtgenome) -> U ovom postupku, koji se koristi za
generiranje .fasta datoteka za daljnje analize, koristi se .vcf datoteka koja sadrzi informacije o
svim polimorfnim mjestima mitogenoma u odnosu na referentni mitogenom NC_001941.
Referentni mitogenom sluzi kao predlozak, a promjene se primjenjuju samo na varijabilnim
mjestima specificnim za analizirane jedinke, $to je zabiljezeno u .vcf datoteci. Kako bismo
pripremili referentnu sekvencu za analizu, prvo smo stvorili .dict datoteku koriste¢i Picard alat.
Ova datoteka omogucava bolje upravljanje referentnom sekvencijom tijekom analize.
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Zatim smo generirali FAI datoteku pomocu samtools alata. Ovaj korak omogucuje brzi
pristup sekvencijama iz referentnog mitogenoma. Nakon $to su svi potrebni alati i datoteke
pripremljeni u istom folderu, koristili smo GATK alat za izradu .fasta datoteke. Linija koda
koja se koristi za ovu svrhu ukljucuje informacije o referentnoj sekvenci (NC_001941.fasta),
.vef datoteci  (SRR50555.vef) koja sadrzi polimorfne informacije, .dict datoteci

(NC_001941.dict) i FAI datoteci (NC_001941.fai).

Ovaj postupak osigurava da dobijemo .fasta datoteku koja je prilagodena specificnim
genetickim varijacijama analiziranih jedinki u odnosu na referentni mitogenom, $to je klju¢no

za daljnje analize u istrazivanju.

Usporedba BCF i GATK alata -> Ovim postupkom provodimo usporedbu rezultata
dobivenih iz dva razli¢ita programa kako bismo potvrdili njihovu konzistenciju. Za analizu
smo koristili set sekvenci nasih ovaca koji su prosli kroz BFC 1 GATK procesiranje, a zatim
smo ih spojili i izvrsili poravnanje. Nakon toga, dobiveni podaci su preneseni u MEGA format

te dalje analizirani koriStenjem alatki poput DNAsp za izradu haplotipova.

Rezultati su zatim pregledani, te smo usporedili haplotipove dobivene iz oba programa.
Analizom primjecujemo da su haplotipovi identi¢ni, §to ukazuje na konzistentne rezultate iz
oba programa. Ova konzistencija daje nam osnovu za vjerovanje u to¢nost i pouzdanost nasih

rezultata, te mozemo biti sigurni u valjanost analize.
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4.2.2. Vizualizacija mitogenoma IGV programom

Nakon zavrSetka analitickih procesa putem Galaxy alata, slijedi graficki prikaz
dobivenog mitogenoma kroz IGV softver verzije 2.6.3. (Integrative Genomics Viewer). Prikaz
ove vizualizacije mozete vidjeti na Slici 14. Primjer pokrivenosti jednog mitogenoma je
izuzetno informativan. Dubina pokrivenosti na poziciji 3545 baznog para prema referentnom
mitogenomu iznosi 877, pri ¢emu se 876 puta pojavljuje adenin (A), dok je timin (T) prisutan
samo jednom. Ova analiza pokazuje da je duljina pokrivenosti 100%, $to znaci da su svi

dijelovi mitogenoma barem jednom zastupljeni, pruzaju¢i nam cjelovitu sliku o njegovoj

sekvenci.
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Slika 14. Prikaz dobivenog mitogenoma kroz IGV.
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Dakle, cilj grafickog prikaza jest analiza dubine i duljine pokrivenosti u usporedbi s
referentnim genomom. IGV softver donosi niz funkcija za graficko predstavljanje,

dozvoljavajuci dubinsku analizu velikih genetskih podataka do pojedina¢ne baze (Robinson i

sur., 2011).

Osim analize pokrivenosti i dubine, klju¢na komponenta koristenja IGV softvera je
njegova sposobnost identifikacije i prikaza polimorfnih mjesta. Identificirane mutacije, SNP-
ovi (Jednostruki nukleotidni polimorfizmi) i druge varijacije omogucuju bolje razumijevanje
specificnih karakteristika prou¢avanog mitogenoma. Kroz ovu vizualizaciju, istraziva¢i mogu
precizno locirati regije od interesa, Sto olakSava daljnje analize i interpretacije. Ova sposobnost
je posebno korisna u kontekstu usporedivanja mitogenoma iz razli¢itih uzoraka ili populacija,

omogucavajuci dublje uvide u evolucijske procese i adaptacije.
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4.2.3. Kvaliteta nukleotidnih sljedova

Evaluacija kvalitete temelji se na dva kriterija: dubina pokrivenosti (eng. Depth of

coverage) i duljina pokrivenosti (eng. Breadth of coverage)

Dubina pokrivenosti daje uvid koliko puta je pojedini dio mitogenoma ,,obuhvacen*
sekvenciranim fragmentima ili kratkim nizovima. Mjeri se kao prosjec¢an broj puta koliko su
baze sekvencirane, izracunavajuéi broj baznih parova svih kratkih ¢itanja koja se slazu s genom
i podjelom s ukupnom duzinom mitogenoma. Ova mjera se Cesto prezentira kao 1X, 2X, 3X
itd. (1, 2 ili 3 puta obuhvacenost). Prosjek opsega pokrivenosti dobiven je sumiranjem svih

pojedinac¢nih mjerenja i dijeljenjem s ukupnim brojem analiziranih nukleotidnih nizova.

Duljina pokrivenosti oznacava postotak mitogenoma koji je ,,obuhvacen® kratkim
nizovima te identificira postojanje li nekih dijelova koji nisu obuhvaceni niti jednim nizom.
Ovaj kriterij pokazuje koliki je postotak baznih parova referentnog mitogenoma obuhvacen

odredenom intenzitetom (Metagenomika, 2019).

Dodatno, vaznost ovih metrickih mjerenja nije samo u preciznosti i to€nosti
sekvenciranja, nego 1 u shvacanju njihovog utjecaja na daljnje analize. Pouzdanost ocjene
kvalitete nukleotidnih nizova ima direktan utjecaj na interpretaciju rezultata i moZze osigurati
bolje razumijevanje genetske strukture mitogenoma. Proucavanjem ovih parametara,

istrazivaci mogu donositi informirane odluke prilikom analize i usporedbe genoma.
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4.2.4. Proucavanje filogenetskih odnosa izmedu haplogrupa

Svi nukleotidna nizovi mtDNA uneseni su u MEGA aplikaciju verzije 7.0.26 (Kumar
i sur ., 2016) i uskladena s referentnim nukleotidnim nizom cjelokupnog ov¢jeg mitogenoma
pomocu Clustal Omega softvera (Chenna i sur., 2003). Clustal Omega je alat za viSestruko
poravnavanje nukleotidnih i proteinskih sekvenci koji pruza brze i precizne rezultate. Ovaj
softver omogucava bolje razumijevanje evolucijskih odnosa medu razlicitim bioloskim
sekvencama. Nakon $to su sekvence uskladene, a njihova ukupna duZzina iznosi 16.671 bp,
klasifikacija haplogrupa provodi se putem MitoToolPy programa verzije 1.2 (Peng i sur.,

2017).

MitoToolPy je sofisticirani programski alat razvijen u Pythonu, osmisljen za analizu
podataka cijelog mtDNA ili odabranih pozicija unutar njega (Wu i sur., 2017). Ovaj program
omogucava istraziva¢ima da analiziraju mtDNA osam razli¢itih vrsta domacih Zivotinja,

......

referentni mitogenom, klasifikaciju haplogrupa te provjeru mogucih greSaka (Wu i sur., 2017).

Jedna od prednosti MitoToolPy-a je njegova fleksibilnost i prilagodljivost za analizu razli¢itih
vrsta domacih Zivotinja. Njegova to¢nost u klasifikaciji haplogrupa temelji se na najnovijim
znanstvenim istraZivanjima i literaturi. Medutim, s obzirom na to da se nova istraZzivanja
neprestano provode, program moZzda nije uvijek aZuriran s najnovijim otkri¢éima novih
haplogrupa. Unato¢ tome, MitoToolPy ostaje vrijedan alat za istrazivace koji rade na analizi

mitohondrijske DNA, nude¢i im brze i pouzdane rezultate.

Program MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) je sveobuhvatan softver
koji se Siroko koristi u molekularnoj biologiji i genetici za analizu evolucijskih procesa na
razini sekvenci (Kumar i sur., 2016). Jedna od njegovih kljuénih funkcionalnosti je odredivanje

broja polimorfnih mjesta unutar genetskih sekvenci. Polimorfna mjesta su pozicije u DNA
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sekvenci na kojima se razli¢iti organizmi razlikuju u nukleotidima. Koristenjem MEGA
softvera, istraziva¢i mogu uskladivati sekvence razli¢itih organizama kako bi identificirali i
kvantificirali polimorfna mjesta. TocCnost odredivanja polimorfnih mjesta pomaze u

proucavanju genetske raznolikosti, evolucije vrsta i filogenetskih odnosa medu organizmima.

MEGA softver nudi razlicite algoritme za uskladivanje sekvenci, kao $to su Clustal Omega,
MUSCLE i T-Coffee. Nakon uspjesnog uskladivanja sekvenci, MEGA generira statisticke
podatke o polimorfnim mjestima, ukljucujuci broj polimorfnih mjesta, ukupnu varijabilnost i
slicnost medu sekvencama. Ovi podaci omogucuju istraziva¢ima da bolje razumiju genetsku
strukturu i evolucijske procese koji oblikuju raznolikost vrsta.

U cilju odredivanja broja mjesta u kojima se pojavljuju razliciti tipovi nukleotida ili
aminokiselina, koriSten je verzija MEGA 7.0.21. Ova mjesta nazivaju se polimorfna ili
varijabilna mjesta, a mogu biti singleton mjesta ili parsimonijska informativha mjesta.
Singleton mjesta sadrZze najmanje dva razlicita tipa nukleotida ili aminokiselina, pri ¢emu se
jedan od njih moZe pojaviti viSe puta. Da bi se singletoni mogli identificirati, potrebne su

najmanje tri sekvence koje sadrZe jednoznacne nukleotide ili aminokiseline.

Parsimonijska informativna mjesta su mjesta koja sadrZze najmanje dva razlicita tipa
nukleotida ili aminokiselina, pri ¢emu se svaki od njih pojavljuje barem dva puta. Ova mjesta
se mogu takoder procijeniti pomocu programa DnaSP, koji se Cesto koristi u populacijskoj
genetici (Librado i Rozas, 2009). Konzervirana mjesta se pak odnose na mjesta u kojima se ne
pojavljuju razliciti tipovi nukleotida ili aminokiselina.

DnaSP (DNA Sequence Polymorphism) je softver koji se koristi u analizi genetskih
sekvenci 1 proucavanju polimorfizma unutar populacija (Rozas i sur., 2017). U animalnoj
genetici, DnaSP omogucuje istraziva¢ima da analiziraju genetsku varijabilnost 1 evolucijske

procese medu razli¢itim vrstama i1 populacijama.
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Kroz DnaSP, korisnici mogu izraCunati razliite parametre genetske varijabilnosti, kao
Sto su broj polimorfnih mjesta, broj haplotipa, haplotipsku raznolikost te nukleotidnu
raznolikost. Ovaj alat takoder nudi metode za testiranje selekcije, neutralnosti i rekonstrukciju

filogenetskih odnosa, ¢cime pomaze u razumijevanju evolucije i genetske strukture zivotinja

Za izradu haplotipova mitogenoma i izracunavanje njihove raznolikosti, koriSten je
program DnaSP ver. 5.10.01. Genetska raznolikost, koja se ¢esto mjeri kao razlika medu
haplotipovima u jednom uzorku, definira se kao vjerojatnost da se dva slucajno odabrana

haplotipa razlikuju unutar tog uzorka (Nei, 1987).

Prikaz filogenetskih veza i raspodjela haplotipske varijabilnosti prema haplogrupama
ilustriran je kroz Median joining mrezu (Bandelt i sur., 1999). Za izradu ove mreze koriSten je
program PopART verzija 1.7 (Analiza populacija s retikuliranim stablima), softverski alat
stvoren kako bi se olakSalo razumijevanje evolucijskih povezanosti unutar i medu

populacijama (Leigh i Bryant, 2015).
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Softver BEAST je iznimno koristan alat za analizu filogenetike. Ovaj softver
omogucuje znanstvenicima da istraze evolucijske odnose izmedu organizama, koristec¢i
Bayesian metode. BEAST je posebno mocan jer omogucuje modeliranje razli¢itih evolucijskih
procesa, ukljucujué¢i razlic¢ite stope evolucije 1 vrijeme zajedniCkog pretka. Takoder,
omogucuje analizu vremenskog okvira evolucije, $to zna¢i da moZete procijeniti kada se
zajedni¢ki pretci razlicitih vrsta ili populacija pojavili. Kljuéna prednost BEAST-a je njegova
sposobnost rada s molekularnim podacima, kao §to su sekvence DNA ili aminokiseline. Ovaj
softver omogucuje istraziteljima da izgrade sloZene filogenetske modele i procijene parametre
evolucije koriste¢i bayesijanski pristup, Sto Cesto rezultira preciznijim 1 pouzdanijim
rezultatima u usporedbi s drugim metodama (Drummond i sur., 2006). Program je pokrenut s
duljinom Markovljevog lanca Monte Carlo dok vrijednosti efektivne veli¢ine uzorka (ESS)
nisu premasile 200. Izracuni su izvedeni koriste¢i generalizirani vremenski reverzibilni model
(GTR; Lanave i sur., 1984). Datoteka s konvergiranim stablima sastavljena je u TreeAnnotator
v2.4.7 s ,,burn-in“ fazom od 20%, dok je zavrsno stablo s posteriori vjerojantostima prikazano

u FigTree v1.4.3 (Drummond i sur., 2012).

U sklopu izrade diplomskog rada, koriSten je i programski jezik R za izradu
filogeografske distribucije haplogrupa mitogenoma analiziranih jedinki. Koordinate
uzorkovanja svake jedinke odredene su koriste¢i Google Maps, a u skladu s literaturom . Nakon
toga, koristenjem R paketa za vizualizaciju, ggplot2, kreirani su kruzni dijagrami koji vizualno
predstavljaju udjele haplogrupa u razli¢itim regijama na geografskoj karti. Svaki kruzni
dijagram predstavljao je jednu regiju, a sektori unutar njih prikazivali su razli¢ite haplogrupe.
Konacno, integrirani su kruzni dijagrami s geografskim kartama kako bih se jasno prikazala
raspodjela haplogrupa na karti. Ovaj pristup omogucio je preciznu i informativnu analizu
genetickih podataka na geografskoj razini, pruzaju¢i dublje razumijevanje distribucije

haplogrupa.
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4.2.5. Analiza varijabilnosti mitogenoma po segmentima

Analiza je obavljena na uzorku od 373 mitogenoma, koji su temeljeni na referentnom
nukleotidnom slijedu mtDNA domacih ovaca (dugom 16.241 bp). Za podjelu uzorka na
segmente Koristili smo MEGA softver verziju 7.0.21 (Smith i sur., 2016). Informacije o
duzinama i poloZajima segmenata na mtDNA preuzete su iz NCBI-jeve baze podataka. Kao
rezultat podjele dobivene su specificne sekvence za svaki segment: 12S rRNA,16S rRNA,
ND1, ND2, L-lanac, COX1, COX2, ATP8, ATP6, COX3, ND3, ND4L, ND4, ND5, ND6,
CYTB, D_loop i tRNA22 (NCBI GenBank, Accession No. NC_001941; Hassanin i sur., 2010).
Uzorci su usporedeni s referentnim mtDNA sekvencama koristeci isti softver. Dodane su 373
sekvence, koje su ru¢no poravnate ako je bilo potrebno, a dobivene sekvence prilagodene su

duljini na mjestima gdje su se sve poklopile.

Raznolikost je procijenjena pomocu Arlequin softvera, verzija 3.5.2 (Peterson 1 sur.,
2010), uzimajuci u obzir broj 1 postotak polimorfnih mjesta (S 1 S%), broj i raznolikost
haplotipova (Br. H i HD), te standardnu devijaciju (SD) raznolikosti segmenata i cijele
mtDNA. Standardna devijacija Cesto se koristi u mjerenju varijabilnosti. Prema Milleru 1
Jonesu (2005), SD uzorka se moze koristiti kao procjena varijabilnosti populacije iz koje je

uzorak dobiven.

Generirana je i nukleotidna raznolikost (m) uz pridruZzenu standardnu devijaciju.
Nukleotidna raznolikost (m) definira se kao vjerojatnost da su dva nasumi¢no odabrana
homologna nukleotida razlicita, $to ovisi o broju polimorfnih mjesta i njihovim frekvencijama

(Green i sur., 2004). Delecije su, kao i u prvom dijelu analize, iskljucene.
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5. Rezultati

5.1. Dubina i duljina pokrivenosti konsenzus sekvenci mitogenoma

Analiziraju¢i dane rezultate (Tablica 7), mozemo primijetiti nekoliko znacajnih
podataka o sekvencama. Sve sekvence su duzine 16616 nukleotidnih baza s pokrivenos¢éu od
100%. Pokrivenost od 100% sugerira da su sekvenciranje i poravnavanje prosli uspjesno za

svaki uzorak, bez propustenih podrugja.

Prosjecno preklapanje (Avg_fold) varira medu uzorcima, najnize je kod uzorka POG1
s vrijedno$c¢u 330.9, a najvisi kod uzorka MR1 s vrijednoséu 9587.8. To sugerira da postoji
znatna varijacija u broju puta koliko su individualne nukleotidne pozicije sekvencirane, $to

moze utjecati na pouzdanost varijacija detektiranih u svakom uzorku.

Uzorak MR1 takoder ima najvise Plus_oc¢itavanja i Minus_o¢itavanja, Sto sugerira da

je ovaj uzorak mogao imati vise sekvenciranja ili ve¢u u€inkovitost od ostalih uzoraka.

Unato€ varijacijama u prosje¢nom preklapanju, postotak GC sadrzaja (Read GC) je vrlo slican
medu svim uzorcima, krece se oko 0.389, sto ukazuje na slicnosti u sastavu nukleotida medu

sekvencama.

Sto se ti¢e standardne devijacije (Std Dev), takoder vidimo znadajne razlike medu
uzorcima, s MR1 koji pokazuje najvecu vrijednost (814.02), Sto moze sugerirati vecu

varijabilnost u broju preklapanja sekvenciranja u ovom uzorku.

S druge strane, u stupcu ,,Cover®, vrijednosti ,,12X* i ,,30X“ ukazuju na to koliko puta
je cjelokupna sekvencija na kraju prekrivena nakon sekvenciranja. Uzorci oznaceni s ,,12X*
imaju niZe vrijednosti Avg fold, Plus ocitavanja, i Minus_ocitavanja u usporedbi s onima

oznacenima s ,,30X*
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Prosje¢no Pokrivenost Plus_o¢ita  Minus_ocitava Srednja_prekla Std_D Pokriven

Uzorak preklapanje Duzina (%) vanja nja GC% panja ev ost
C1 791.1 16616 100 45987 46056 0.3732 794 80.81 12X
Cc2 1057.8 16616 100 61142 61205 0.3733 1067 104.12 12X

DR1 609.5 16616 100 35687 35744 0.3881 613 61.44 12X
103 519.3 16616 100 30411 30462 0.3888 523 56.38 12X
101 506.1 16616 100 30517 30555 0.3878 509 62.45 12X
K1 1100.5 16616 100 63507 63591 0.3892 1109 101.91 12X
K2 926.2 16616 100 53477 53567 0.3894 928 95.68 12X
LP1 1710.9 16616 100 98761 98861 0.3892 1722 150.28 12X
LP2 1448.9 16616 100 83723 83842 0.3893 1458 141.97 12X
MR1 9587.8 16616 100 550582 552550 0.3896 9582 814.02 12X
MR2 5504.4 16616 100 316162 317102 0.3897 5481 486.76 12X

POG2 322.1 16616 100 19297 19307 0.3883 325 39.59 12X

POG3 574.3 16616 100 34396 34482 0.3878 578 58.06 12X

POG1 330.9 16616 100 19724 19753 0.3885 333 40.52 12X
R1 870.4 16616 100 50916 51006 0.3888 876 87.46 12X
R2 1330.5 16616 100 76353 76423 0.3897 1340 130.62 12X

Z01 458.3 16616 100 27209 27237 0.3876 462 51.21 12X
Cc3 2840.8 16616 100 164267 164540 0.3895 2864 236.76 30X
D1 2066.3 16616 100 120372 120553 0.3892 2079 195.73 30X

DR2 865.0 16616 100 51342 51348 0.3878 878 91.49 30X
102 1902.3 16616 100 111845 111893 0.3894 1921 194.45 30X
K3 23235 16616 100 135187 135270 0.3914 2347 237.2 30X

LP3 1793.5 16616 100 104268 104384 0.3898 1805 172.97 30X

PO1 1281.1 16616 100 75757 75862 0.3896 1292 121.58 30X
R3 1735.2 16616 100 100062 100215 0.3898 1750 185.02 30X

Tablica 7. Dubina i duljina pokrivenosti konsenzus sekvenci mitogenoma

Prosje¢no pokrivanje od 12x (17 uzoraka) = 1626.41. Min. = 322.06 Max. = 9587.76

Prosjec¢no pokrivanje od 30x (8 uzoraka) = 1850.96 Min. = 864.98 Max. = 2840.79
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5.2. Deskriptivna statistika varijabilnih mjesta mitogenoma

Rezultati dobiveni za hrvatske pasmine ovaca i muflona pruzaju znacajne informacije
0 genetskoj strukturi i diverzitetu ovih vrsta (Tablica 8). S obzirom na referentnu sekvencu
(NC 001941) duzine 16616 baznih parova, obavljena analiza poravnanja sekvenci (tzv.

sequence alignment) rezultirala je ukupnom duzinom poravnanja od 16624 baznih parova

Vec¢ina ovih mjesta, tocnije 16259/16624, su konzervirana mjesta. Konzervirane
sekvence su identicne ili slicne sekvence u nukleinskim kiselinama (DNA i RNA) ili
proteinima izmedu vrsta. Konzervacija ukazuje da je sekvencu odrzala prirodna selekcija, $to
znaci da su ovi dijelovi sekvenci bitni za prezivljavanje i funkciju organizma (Margulies.
2003). Ovi podaci upuéuju na visoki stupanj genetske konzervacije medu analiziranim ovcama

1 muflonima, $to ukazuje na bliske evolucijske veze izmedu njih.

Medutim, postoji i 359 varijabilnih mjesta. Varijabilna mjesta sadrze barem dva tipa
nukleotida, Sto pokazuje genetsku varijabilnost unutar vrsta. Ova genetska varijabilnost moze

biti rezultat mutacija 1 vazna je za odrZzavanje genetske raznolikosti unutar populacije.
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Hrvatske pasmine ovaca i mufloni (n=25) + ref. Seq. NC_001941 (16616 bp)

duljina poravnavanja: 16624

konzervirane lokacije: 16259/16624

varijabilne lokacije: 359/16624

parsim-info lokacije: 112/16624

singleton lokacije: 247/16624

Tablica 8. Analiza baznih parova sekvence NC 001941

Zanimljivo je napomenuti da je u ovoj analizi pronadeno 112 parsim-info mjesta. Ove

sekvence su korisne za filogenetske analize jer mogu ukazati na evolucijske odnose izmedu

razli¢itih vrsta. S druge strane, 247 singleton mjesta upucuje na mjesta u sekvencama gdje

barem tri sekvence sadrze neambivalentne nukleotide.
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5.3. Varijabilnost mitogenoma i klasifikacija haplogrupa

U proucavanoj bazi podataka identificirane su razlicite haplogrupe koje predstavljaju
rodove nasljedivanja na mitohondrijskoj DNA. Detaljnom analizom identificirano je ukupno 5
glavnih haplogrupa, a ovdje ¢emo prosiriti tu analizu 1 dodati dodatne informacije o svakoj od
ovih glavnih haplogrupa:

Haplogrupa A: U bazi podataka evidentirano je ukupno 126 uzoraka pripadnika ove

haplogrupe. Haplogrupa A Cesto se nalazi u populacijama diljem svijeta i ¢esto je povezana s

raznim geografskim podrucjima.

Haplogrupa B: Haplogrupa B zastupljena je sa 213 uzoraka. Ova haplogrupa Cesto se

nalazi u populacijama u Europi i povezana je s ovim geografskim podrucjem.

Haplogrupa C: Identificirano je 30 uzoraka pripadnika haplogrupe C. Ova haplogrupa

moze biti prisutna u razli¢itim dijelovima svijeta, ali njezina zastupljenost moze varirati.

Haplogrupa D: U bazi podataka zabiljezena su samo 2 uzorka pripadnika haplogrupe

D, sto ukazuje na njenu rijetku prisutnost u ovoj populaciji.

Haplogrupa E: Haplogrupa E takoder je zabiljeZena s 2 uzorka. Ova haplogrupa moze

biti rijetka u ovoj populaciji ili je prisutna u malom broju primjeraka.

Vazno je napomenuti da svaka od ovih glavnih haplogrupa moze se dodatno podijeliti
na pod-haplogrupe koje predstavljaju specifi¢nije rodove nasljedivanja. Ova analiza temelji se
na dostupnim podacima u proucavanoj bazi podataka. Za dublje i usporedno istraZivanje sa
drugim rezultatima preporucuje se pristupiti relevantnim znanstvenim izvorima kako bi se

dobila potpuna slika o haplogrupama kod ovih ovaca.
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5.4. Varijabilnost mitogenoma po segmentima

Detaljan prikaz raznolikosti mtDNA ras¢lanjene po segmentima prikazuje Tablice 9.
Dobiveni rezultati navode raznolikost tipi¢ne strukture mtDNA koja se sastoji od dva
ribosomalna RNA gena (12S i 16S rRNa), 22 transportna RNA gena (tRNA22), 13 protein-

kodiraju¢ih gena i nekodirajuce kontrolne regije.

Primjetno je da su neki segmenti, poput D-loop-a, pokazali izuzetno visoku raznolikost
Sto se poklapa s nalazima drugih studija koje su pokazale da D-petlja cesto pokazuje visoku
razinu genetiCke varijabilnosti (Ballard 1 Whitlock, 2004). Ovaj segment pokazuje m od
0.02162, $to je znatno vise u odnosu na druge segmente. Ova visoka raznolikost moZze biti

rezultat brzih stopa mutacija koje se obi¢no vide u ne-kodiraju¢im regijama mitogenoma (Jan-

Willem Taanman,1999).

S druge strane, segmenti poput ATP8 prikazuju manje varijabilnosti. ATP8 ima samo
27 varijabilnih mjesta (S) i haplotipsku raznolikost (Hd) od 0.278. Ovaj segment je vjerojatno
konzervativniji, §to moZe biti povezano s njegovom kljuénom ulogom u mitohondrijskoj
funkciji, Sto zahtijeva stabilnost genetskog koda (Zardoya,2020). COI, ND4 i CytB pokazali
su relativno nisku razinu haplotipske raznolikosti u skladu s prethodnim istraZzivanjima koja
su pokazala visoki stupanj konzervativnosti ovih gena u drugim vrstama (Ballard i Whitlock,

2004).
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Duljina bez razmaka

Segment (bp)* S n K h Hd
12S rRNA 954 102 0.00261 2.48679 61 0.679
16S rRNA 1558 254 0.00359 5.59882 91 0.826

ATP8 201 27 0.00301 0.60426 25 0.278
ATP6 679 150 0.00656 4.45588 102 0.87
COX1 1545 198 0.00452 6.98508 111 0.854
COX2 684 86 0.00505 3.45558 57 0.724
COX3 784 115 0.00482 3.77663 88 0.831
CYyTB 1140 210 0.00477 5.4428 113 0.881

tRNA22* 1524 113 0.00182 2.77441 72 0.778

ND1 955 96 0.0047 4.48762 94 0.849
ND2 1042 150 0.00547 5.70244 87 0.806
ND3 346 47 0.00496 1.71704 41 0.671
ND4L 297 27 0.00593 1.76063 35 0.634
ND4 1378 202 0.00511 7.04454 126 0.907
ND5 1820 295 0.0054 9.83232 142 0.907
ND6 528 82 0.00612 3.22906 55 0.703
D-loop 832 177 0.02162 17.99087 262 0.994
Mitogenom 16624 2330 0.00538 87.44954 350 1

Tablica 9. Varijabilnost mitogenoma po segementima.

S — Broj varijabilnih mjesta; = — Nukleotidna raznolikost (po mjestu); k — Prosje¢an broj razlika
u nukleotidima; h — Broj haplotipova; Hd — Haplotipska (genska) raznolikost; *tRNA22 — Sva
podrucja mitogenoma koja kodiraju aminokiseline su sastavljena u niz.
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U analizi, segmenti s veCcom duzinom imaju generalno veci broj promjenjivih mjesta,
Sto je oCekivano. Isto vrijedi i za prosjecan broj nukleotidnih razlika i broj haplotipa. Na
primjer, gen za ND5 s duzinom od 1820 baznih parova (bp) ima najviSu vrednost za S, k i h,
Sto ukazuje na visok nivo geneticke raznolikosti u tom segmentu. To moze ukazivati na

evolucijski pritisak na ovaj gen, §to ga ¢ini klju¢nim za proucavanje geneti¢ke raznolikosti.

Analizirani segmenti mitogenoma imaju razlicite funkcije i stoga su podlozni razli¢itim
razinama selekcije. Na primjer, geni koji kodiraju proteine Kkoji su integralni dijelovi
mitohondrijskog respiratornog lanca (kao §to su COX i ND geni) mogu biti podlozni snaznom
procis¢avajué¢om (ili negativnom) selekcijom, $to znac¢i da su nove mutacije koje promjene
njihovu funkciju vjerojatno Stetne i stoga se eliminiraju iz populacije. S druge strane, D-petlja,
koja ne kodira proteine, moze biti podloznija neutralnoj selekciji, $to znaci da su promjene u
njenom slijedu vjerojatno neutralne i stoga se mogu akumulirati tijekom vremena (Ballard i

Whitlock, 2004).
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5.5. Filogentska analiza

5.5.1. BEAST analiza
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Slika 15. Beast filogenetsko stablo.

U analizi koja je provedena koriste¢i program BEAST (Slika 15), obradeno je ukupno
373 uzorka ovaca, od kojih je njih 25 bilo hrvatskog porijekla. Analiza je jasno je identificirala
Cetiri (A, B, C, D) od pet razli¢itih haplogrupa (A, B, C, D i E) s posteriori vrijednosti 1, §to
ukazuje na 100% sigurnoS¢u grananja navedenih haplogrupa. Jasno se moze vidjeti da se
haplogrupa E ugnijezdila unutar haplogrupe C te se statisticki ne odvaja od ostalih haplogrupa.

Najcesc¢a haplogrupa koja se pojavila u ovim uzorcima bila je haplogrupa B. Zanimljivo
je da su geografska podruc¢ja imala znacajan utjecaj na raspodjelu ovih haplogrupa. Na§ graficki
prikaz koristio je pozadinu u boji kako bi jasno prikazao pripadnost svake haplogrupe
odredenom geografskom podruc¢ju. Primijetili smo da je haplogrupa A najce$¢a u azijskim

regijama, dok je haplogrupa B dominirala u europskim populacijama ovaca. Rjede zastupljene
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haplogrupa C pojavljuju se na takoder u podrucju azijskih regija (regije Kaspijskog mora, Kine,
Indije i Nepala), Bliskog istoka i Pirenejskog poluotoka, dok se haplogrupe D i E mogu pronaci
na Bliskom istoku. Svi uzorci nasih autohtonih pasmine ovaca i muflona iz Hrvatske pripadaju
haplogrupi B te zanimljivo jedan haplotip kr¢ke ovce A i jedan haplotip dubrovacke rude C

haplogrupi $to je istaknuto strelicama na Slici 15.

5.5.2. Median joining mreza

Medija joining mreza predstavlja slozen skup genetskih sekvenci ili haplotipova, pri
C¢emu svaki kruzi¢ u mrezi predstavlja haplotip, a brojke u zagradama oznacavaju broj
polimornih mjesta izmedu jedinki. Ako nas zanima koliko ima razli¢itih polimornih mjesta
izmedu bilo koja dva haplotipa moramo zbrojiti sve brojke u zagradama izmedu ta dva
haplotipa. Veli¢ina kruzica predstavlja broj jedinki unutar haplotipa, tako mozemo vidjeti na
slici 16 na vrhu media joining mreze da kruzi¢ haplotipa H9 je veci od ostalih. To nam govori
da taj haplotip ima dvije jedinke za razliku od ostalih koji imaju jednu. Haplogrupe su oznacene
bojama, sive predstavljaju hrvatske ovce. To smo napravili tako da vidimo kako su se nase
ovce integrirale u ostale haplogrupe. Crni kruzi¢i su imaginarni haplotipovi koje je median
joining algoritam konstruirao kako bi najkra¢im putem povezali haplotipovi. Tamno sivi

kruzi¢i su moufloni.
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Median joining mreza prikazuje odnos 55 haplotipova konstruiranih od 56 sekvenci
mitogenoma od cega je 25 sekvenci naSih pasmina ovaca i muflona iz Hrvatske, a ostale
sekvence su predstavnici drugih haplogrupa i pasmina ovaca (Slika 16). Vazno je za
napomenuti da je median joining mreza radena na smanjenom setu za razliku od Beast
filogentske analize zbog samog median joining algoritma Kkoji teze procesuira veliki broj
sekvenci. Takoder, koristenje cijele baze podataka rezultiralo bi prevelikom i neurednom
mrezom, te bi bilo teSko razumjeti genetske odnose izmedu haplotipova i haplogrupa. Median
joining mreza takoder je potvrdila da svi hapotipovi naSih autohtonih pasmine ovaca i muflona
iz Hrvatske pripadaju haplogrupi B te jedan haplotip kr¢ke ovce A i jedan haplotip dubrovacke

rude C haplogrupi.
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Slika 16. Media joning mreza. Brojke na crtama izmedu haplotipova predstavljaju broj

polimofrnih mjesta.



5.6. Filogeografska rasprostranjenost haplogrupa

5.6.1 Filogeografska rasprostranjenost haplogrupa prema kontinentima

Analiza mitokondrijalnih DNA (mtDNA) haplogrupa u populacijama ovaca diljem

razli¢itih kontinenata na ukupno 373 sekvence mitogenoma.

Latitude

m o 0 m

50
Longitude

Slika 17. Distribucija haplogrupa na kontinentima.

Haplogrupe

Kontinent A B C D E
Afrika 1 18 0 0 0
Azija 105 74 27 2 2
Australija 5 8 1 00
Europa 15 110 2 0 O
JuZzna

Amerika 0 3 0 00

Tablica 10. Broj haplogrupa prema kontinentima.
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Na azijskom kontinentu, haplogrupe A i B bile su dominantne. Haplogrupa A zabiljezena je u
105 slucajeva, dok je haplogrupa B zabiljezena u 74 slucaja. Ova distribucija uskladuje se s
prethodnim istrazivanjima koja su pokazala prevalenciju ovih linija u regiji. Konkretno,
haplogrupa A smatra se da se prvotno proSirila na Mongolsku visoravan i indijski potkontinent,
kasnije Sire¢i se na sjevernu i jugozapadnu Kinu. Haplogrupa B slijedila je sli¢an put, nastala
na Mongolskoj visoravni i naselila sjevernu i jugozapadnu Kinu te Indiju (Machova,2022). U
africkim populacijama ovaca, haplogrupa A bila je najrasprostranjenija, s 18 pojavljivanja. Ovo
otkri¢e podudara se s prethodnim studijama koje su identificirale mitohondrinsku haplogrupu
B kao dominantnu haplogrupu u Africi. Analiza australskih populacija ovaca otkrila je
raznovrsnu distribuciju haplogrupa A i B. Haplogrupa A zabiljezena je u 8 slucajeva, dok je
haplogrupa B pronadena u 5 slucajeva. U europskim populacijama ovaca, haplogrupa B bila je

znacajno dominantna, s 110 pojavljivanja, dok je haplogrupa A zabiljeZena 15 puta.

5.6.2 Filogeografska rasprostranjenost haplogrupa prema drzavama

Latitude
H EEN

m o 0 m =

50
Longitude

Slika 18. Distribucija haplogrupa prema drzavama.
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Haplogrupa

Drzava A B C DE
Afganistan 2 0 1 00
Australija 5 5 1 00
Azerbajdzan 31 0 0O
Benin 0O 2 0 0O
Brazil 0 3 0 0O
Burkina Faso 0O 5 0 0O
Cad 0O 2 0 0O
Kina 63 42 16 0 O
Hrvatska 129 1 0 O
Cipar 0O 0 1 0O
Ceska Republika 0O 3 0 0O
Egipat 1 6 0 00
Finska 1 3 0 0 O
Francuska 0O 5 0 0O
Njemacka 1 7 0 00
Indija 4 0 0 0 O
Iran 6 5 4 0 0
Irak 6 3 1 0 0
Izrael 0O 0 0 0 1
Italija 721 0 0 O
Jordan 0O 1 0 0O
Kazahstan 3 2 0 00O
Korejski Poluotok (SjevernaKoreja) o0 1 0 0 0
Libija 0O 1 0 0O
Maldivi 0O 1 0 0O
Mongolija 4 3 1 00
Nepal 2 0 0 0 O
Nizozemska 1 9 0 0 O
Novi Zeland 0O 3 0 0O
Niger 0 2 0 0O
Norveska 0 10 0 0 O
Pakistan 2 2 1 0O
Poljska 0 3 0 0O
Rusija 9 11 1 0 O
Srbija 2 1 0 0 O
Spanjolska 0O 1 0 0O
Sri Lanka 1 0 0 0 O
Svedska 0O 5 0 0O
Turska 0o 2 2 21
Ukrajina 0O 2 0 0O
Ujedinjeno Kraljevstvo 2 11 0 0 O
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Tablica 11. Broja haplogrupa prema drzavama.

U proucavanju haplogrupa ovaca prema drzavama, Kina se izdvaja s najveom
zastupljenos¢u u tri haplogrupe: A (63), B (42) i C (16). U Hrvatskoj, haplogrupa B je
dominantna s ukupno 23 jedinke, dok su ostale haplogrupe manje prisutne. Italija i Rusija
takoder imaju visoku zastupljenost u haplogrupi B s 21 i 11 primjeraka. Izrael je jedinstven jer
je jedina zemlja s predstavnikom u haplogrupi E. Turska je jedina zemlja s primjercima u svih
pet haplogrupa, ukljucujuéi i dvije ovce u haplogrupi D — haplogrupi koja nije zastupljena u
nijednoj drugoj navedenoj drzavi. Mnoge zemlje, poput Benina, Burkina Fasa, Cada i Niger,
imaju ovce iskljucivo iz haplogrupe B. Neke zemlje, kao $to su Afganistan i Indija, imaju ovce

samo u haplogrupi A, dok druge zemlje kao Cipar imaju ovce samo u haplogrupi C.
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6. Rasprava

Mitohondrijska DNA (mtDNA) predstavlja klju¢ni element u proucavanju genetske
evolucije i filogenetike, buduci da se nasljeduje isklju¢ivo putem majcinske linije kao §to smo
vidjeli u radu. Ova jedinstvena karakteristika mtDNA omogucuje istraziva¢ima da prate
genetsku povijest unazad u vremenu s posebnom paznjom na Zensku liniju. S obzirom na
odsutnost rekombinacije u mtDNA, svaka promjena u sekvenci mtDNA akumulira se tijekom
generacija i zadrzava se gotovo nepromijenjena. Ova stabilnost i neprekidna akumulacija
mutacija omogucuju znanstvenicima da konstruiraju filogenetska stabla i rekonstruiraju
evolucijske odnose medu razli¢itim populacijama ili vrstama. Osim toga, mtDNA ¢esto sluzi
kao marker za pracenje migracija i Sirenje populacija tijekom vremena. Stoga, istrazivanje
mtDNA 1 nasljedivanje putem majcinske linije igra klju¢nu ulogu u razumijevanju genetske
raznolikosti, evolucije i filogenetskih odnosa medu zivim organizmima, pruzajuci dragocjene

uvide u povijest 1 povezanost razli¢itih populacija 1 vrsta.

Rezultati analize genetskog materijala hrvatskih pasmina ovaca i muflona donose
vrijedne uvide u njihovu genetsku strukturu. Na temelju usporedbe s referentnom sekvencom
duljine 16616 baznih parova (NC_001941), uocena je visoka genetska konzervacija kod vecine
mjesta, Sto sugerira bliske evolucijske veze izmedu ovaca 1 muflona. No, isto tako, analiza je
otkrila 359 varijabilnih mjesta, pokazujuci prisutnost genetske varijabilnosti unutar tih vrsta.
Ova raznolikost moze igrati klju¢nu ulogu u ouvanju genetske raznolikosti unutar populacija
i evoluciji. Posebno vazno su 112 parsim-info mjesta koja su korisna za filogenetske analize,
pruzajuéi nam uvid u evolucijske odnose medu vrstama. Takoder, prisutnost 247 singleton

mjesta dodatno obogacuje analizu genetskog materijala.

Rezultati analize pokazali su da sve sekvence mitogenoma imaju duljinu od 16616
nukleotidnih baza i pokrivenost od 100%, $to ukazuje na uspjesno sekvenciranje i poravnavanje

za svaki uzorak, bez nepokrivenih podrucja. Prosjecno preklapanje (Avg fold) varira medu
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uzorcima, s najnizim vrijednostima kod uzorka POG1 (330.9) i najviSim kod uzorka MR1
(9587.8). Ovo sugerira znacajne razlike u broju puta koliko su pojedine nukleotidne pozicije
sekvencirane, §to moze utjecati na pouzdanost otkrivanja genetskih varijacija u svakom uzorku.
Iako postoji varijacija u prosjecnom preklapanju, postotak GC sadrzaja (Read GC) je slican
medu svim uzorcima, $to ukazuje na sli¢nosti u sastavu nukleotida medu sekvencama. Sto se
tice standardne devijacije (Std Dev), uocene su znacajne razlike medu uzorcima, pri cemu
uzorak MR1 ima najveéu vrijednost (814.02), §to ukazuje na veéu varijabilnost u broju
preklapanja sekvenciranja u tom uzorku. Takoder, postotak pokrivenosti od 12X i 30X ukazuje
na koliko puta je cjelokupna sekvencija prekrivena nakon sekvenciranja. Uzorci oznaceni s
"12X" imaju nize prosjecno preklapanje i manje ocitavanja u usporedbi s onima oznacenima s

"30X".

U analizi varijabilnosti mitogenoma i Klasifikaciji haplogrupa identificirane su 5
glavnih haplogrupa kod proucavanih ovaca. Haplogrupa A je zastupljena s 126 uzoraka, a ¢esto
se nalazi u populacijama diljem svijeta. Haplogrupa B je nabrojnija sa 213 uzoraka i ¢esto se
povezuje s europskim populacijama. Haplogrupa C je identificirana u 30 uzoraka, a njezina
zastupljenost moze varirati geografski. Haplogrupa D ima rijetku prisutnost s samo 2 uzorka,
dok je haplogrupa E takoder zabiljeZzena u 2 uzorka, sugerirajuéi rijetku prisutnost ili nisku

brojnost u populaciji.

Analiza pokrivenosti mitogenoma pruza znacajne uvide u njegovu varijabilnost. Na
primjer, primje¢ujemo da je Dloop, odnosno D kontrolna regija, najvarijabilnija u mitogenomu.
Ovo je podrucje koje ¢esto pokazuje veliku raznolikost izmedu razli¢itih jedinki iste vrste. S
druge strane, gen ATP8 se ¢ini najmanje varijabilnim u usporedbi s drugim dijelovima

mitogenom

Analizirajuéi varijabilnost mitogenoma po segmentima, primijetili smo znacajne

razlike medu razli¢itim dijelovima mitogenoma. D-loop segment je istaknuo visoku geneticku
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raznolikost s 7 vrijednosti od 0.02162 , Sto ukazuje na brze stope mutacija u ovoj nekodirajucoj
regiji. S druge strane, segmenti poput ATP8, COX1, COX2 i CYTB pokazali su manju razinu
geneticke varijabilnosti. Duzina segmenta cesto je korelirala s razinom varijabilnosti, pri ¢emu
su dulji segmenti imali viSe varijabilnih mjesta i haplotipsku raznolikost. Na primjer, gen za
ND3, s duljinom od 1820 baznih parova, imao je najvise varijabilnih mjesta i haplotipsku
raznolikost, Sto sugerira visoku geneticku raznolikost u tom segmentu. Ovi rezultati sugeriraju

da razliciti dijelovi mitogenoma podlijezu razli¢itim razinama evolucijskog pritiska i selekcije.

U analizi koju smo proveli koriste¢i program BEAST, obradili smo ukupno 373 uzorka
ovaca, od kojih je njih 25 bilo hrvatskog porijekla. Nasa analiza jasno je identificirala Cetiri
haplogrupe s visokom posteriori vjerojatnos¢u od 1, §to znaci da smo s 100% sigurnos$éu
prepoznali ove haplogrupe. Najc¢es¢a haplogrupa koja se pojavila u ovim uzorcima bila je
haplogrupa B. Zanimljivo je da su geografska podrucja imala znacajan utjecaj na raspodjelu
ovih haplogrupa. Nas§ graficki prikaz koristio je pozadinu kako bi jasno prikazao pripadnost
svake haplogrupe odredenom geografskom podrucju. Primijetili smo da je haplogrupa A
najcesS¢a u azijskim regijama, dok je haplogrupa B dominirala u europskim populacijama
ovaca. Takoder, unutar haplogrupe B, posebno se istice haplogrupa H53, koja se genetski
izdvaja od ostalih podgrupa unutar ove haplogrupe. Genetska udaljenost haplogrupe H53 od
ostalih grupa iznosi 119 polimorfnih mjesta, sto ukazuje na njezinu izrazito visoku genetsku
udaljenost. Ova izuzetna udaljenost sugerira da je haplogrupa H53 mozda prosla kroz znacajne
genetske promjene ili potjeCe 1z drugacijeg izvora u usporedbi s ostalim haplogrupama unutar
grupe B. Ovi genetski podaci pruzaju uvid u evolucijske odnose izmedu europskih muflona 1
hrvatskih muflona te ukazuju na kompleksnost strukture unutar grupe B. Haplogrupa H53 se
1zdvaja kao posebno udaljena, S§to pruza temelj za daljnje istrazivanje kako bi se bolje razumjele

genetske raznolikosti i evolucijski procesi ovih divljih vrsta.
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Analiziraju¢i median joining mrezu mozemo vidjeti da je udaljenost izmedu haplogrupe
A i haplogrupe B iznosi 87 polimorfnih mjesta. Najveca genetska, koja iznosi 120 polimorfnih
mjesta, primjecuje se izmedu haplogrupe D 1 ostalih grupa, ¢ime se ¢ini haplogrupa D
najudaljenijom od svih. S druge strane, grupe C i E imaju najmanji broj polimornih mjesta
izmedu njih, Sto znaci da dijele viSe genetskih karakteristika i vjerojatno imaju zajednickog
evolucijskog pretka. Na median joining mrezi zaokruzena je grupa koja ukljucuje dvije ovce
sa Paga, jednu sa Krka, jednu iz Dalmacije te Cresa, koja pokazuje mali broj polimornih mjesta
izmedu njih. Ovaj niski broj polimornih mjesta izmedu njih sugerira da su ove grupe vrlo sli¢ne

genetski, Sto moZe ukazivati na prisutnost krizanja ili bliskog zajednickog pretka.

Genetska analiza europskih muflona jasno pokazuje da su udaljeni za jedno polimorfno
mjesto od hrvatskih muflona. Ovaj zakljucak potkrepljuje blisku genetsku slicnost izmedu ove
dvije populacije muflona, sugeriraju¢i da su vrlo sli¢ni u svojoj genetskoj strukturi. Cetiri
haplotipa muflona unutar grupe B udaljeni za 8 polimorfizama od ostatka te grupe. S druge
strane, haplotip H53 istice se kao posebno udaljen u odnosu na ostatak grupe B, udaljen ¢ak
119 polimorfnih mjesta. Ovaj izrazita velika razlika u broju polimorfnih mjesta sugerira da je
haplotip H53 prosao znacajne genetske promjene ili da potjece iz drugacijeg izvora od ostalih
haplotipova unutar grupe B. Od svih ovaca u skupinama C i A, samo dvije su iz Hrvatske. Ova
ogranicena zastupljenost domacih ovaca u ovim skupinama sugerira da postoji vjerojatno neki
specifican povijesni ili uvozni kontekst koji je doveo do takvog rasporeda. Ovakve razlike u
skupinama mogu proizaci iz razlicitih genetskih linija ili povijesnih dogadaja koji su utjecali
na sastav ovéje populacije u Hrvatskoj u usporedbi s drugim regijama.

Osim toga, moZe se jasno vidjeti da u haplogrupi B dominiraju europske pasmine, dok
se u haplogrupi A uglavnom nalaze azijske pasmine, iako su prisutne i europske. Sto se tice

haplogrupe D i E, tamo se moze pronac¢i isklju¢ivo azijske pasmine.
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Analizirajuci podatke iz tablice set mitogenoma, mozemo Vvidjeti nekoliko stvari. Vidimo da
genetska raznolikost uzoraka ovaca iz Hrvatske (oznaceno s "Croatia") nije jednako visoka kao
i kod ukupnog skupa uzoraka. Konkretno, genetska raznolikost, mjerena kao Pi, medu
uzorcima iz Hrvatske iznosi 112, dok je u ukupnom skupu 368. Ovaj podatak ukazuje na
odredeni stupanj genetske homogenosti medu ovcama u Hrvatskoj, Sto moze biti posljedica
selekcijskih praksi ili reproduktivnih obrazaca. Broj genetskih varijacija (oznacen kao "V")
takoder je manji medu uzorcima iz Hrvatske (V = 359) u usporedbi s ukupnim skupom (V =
672). Ovo ukazuje na manju genetsku varijabilnost unutar ovcama u Hrvatskoj. Sveukupno,
ovi podaci sugeriraju da populacija ovaca u Hrvatskoj moZe biti manje genetski raznolika i

homogenija u odnosu na ukupnu populaciju ovaca koja ukljucuje razlicite regije.

U analizi filogeografske rasprostranjenosti haplogrupa u populacijama ovaca na
globalnoj razini, koriste¢i podatke iz 373 sekvence mitogenoma, otkrili smo znac¢ajne varijacije
u distribuciji haplogrupa prema kontinentima. U Aziji, haplogrupe A i B dominirale su s 105
odnosno 74 slu€aja. Ovo se podudaralo s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala
prevalenciju ovih materinih linija u regiji. Haplogrupa A se smatra da se prvobitno proSirila na
Mongolsku visoravan 1 indijski potkontinent, dok je haplogrupa B slijedila sli¢an put. Africke
populacije ovaca pretezito su predstavljene haplogrupom A, dok su australske populacije
pokazale raznovrsniju distribuciju izmedu haplogrupa A 1 B. U europskim populacijama ovaca,
haplogrupa B bila je dominirajuca, s 110 pojava, dok je haplogrupa A bila zabiljezena 15 puta.
Dalje, analizirali smo filogeografsku rasprostranjenost haplogrupa prema drzavama. Kina se
izdvojila s najve¢om zastupljenoscu u haplogrupama A, B i C. U Hrvatskoj, haplogrupa B je
bila dominantna, dok su druge haplogrupe bile manje prisutne. Italija i Rusija takoder su
pokazale visoku zastupljenost haplogrupe B. Izrael se istaknuo kao jedina zemlja s prisustvom
haplogrupe E, dok je Turska bila jedina zemlja koja je obuhvatila sve pet haplogrupa. Nekoliko

zemalja, poput Benina, Burkina Fasa, Cada i Nigera, imalo je ovce isklju¢ivo u haplogrupi B,
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dok su neke zemlje, poput Afganistana i Indije, imale ovce samo u haplogrupi A. Ova
raznolikost 1 specifi¢na distribucija haplogrupa unutar razlicitih drzava ukazuje na razlicite
genetske utemeljenosti populacija ovaca Sirom svijeta. U konacnici, ovi rezultati pruzaju vazan
uvid u genetsku raznolikost ovaca na globalnoj razini i mogu posluziti kao temelj za buduce

studije o njihovoj evoluciji I migracijama.
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7. Zakljucak

Na temelju pregleda literature te rezultata analiza provedenih na uzorku od 373
mitogenoma od kojih su 25 hrvatski uzorci, moze se zakljuciti slijedec¢e. Mitohondrijska DNA
(mtDNA) predstavlja izuzetno vazan alat u proucavanju genetske evolucije i filogenetike zbog
svoje specificne naslijedenosti putem majéinske linije. Stabilnost mtDNA i neprekidna
akumulacija mutacija omogucuju konstrukciju filogenetskih stabala i rekonstrukciju
evolucijskih odnosa medu populacijama i vrstama. Prikazom filogenetskih odnosa analiziranih
uzoraka, potvrdena je prisutnost svih haplogrupa navedenih u literaturnim izvorima (A,B,C,D
i E). Analiza mitogenoma pokazuje visoku genetsku varijabilnost medu pasminama ovaca i
muflonima u Hrvatskoj. Prisutnost haplogrupa A, B i C sugerira moguce migracijske kontakte
izmedu Balkana i Bliskog istoka. Analiza genetskog materijala hrvatskih pasmina ovaca i
muflona ukazuje na visoku genetsku konzervaciju s prisutnoscu varijabilnih mjesta, $to pruza
uvid u njihove evolucijske veze. Filogeografska analiza haplogrupa pokazuje znacajne razlike
u distribuciji prema kontinentima i drzavama, $to ukazuje na razliCite geneze i1 migracijske
puteve ovaca Sirom svijeta. Ovo istraZivanje istiCe vaznost genetske raznolikosti ovaca u
Hrvatskoj za o€uvanje autohtonih pasmina. Ocuvanje genetske raznolikosti je klju¢no za
zdrava stada i otpornost na bolesti te za buduce selekcijske programe i uzgoj. Daljnje
filogenetske analize i istrazivanja migracija mogu pruziti dublje uvide u genetsku povijest

ovaca u ovom podrucju.
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Tablica P1. Popis analiziranih mitogenoma.

N  Fastaime Vrsta Pasmina Zemlja Lat Lon Prvi autor

1 AY858379 Bl KP 36 1 0 Ovis aries / South Korea 36.6 128.08 Ha, J.M. (2004)

2 CMO028731 Bl Fra Ra 10 Ovis aries Rambouillet France 48.65 1.82 Davenport, K.M.

3 EF490451 B1 Uni_ Sc 1 0 Ovis aries Finn-Dorset United Kingdom 56.93  -4.02 Burgstaller, J.P.(2007)
4 EF490452 B1 Uni_Sc 1 0 Ovis aries Finn-Dorset United Kingdom 57.23  -2.85 Burgstaller, J.P.(2007)
5 EF490453 B1 Uni_ Sc 1 0 Ovis aries Finn-Dorset United Kingdom 56.84  -2.96 Burgstaller, J.P.(2007)
6 EF490454 B1 Uni_Sc 1 0 Ovis aries Finn-Dorset United Kingdom  56.49  -3.93 Burgstaller, J.P.(2007)
7  EF490455 B1 Uni_Sc 1 0 Ovis aries Finn-Dorset United Kingdom  56.67  -3.24 Burgstaller, J.P.(2007)
8 EF490456 B1 Uni_Sc 1 0 Ovis aries Finn-Dorset United Kingdom 56.98  -2.86 Burgstaller, J.P.(2007)
9 HM236174 Al Aus Ta 10 Ovis aries Merino Australia -41.83 146.18 Meadows, J.R.(2011)
10 HM236175 Al Aus Ro 1 0 Ovis aries Romney Australia -41.54 145.68 Meadows, J.R.(2011)
11 HM236176 _B1 Tur Va 1 0 Ovis aries Karakas Turkey 38,5 43.36 Meadows, J.R.(2011)
12 HM236177_B1 Tur Va1 0 Ovis aries Karakas Turkey 38.48 43.42 Meadows, J.R.(2011)
13 HM236178 C Tur Va 1 0 Ovis aries Karakas Turkey 38.53 43.38 Meadows, J.R.(2011)
14 HM236179 C Tur Er 1 0 Ovis aries Morkaraman Turkey 39.88 41.21 Meadows, J.R.(2011)
15 HM236180 D Tur Er 1 0 Ovis aries Morkaraman Turkey 39.89 41.31 Meadows, J.R.(2011)
16 HM236181 D Tur Er 1 0 Ovis aries Morkaraman Turkey 39.94 41.33 Meadows, J.R.(2011)
17 KF938319 E Isr Ki 1 0 Ovis aries Awassi Israel 3257 35.39 Meadows, J.R.(2011)
18 HM236183 E Tur Er 1 0 Ovis aries Tuj Turkey 39.95 41.15 Meadows, J.R.(2011)
19 HMZ236184 B1 Ger He 1 0 Ovis aries musimon Mouflon Germany 50.69 9.36 Meadows, J.R.(2011)
20 HM236185 B1 Ger He 1 0 Ovis aries musimon Mouflon Germany 50.76 8.51 Meadows, J.R.(2011)
21 KF302440 Al Ita Pe 1 0 Ovis aries Comisana Italy 43.09 12.37 Lancioni, H.(2013)

22 KF302441 Al Ita Pe 1 0 Ovis aries Comisana Italy 43.09 12.33 Lancioni, H.(2013)

23  KF302442_Al Ita Pe 1 0 Ovis aries Comisana Italy 43.11 12.29 Lancioni, H.(2013)

24 KF302443 Al Ita Pe 1 0 Ovis aries Comisana Italy 43.14 12.32  Lancioni, H.(2013)

25 KF302444 Al Ita Pe 1 0 Ovis aries Comisana Italy 43.15 12.39 Lancioni, H.(2013)

26 KF302445 Al Ita Pe 1 0 Ovis aries Comisana Italy 43.07 12.45 Lancioni, H.(2013)
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

KF302446 Al Ita L'1 0
KF302447 B2 _Ita Pe 1 0
KF302448 B1 Ita Fo 1 0
KF302449 B1 Ita Ro 1 0
KF302450 B1 Ita Ro 1 0
KF302451 B1 Ita Gr 1 0
KF302452 B1 Ita Pi_1 0
KF302453 Bl Ita Pe 1 0
KF302454 B1 Ita Ri_1 0
KF302455 B1_Ita_Ca_1 0
KF302456 B1 Ita Ri_1 0
KF302457 Bl Ita L' 1 0
KF302458 B1 Ita Ro 1 0
KF302459 Bl Ita Pe 1 0
KF302460 B1 Ita Pe 1 0
KF302461 Bl Ita Pe 1 0
KF302462 Bl Ita Pe 1 0
KF312238 CE_ Cyp Cy 1 0
KF938317_Al Chi_So 1 0
KF938318 C _Chi_ Mi_1 0
KF938319 Al Chi Xi 1 0
KF938320 C Chi_ Al 1 0
KF938321 Al Chi Ba 10
KF938322 A Chi Lo 1 0
KF938323 Al Chi_ Yu 1 0
KF938324 Al Chi_ Tu 1 0
KF938325 Al Chi Ha 1 0
KF938326 A1 Chi Qi 1 0
KF938327_ C Chi Hu 1 0
KF938328 B1 Chi Ji 1 0
KF938329 B1 Chi_ Ha 1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis orientalis ophion
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Merinizzata Italiana
Lacaune

Gentile di Puglia
Sopravissana
Appenninica
Appenninica
Comisana
Lacaune
Sopravissana
Gentile di Puglia
Sopravissana
Gentile di Puglia
Sopravissana
Merinizzata Italiana
Lacaune
Comisana
Comisana

/

Sunite

Minxian Black Fur
Ujimgin

Altay

Baerchuke
Hetian

Lop

Turfan Black
Qinhai Tibetan
Qira Black
Hulun Buir
Jingzhong
Hanzhong

Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Cyprus
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China

42.41
43

43
41.76
41.92
42.77
43.4
43.13
42.4
41.56
42.44
42.01
41.99
42.45
43.06
43.05
43.01
34.92
43.82
34.42
43.92
47.48
39.75
37
41.25
42.73
37.37
36.98
49.08
37.65
33.07

13.67
12.17
12.46
12.49
12.51
11.1
10.66
12.2
12.83
14.67
12.9
13.57
12.33
14.14
12.08
12.31
12.33
33.26
113.65
104.03
116.03
87.43
78.55
80.18
86.25
88.65
97.37
80.8
119.77
112.75
107.02

Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Lancioni, H.(2013)
Sanna, D.(2015)
Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)

Lv, F.H.(2015)
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

KF938330_A1_Chi_Yu 10
KF938331_Al _Chi_Ba 1 0
KF938332_A1_Chi_Sh_1_0
KF938333_B1 Chi_Te 1 0
KF938334_A1_Chi_Sh_1_0
KF938335 B1 Chi_La 1 0
KF938336_A1_Chi_Ya_1 0
KF938337_A1 _Chi_Ta 1 0
KF938338_A1_Chi_Ye_1 0
KF938339 B1 Rus Bu 1 0
KF938340_B1 Rus No_1 0
KF938341 B1 Rus Ud_1 0
KF938342_Al1 Fin_Al 1 0

KF938343 B1 Rus_So_1 0
KF938344 B1 Aze So 1 0
KF938345 Al_Aze_So 1 0
KF938346_B1 Rus Vo_1 0
KF938347 B1 Ser So 1 0

KF938348 B1 Mal_So_1 0
KF938349 B1 Pol_Po 1 0

KF938350_B1 Pol_Po_1 0

KF938351_B1 Rus No_1 0
KF938352_B1 Rus Vo_1 0
KF938353_B1 Fin_Fi_1 0

KF938354 B1 Fin Fi_1 0

KF938355 B1 Fin Fi 1 0

KF938356_B1 Rus_Ka 1 0
KF938357_B1 Ukr_Uk_1 0
KF938358_B1 Rus_Al_1 0
KF938359 B1 Uni_Th_1 0
KF977845 B1 Ben Co 1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Bashbay
Bayinbuluke
Duolang

Kazakh

Kirghiz

Lanzhou large-tailed
Tan

Tashkurgan
Yecheng
Baidarak

Andi

Udmurtian local
Aland

Tushin

Mazekh

Gala

Kuibuskov
Pramenka
Karakul
Swiniarka
Wrzosowka
Karachai
Oparino

Kainuu grey
Finnish Landrace
Finnish Landrace
Viena

Mountain carpathian
Kulunda

Oxford down
Djallonke

China
China
China
China
China
China
China
China
China
Russia
Russia
Russia
Finland
Russia
Azerbaijan
Azerbaijan
Russia
Serbia
Maldives
Poland
Poland
Russia
Russia
Finland
Finland
Finland
Russia
Ukraine
Russia
United Kingdom
Benin

46.2
41.75
38.37
43.18
38.37

36.1
37.75
37.77

37.8
50.85
42.78
56.85
60.08
43.03
40.58
40.51
52.84
4474
46.93
50.06
49.63
43.04
59.85
66.91
62.31
62.31
61.77
48.55
51.97
51.02

6.38

82.97
86.13
77.23
81.83
77.23
103.72
107.4
75.22
77.4
105.44
46.49
53.2
19.93
44.67
46.33
47.65
49.02
20.44
28.75
19.95
20.21
4421
48.28
26.15
27.17
27.17
34.33
23.01
82.99
-0.03
2.39

Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)
Lv, F.H.(2015)

Brahi, O.H.(2015)



89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

KF977846_B1_Ben_Co_1 0
KF977847_A2_Chi_He 1.0
KJ954145 B1 Net Te 1 0
KP702285 B1_Chi_Fu_1 0
KP981378_C_Chi_Fu_1 0
KP981379 B1_Chi_Ga_1 0
KP981380_C_Chi_In_1 0
KP998470_Al_Chi_Qi_1 0
KP998471_C_Chi_Qi 1.0
KP998472_Al_Chi_Qi_1 0
KP998473 Al_Chi_Qi_1 0
KR868678_B1_Chi_Xi 1.0
KT148968_C_Chi_Qi_1 0
KU575248_A1_Chi_Ti 1.0
KU681175_B1_Chi_Ga_1 0
KU681176_B1_Chi_Ga_1 0
KU681177_Al_Chi_Ga_1 0
KU681178_A1_Chi_Ga_1 0
KU681179_Al1_Chi_Ga_1 0
KU681180_B1_Chi_Ga_1 0
KU681181 A1 Chi_Ga_1 0
KU681182_B1_Chi_Ga_1 0
KU681183_B1_Chi_Ga_1 0
KU681184_ A1 Chi_Ga_1 0
KU681185_B1_Chi_Ga_1 0
KU681186_B1_Chi_Ga_1 0
KU681187_C_Chi_Ga 1 0
KU681188_C_Chi_Ga 1 0
KU681189_C_Chi_Ga 1 0
KU681190_B1_Chi Ga_1 0
KU681191 C_Chi Ga 1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Sahelian

Small tail Han Sheep

Texel

Small-tail hulubuir; Altay sheep

Altay
Gansu Tibetan

Shandong large-tailed

Awang
Huoba
/
/

Ujumugin sheep

Oula sheep

Oula Tibetan sheep

Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan
Garze Tibetan

Benin
China
Netherlands
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China

6.37
38.82
53.07
45.73
47.19
40.04
42.28
33.22
33.39
33.27
3341
43.95
33.16
30.02

29.9
29.86
29.84
29.94
30.01
30.01
30.06
29.96
29.96
30.08
30.09
30.16
30.09
29.98
29.93
29.96
30.13

2.34
115.8
4.79
88.24
87.39
96.64
112.54
97.02
97.1
97.15
97.3
116.04
97
91.07
101.88
102.01
102.14
102.17
102.09
102.03
102.05
101.94
101.87
101.89
102.09
101.93
101.83
101.75
101.89
102.17
102.07

Brahi, O.H.(2015)
Brahi, O.H.(2015)
Hu, X.D.(2016)
Hongying, F.(2016)
Hongying, F.(2016)
Hongying, F.(2016)
Hongying, F.(2016)
Liu, J.B.(2016)

Liu, J.B.(2016)

Liu, J.B.(2016)

Liu, J.B.(2016)
Yang, C.(2017)
Guo, J.(2020)

Guo, X.(2016)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)

Niu, L.(2017)
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120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

KU681192_B1_Chi_Ga_1 0
KU681193_Al1_Chi_Ng_1_0
KU681194_A_Chi_Ng_1 0

KU681195_B1_Chi_Ng_1 0
KU681196_B1_Chi_Ng_1 0
KU681197_Al1_Chi_Ng_1_0
KU681198_Al1_Chi_Ng_1_0
KU681199_B1_Chi_Ng_1 0
KU681200_B1_Chi Ng_1 0
KU681201_C_Chi_Ng_1 0

KU681202_B1_Chi_Ng_1 0
KU681203_B1_Chi_La_1 0
KU681204_B1_Chi_La_1 0
KU681205_B1_Chi La_1 0
KU681206_A1_Chi_La 1 0
KU681207_Al1_Chi_La 1 0
KU681208_A1_Chi_La 1 0
KU681209 A1 Chi_La 1 0
KU681210_B1_Chi La_1 0
KU681211 A1 Chi_La 1 0
KU681212_B1_Chi_La_1 0
KU681213_B1_Chi_La_1 0
KU681214_B1_Chi_La 1.0
KU681215 A1 Chi_La 1 0
KU681216_B1_Chi_La_1 0
KU681217_B1_Chi La 1.0
KU681218_A1_Chi_La 1 0
KU681219 A1 Chi_La 1 0
KU681220 A1 Chi_La 1 0
KU681221 A1 Chi_La 1 0
KU681222 A1 Chi_La 1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Garze Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Ngawa Tibetan
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk
Suffolk

China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China

30.18
32.69

32.8
32.73
32.94
32.99
33.09
33.05
32.93
32.73
32.94

39.4
39.38
39.43
39.36
39.24
39.22
39.07
39.04
39.19
39.27
39.46
39.21
39.14
39.24
39.04
38.69
38.62
38.67
38.71
38.82

101.92
101.72
101.44
101.89
102.02
101.89
101.77
101.48
101.34
101.36
102.24
116.61
116.77
116.42
116.34
116.37
116.75
116.65
116.44
116.51
116.29
116.23
116.78
116.71
116.66
116.63
116.69
116.55
116.51
116.57
116.56

Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
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151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181

KU681223 B1 Chi_La 1 0
KU681224_B1_Chi_La_1 0
KY786037_B1_Mon_Mo_1 0
LC649167_Al Ira_Ir 1 0
LC649168 Al Ira_Ir 1 0
LC649169 Al Ira_Ir 1 0
MF004242_Al_ira_Ku_1 0
MF004243_Al_ira_Ku_1 0
MF004244_Al_ira_Ku_1 0
MF004245 B1 Ira_Ar 1 0
MF004246_B1_Ira_Mo_1 0
MG489885 B1_Ita_Sa 1 0
MG837553_B_Chi_So_1 0
MG837554_B1_Chi_Ji_1 0
MH841966_B1 New Wa_1 0
MH841967_B1_New Wa_1 0
MH841968_B1 New Wa_1 0
MNO11573_ Al Ind_Bi 1.0
MNO025257_A_Ind_Jh_1 0
MN025259 A1 Ind_We_1 0
MNB882069_A1 _Chi Ga 1 0
MT768063_B1_Egy Eg 1 0
MT768064_B1 Bur Bu_1 0
MT768065_C_Afg_Af 1 0
MT768066 Bl _Egy Eg 1 0
MT768067 B1_Egy Eg_1 0
MT768068_B1 _Egy Eg 1 0
MT768069_Al Afg Af 1 0
MT768070_B1_Egy Eg_1 0
MT768071_B1_Bur Bu 1 0
MT768072_B1_Uni Sc_1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries musimon
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Suffolk
Suffolk

/

Arabi

Arabi

Arabi

Hamdani
Hamdani
Hamdani
Karadi

Karadi
Sardinian mouflon
Tibetan sheep
Small tail Han Sheep
/

/

/

Birbhum
Chotanagpuri
Garole

Alpine Merino Sheep
Rahmani Sheep
Sahelian Sheep
Waggir Sheep
Barki Sheep
Ossimi Sheep
Ossimi Sheep
Waggir Sheep
Rahmani Sheep
Sahelian Sheep
Shetland Sheep

China

China
Mongolia
Iraq

Iraq

Iraq

iraq

iraq

iraq

Iraq

Iraq

Italy

China

China

New Zealand
New Zealand
New Zealand
India

India

India

China

Egypt
Burkina Faso
Afghanistan
Egypt

Egypt

Egypt
Afghanistan
Egypt
Burkina Faso
United Kingdom

38.81
38.9
48.62
33.07
33.09
33.33
36.41
36.49
36.44
36.18
36.33
40.21
32.56
35.42
-35.25
-35.24
-35.24
23.82
23.28
24.98
37.09
31.1
11.46
33.74
27.69
23.96
22.34
33.74
31.1
11.46
56.9

116.49
116.64
103.45
43.22
42.85
44.38
44.38
44.23
44.55
44.05
43.04
9.01
103.5
116.59
174.06
174.07
174.04
87.57
84.59
90.31
103.15
30.63
0.47
64.92
26.16
31.92
32.45
64.92
30.63
0.47
-3.94

Niu, L.(2017)
Niu, L.(2017)
Sinding, M.
Habib,H.N.(2016)
Habib,H.N.(2016)
Habib,H.N.(2016)
Mustafa, S.I.
Mustafa, S.I.
Mustafa, S.1.()
Mustafa, S.1.()
Mustafa, S.1.()
Mereu, P.(2019)
Liu, R.(2018)
Liu, R.(2018)
Shepherd, L.D.(2019)
Shepherd, L.D.(2019)
Shepherd, L.D.(2019)
Pal, A.(2022)

Pal, A.(2022)

Pal, A.(2022)
Qiao, G.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
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182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212

MT768075_Al1_Afg Af 1 0
MT768076_B1 Bur Bu_1 0
MT768077_B1 Bur Bu_1 0
MT768078 B1 Egy Eg 1 0
MT768079_Al Egy Eg 1 0
MT768080_B1 Bur Bu_1 0
MT768081_B1 Ita It 1 O
MT768082_B1 Ita It 1 0
MT768091_C Ira_Ir 1 0
MT768092_A1 Mon Mo 1 0
MT768093_A Rus Ru_1 0
MT768094_Al Rus Ru_1 0
MT768095_Al Rus_Ru_1 0
MT768096_B1 Ger Ge 1 0
MT768098 Al Aze Az 10
MT768099 Al Aze Az 10
MT768100_B1 Rus Ru_1 0
MT768101 Al Chi_ Ga 1 0
MT768102_Al1 Chi_Ga 1 0
MT768103_ C Rus Ru_1 0
MT768104 Al Kaz Ka 1 0
MT768105 Al Kaz Ka 1 0
MT768106 B1 Kaz Ka 1 0
MT768107_C Chi_Xi 1 0
MT768108_Al Chi_Xi 1 0
MT768109_Al Chi_Xi 1 0
MT768110_ Al Chi_Xi 1 0
MT768111 C Chi_Xi 1 0
MT768112 B1 Net Ne 1 0
MT768113 B1 Net Ne 1 0
MT768114 B1 Net Ne 1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Waggir Sheep
Mossi Sheep
Mossi Sheep
Barki Sheep

Barki Sheep
Djallonke
Altamurana Sheep
Altamurana Sheep
Awassi Sheep
Bayad Sheep
Baidarak Sheep
Baidarak Sheep
Baidarak Sheep
Bentheimer Sheep
Bozakh Sheep
Bozakh Sheep
Caucasian Sheep
Tibetan Sheep
Tibetan Sheep

Dagestan Mountain Merino Sheep

Degeres Mutton-Wool Sheep
Degeres Mutton-Wool Sheep
Degeres Mutton-Wool Sheep
Duolang Sheep

Duolang Sheep

Duolang Sheep

Duolang Sheep

Duolang Sheep

Drente Heathen sheep
Drente Heathen sheep
Drente Heathen sheep

Afghanistan
Burkina Faso
Burkina Faso
Egypt
Egypt
Burkina Faso
Italy

Italy

Iraq
Mongolia
Russia
Russia
Russia
Germany
Azerbaijan
Azerbaijan
Russia
China
China
Russia
Kazakhstan
Kazakhstan
Kazakhstan
China
China
China
China
China
Netherlands
Netherlands
Netherlands

33.74
14.01
14.26
27.95
27.69
11.79
40.82
40.84
33.19
49.7
17.74
50.86
50.85
52.3
40.53
41.53
45.71
33.04
33.02
43.6
43.27
43.27
43.17
40.93
40.89
41.18
41.02
40.84
53
52.81
53.06

64.92
-0.86
-0.74
29.76
26.16
-3.45
16.55
16.54
43.72
92.9
16.88
105.56
105.44
7.16
46.02
45.02
42.88
102.23
102.28
46.77
76.81
76.78
76.72
80.58
80.51
80.58
80.35
80.39
6.56
6.63
6.19

Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
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213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243

MT768115 B1 Net Ne 1 0
MT768116_B1 Net Ne 1 0
MT768117_Al Chi_Ga 1 0
MT768118 B1 Swe _Sw 1 0
MT768119 B1 Swe Sw 1 0
MT768120 B1 Swe_Sw 1 0
MT768121 B1 Swe_Sw 1 0
MT768122_B1 Uni_En_1 0
MT768123 B1 Chi_Sh 1 0
MT768124 C Ira_Ir 1 0
MT768125 Al Ira_Ir 1 0
MT768126_C Ira_Ir 1 0
MT768127 B1 Ira Ir_ 1 0
MT768128 C Ira_Ir 1 0
MT768129 Al Ira_Ir 1 O
MT768130 B1 Ira Ir 1 0
MT768131_Al Ira_Ir 1 0
MT768132_Al Ira_Ir 1 0
MT768133_Al Ira_Ir 1 0
MT768134 _C Ira_Ir 1 0
MT768135_Al Ira_Ir 1 0
MT768136_C_Pak_Pa_1 0
MT768137_B1 Pak Pa 1 0
MT768138 Al Pak Pa 1 0
MT768139 Al Pak Pa 1 0
MT768140 B1 Pak Pa 1 0
MT768141 Al Sri Sr 1 0
MT768142 A1 Uni En 1 0
MT768143 B1 Kaz Ka_1 0
MT768144 Al Kaz Ka 1 0
MT768145 Al Mon_Mo_1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Drente Heathen sheep
Drente Heathen sheep
Tibetan Sheep
Gotland Sheep
Gotland Sheep
Gotland Sheep
Gotland Sheep
Hampshire Sheep
Hanzhong Sheep
Grey-Shiraz Sheep
Grey-Shiraz Sheep
Ghezel Sheep

Ghezel Sheep

Afshari Sheep
Afshari Sheep
Afshari Sheep

Shal Sheep

Shal Sheep

Shal Sheep

Baluchi Sheep
Baluchi Sheep

Kachi Sheep

Karkul Sheep

Karkul Sheep

Thalli Sheep

Thalli Sheep

Jaffna Local Sheep
Romney Sheep
Kazakh Finewool Sheep
Kazakh Finewool Sheep
Khotont Sheep

Netherlands
Netherlands
China
Sweden
Sweden
Sweden
Sweden
United Kingdom
China

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan

Sri Lanka
United Kingdom
Kazakhstan
Kazakhstan
Mongolia

53.2

53.1
33.99

57.5
57.37
57.59

57.6

51.6
33.07
29.62
29.62
38.07
37.89
36.67
36.69
36.64
36.74
35.86
35.88

26.9
27.58
25.21
35.71
35.69
30.42
30.09

9.66
51.87
42.95
42.79
48.57

6.03
6.81
102.07
18
18.46
18.64
18.39
-1.32
107.02
52.53
52.53
46.3
47.08
48.48
48.52
48.32
48.73
50.94
51.39
59.88
58.94
67.34
71.7
71.66
71.85
71.34
80.03
1.68
71.42
71.26
101

Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
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244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274

MT768148_A1 Rus_Ru_1 0
MT768149 Al Rus_Ru_1 0
MT768150_Al Rus Ru 1 0
MT768151_Al Chi Xi 1.0
MT768152_B1 Lib Li 1.0
MT768153_B1_lta_ It 1 0
MT768154 B1_ Ita_ It 1 0
MT768155 B1_Uni_Sc_1 0
MT768156_B1 Ira_Ir 1 0
MT768157_C_Mon_Mo_1_0
MT768158_A1_Mon Mo_1 0
MT768159 B1_Ukr UK_1 0
MT768160 B1 Ira_Ir 1 0
MT768161_B1 Ira_Ir 1 0
MT768162_A1_Nep_Ne 1 0
MT768163_A1_Nep_Ne 1 0
MT768164_A1_Ind_In_1_0
MT768165_B1_Nor No_1 0
MT768166_B1_Nor No_1 0
MT768167_B1_Nor No_1 0
MT768168_B1_Nor No_1 0
MT768169_B1_Nor No_1 0
MT768170_B1_Nor No_1 0
MT768171_B1_Nor No_1 0
MT768172_B1_Nor_No_1 0
MT768173_B1_Nor No_1 0
MT768174_B1_Nor No_1 0
MT768175_B1_Swe Sw_1 0
MT768176_B1 Bra Br 1 0
MT768177_B1_Bra Br 1 0
MT768178_B1_Pol_Po 1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Kuibyshev Sheep
Kuibyshev Sheep
Kuibyshev Sheep

Lop Sheep

Libyan Barbary Sheep
Leccese Sheep

Leccese Sheep

North Ronaldsay Sheep
Makui Sheep

Barga Sheep

Barga Sheep

Carpathian Mountain Sheep
Moghani Sheep
Moghani Sheep

Kage Sheep

Kage Sheep

Nellore Sheep

Feral Sheep

Old Spael Sheep

Old Spael Sheep

Old Spael Sheep

Feral Sheep

Feral Sheep

Grey Tronder Sheep
Norwegian White Sheep
Norwegian White Sheep
Norwegian White Sheep
Helsinge Sheep
Brazilian Bergamasca Sheep
Brazilian Bergamasca Sheep
Olkuska Sheep

Russia 52.84
Russia 52.85
Russia 52.9
China 41.25
Libyan 32.32
Italy 40.36
Italy 40.19
United Kingdom  59.37
Iran 39.05
Mongolia 47.87
Mongolia 48.15
Ukraine 48.55
Iran 39.08
Iran 39.09
Nepal 27.29
Nepal 27.27
India 14.39
Norway 62.09
Norway 60.38
Norway 60.34
Norway 60.27
Norway 62.09
Norway 62.09
Norway 63.61
Norway 66.84
Norway 66.68
Norway 66.72
Sweden 63.54
Brazil -16.33
Brazil -16.4
Poland 49.78

49.02
49.52
48.77
86.25
15.1
17.68
18.38
-2.42
44.93
115.23
114.58
23.01
47.41
47.45
86.76
86.71
79.94
5.79
6.75
6.66
6.76
5.79
5.74
11.06
16.52
16.16
17.39
18.28
-48.96
-49.26
21.34

Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)

84



275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305

MT768179 B1 Bra Br 1 0
MT768180 B1 Fra Fr 1 0
MT768181 B1 Cro Cr 1 0
MT768182_B1 Cro Cr 1 0
MT768183 B1 Cro Cr 1 0
MT768184 Al Ser Se 1 0
MT768185_Al Ser Se 1 0
MT768186_Al1 Rus Ru_1 0
MT768187_Al Ger Ge 1 0
MT768188 Bl Ger Ge 1 0
MT768189 Bl Ger Ge 1 0
MT768190 B1 Spa Sp 1 0
MT768191 B1 Cze Cz 1 0
MT768192 Al Chi_Ga 1 0
MT768193_C_Chi_Ga_1_0
MT768194 B1 Nig Ni_ 1 0
MT768195 B1 Nig Ni_1 0
MT768197 B1 Uni_Sc 1 0
MT768198 Al Uni_Sc 1 0
MT768199 B1 Cro Cr_ 1 0
MT768200_ B1 Cro Cr_ 1 0
MT768201 Bl Fra Fr 1 0
MT768202_B1 Fra Fr 1 0
MT768203 Bl Fra Fr 1 0
MT768204_Al1 Chi_Sh 1 0
MT768205 B1 Chi_ Sh 1 0
MT768206_A1 Chi_Sh 1 0
MT768207_B1 Chi_ Sh 1 0
MT768208 Al Chi_Sh 1 0
MT768209 B1 Chi_ Sh 1 0
MT768210 B1 Chi_ Sh 1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Santa Inés Sheep
Ouessant Sheep
Pag Island Sheep
Pag Island Sheep
Pag Island Sheep
Pramenka Sheep
Pramenka Sheep
Romanov Sheep
Rhoen Sheep
Rhoen Sheep
Rhoen Sheep
Ripollesa Sheep
Sumavska Sheep
Tibetan Sheep
Tibetan Sheep
Mbororo Sheep
Mbororo Sheep
Shetland Sheep
Shetland Sheep
Dalmatian Sheep
Dalmatian Sheep
Solognote Sheep
Solognote Sheep
Solognote Sheep
Sishui Fur Sheep
Sishui Fur Sheep
Sishui Fur Sheep
Sishui Fur Sheep
Sishui Fur Sheep
Sishui Fur Sheep
Sishui Fur Sheep

Brazil
France
Croatia
Croatia
Croatia
Serbia
Serbia
Russia
Germany
Germany
Germany
Spain
Czech Republic
China
China
Niger
Niger
United Kingdom
United Kingdom
Croatia
Croatia
France
France
France
China
China
China
China
China
China
China

-3.68
48.46
44.47
44.48
44.4
44.74
44.73
41.39
50.47
50.44
50.47
41.98
49
32.64
32.65
13.92
13.73
56.85
56.9
43.86
43.86
45.46
45.45
45.42
35.73
35.7
35.79
35.68
35.76
35.82
35.58

-40.39
-5.1
14.99
14.92
15.08
20.44
20.37
51.95
10.07
10.06
10.16
2.82
13.49
102.3
102.33
9.46
10.33
-3.74
-3.94
16.16
16.16
2.25
231
2.2
117.38
117.4
117.4
117.29
117.27
117.34
117.22

Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
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306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336

MT768211_Al_Chi _Sh 1.0
MT768212_B1_Chi_Sh_ 1.0
MT768213 Al Chi Sh 1.0
MT768214 B1_Net Ne 1 0
MT768215 B1_Net Ne 1 0
MT768216_B1_Net Ne 1 0

MT768217_B1 Mon_Mo_ 1 0

MT768218 Al Chi_Yu 1 0
MT768219 B1 Chi_Yu 1 0
MT768220 Al Chi_Yu 1 0
MT768223 Al Chi_ He 1 0
MT768224 B1 Cze Cz 1 0
MT768225 B1 Cze Cz 1 0
MT768226 B1 Cha Ch 1 0
MT768227 B1 Cha Ch 1 0
MT768228 B1 Ger Ge 1 0
MT768229 B1 Mon_In_1 0
MT768230_A1 Mon_In 1 0
MT768233_ Al Rus Ru 1 0
MT768234 B1 Rus Ru_1 0
MT768235 Al Rus Ru_1 0
MT768236 B1 Chi_Ti 1 0

MT768237_Al1 Chi_Ti 1 0

MT768238 Al Chi_Ti 10

MT768239_Al Chi_Ti 10

MT768240 B1 Cro Cr 1 0

MT768241 Al Net Ne 1 0
MW200986_C_Chi_La_1 0

MW260509 B1 Jor Jo_1 0

MW364895 Al Chi Si 1 0
MW427606_Al Chi Ti 1 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Sishui Fur Sheep
Sishui Fur Sheep
Sishui Fur Sheep
Texel Sheep

Texel Sheep

Texel Sheep

Tamir Sheep
Tengchong Sheep
Tengchong Sheep
Tengchong Sheep
Taihang Fur Sheep
Valachian Sheep
Valachian Sheep
Djallonke

Djallonke

White Mountain Sheep
Ujimgin Sheep
Ujimqin Sheep
Transbaikal Finewool Sheep
Transbaikal Finewool Sheep
Transbaikal Finewool Sheep
Tibetan Sheep

Tibetan Sheep

Tibetan Sheep

Tibetan Sheep
Dalmatian Sheep
Zwartbles Sheep

/

Awassi-Baladi

Sishui Fur

Duoma

China
China
China
Netherlands
Netherlands
Netherlands
Mongolia
China
China
China
China
Czech Republic
Czech Republic
Chad

Chad
Germany
Mongolia
Mongolia
Russia
Russia
Russia
China
China
China
China
Croatia
Netherlands
China
Jordan
China
China

35.71
35.46
35.31
53.12
53.06
53.02
47.85
25.04
25.02
25.01
36.09
49.83
49.82
17.74
16.61
47.95
43.92
43.89
50.98
51.05
50.84
28.91
29.22
29.19
29.23
43.86

52.8
36.08
31.38
35.67
31.28

117.28
117.11
117.79
4.87
4.75
4.76
101.14
98.53
98.49
98.47
114.39
15.44
15.47
16.88
19.94
8.36
116.03
115.92
105.8
105.98
105.75
89.61
94.22
94.2
94.07
16.16
51
103.77
36.41
117.25
88.81

Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Deng, J.(2020)
Tan, Y. Z.

Haddad, N.(2021)

Han, C.
Gan, S.



337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367

MW427607_A1_Chi_Du_1 0
MZz664406_B1_lra_Ir_1 0
NC_001941 B1 / /10
MR1_B1 Cro_Mu_2 0
MR2_B1 Cro_Mu_2 0
DR1 B1_Cro_Du_2 0
DR2_Al Cro_Du_2 0
POG1_B1 Cro PI_2 0
POG2_B1 Cro PI_2 0
POG3 B1 Cro PI_ 2 0
POl B1_Cro_PI_2 0
Z01_B1 Cro_Da_2 0
D1 B1 Cro Da 2 0
101 B1 Cro Is 2 0
102 B1 Cro Is 2 0
I03 B1 Cro Is 2 0

C1 B1 Cro_Cr 2 0
C2_B1 Cro_Cr 2 0
C3_B1 Cro_ Cr 20
K1_B1 Cro_Kr 2 0
K2_B1 Cro_Kr_2 0
K3_C Cro Kr 2 0
LP1_B1 Cro Li 2 0
LP2_B1 Cro Li_ 2 0
LP3_B1 Cro Li 2 0

R1 B1 Cro Ra 2 0

R2 B1 Cro Ra 2 0

R3 B1 Cro Ra 2 0

SAMNO7344347_B1_Aus_Au_3 0
SAMNO7344345 B1_Aus_Au_3 0
SAMNO7344344_AB_Aus_Au_3 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

Sewa

Awassi
Merinolandschaf
Muflon

Muflon
Dubrovacka ruda
Dubrovacka ruda
Paska ovca

Paska ovca

Paska ovca

Paska ovca
Dalmatinska pramenka
Dalmatinska pramenka
Istarska ovca
Istarska ovca
Istarska ovca
Creska ovca

Creska ovca

Creska ovca

Krcéka ovca

Krcéka ovca

Krcéka ovca

Licka pramenka
Licka pramenka
Licka pramenka
Rabska ovca
Rabska ovca
Rabska ovca
SUFFOLK WHITE
SUFFOLK BLACKFACE
MERINO POLLED

China
Iraq

/
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Croatia
Australia
Australia
Australia

31.15
32.53

44.83
4477
42.67
42.63
44.47
44.48
444
44.39
43.97
43.75
4531
45.04
45.33
44.94
44.54
44.88
45.06
45.05
45.04
44.68
44.29
44.61
44.74
44.72
44.8
-35.29
-37.7
-36.73

90.92 Gan,S.
42.21 Mustafa, S.1.(2021)
Hiendleder, S.(1998)
14.73
14.71
18.1
18.2
14.96
14.92
15.09
15.15
15.6
16.09
14.21
13.96
14.15
14.41
14.48
14.43
14.66
14.62
14.6
15.6
15.84
15.38
14.81
14.83
14.72
149.16
145.62
142.34

~ Y YN YN YN YN YN Y YN YN YN YT T TCTYNSNS T TYST T TYSSTYT|ITYS TSNS TYSSTYSNTYSTYSS TS TSNS OSSOSO~
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368
369
370
371
372
373

SAMNO7344331_CD_Aus_Au_3 0
SAMNO07344324 Bl Aus_Au_3_0
SAMNO07344318 Al Aus Au 3 0
SAMNO07344269 B1 Aus Au_3_ 0
SAMNO07344206 A1 Aus Au 3 0
SAMNO7343988 B1_Aus_Au_3 0

Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries
Ovis aries

MERINO HORNED
DORSET POLLED
COMPOSITE
BORDER LEICESTER
COOPWORTH
DORSET HORNED

Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia

-36.52
-36.19
-29.45
-32.22
-34.02
-13.43

14751
146.03
150.99
116.41
116.98
133.19

~ YN YN Y~~~
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Fasta ime

o Genbank acession broj

o Haplogrupa odredena sa programom mitotoolpy

o Iso 3 code drzave

o Kratice za pasmine
= 1 - genbank broj
= 2 -sirove sekvence pruzene sa strane fakulteta
= 3 -arheo sekvence

o 0 oznacava starost sekvenci/jedinke
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