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1. UvOD

Zbog pozitivnog utjecaja na produktivnost i veceg profita, krizanje u srodstvu se Cesto
koristi u uzgoju zivotinja i biljaka. Krizanjem ,,sli¢nog sa slicnim* postize se ve¢a ujednacenost
1 fiksiraju aleli za poZeljna svojstva unutar populacije. Medutim, pocetkom 21. stoljeca,
nenamjerne posljedice teznje Sto vecoj produktivnosti domacih Zivotinja postale su pitanje
javne i profesionalne zabrinutosti. Kod modernih pasmina, povecao se udio smrtnosti te neke
jedinke pate od bolesti i defekata. Zivotinje nose naslijedene nedostatke zbog inbridinga, §to ih
predisponira na zdravstvene probleme. Inbriding povecava udio homozigota s namjerom
fiksacije korisnih alela, a povecava i udio fiksacije Stetnih recesivnih alela. Navedene
posljedice inbridinga davno su primije¢ene kod ljudi, stoga gotovo sve kulture zabranjuju
krizanje bliskih rodaka.

Kroz povijest, inbriding se procjenjivao isklju¢ivo putem rodovnika. Takav pristup imao
je mnoge nedostatke, ali je bio najprikladniji. Napretkom bioinformatike i molekularne
genetike javlja se sve veci broj metoda procjene. U posljednje vrijeme, metoda koja prednjaci
u izraunu inbridinga je Runs of Homozygosity (ROH).

Dosad se izraun inbridinga iz genomskih podataka uglavnom zasnivao samo na
autosomima, §to nije ispravno ako uzmemo u obzir utjecaj spolno vezanog nasljedivanja na
mnoga ekonomski vazna svojstva, ali i opcenito na zdravlje i prezivljavanje zenskih jedinki.
Poznato je kako je inbriding X koromosoma povezan s povecanjem smrtnosti kod Zenki, a kako
su kod sisavaca zenke homogametnog spola to dovodi do povecanja frekvencije Stetnih, spolno
ogranic¢enih alela pa ¢ak i njihove fiksacije. Sa stajaliSta konzervacijske genetike pak treba
voditi racuna kako promijenjen odnos spolova prema muzjacima uzrokuje povecéan rizik od

izumiranja vrste, a upravo inbriding X kromosoma moze dovesti do te pojave.



1.1. INBRIDING

Inbriding se odnosi na parenje jedinki povezanih podrijetlom (Jordan i sur., 2005.; Ralls
i sur., 2014.). U domacih zivotinja naj¢e$¢e se govori o parenju izmedu oca i kéeri, brace i
sestara ili prvih rodaka (Woodruff, 2001.) te se usporeduje u odnosu na baznu populaciju koja
se sastoji od jedinki koje nisu u srodstvu (Ballou, 1983.). Kod jedinke, pod pojmom alela
identi¢nih po podrijetlu (identical by descent; IBD) smatramo 2 alela unutar lokusa koji potje¢u
od istog alela, odnosno zajedni¢kog pretka. Suprotno tome, razlikujemo identical by state (IBS)
alele koje smatramo fizicki identi¢nima, no ne potjecu od jedinstvenog zajednickog pretka
(Stevens, 2001.; Ballou, 1983.). Inbriding se kvantificira koeficijentom inbridinga.

Koeficijent inbridinga (F) numeric¢ka je procjena stupnja inbridinga jedinke (Bittles,
2001.) i opisuje se kao vjerojatnost da jedinka ima dva alela u lokusu koji su identi¢ni
podrijetlom. Buduc¢i da je F vjerojatnost, odgovara vrijednostima od 0 do 1 koji predstavljaju
udio autozigotnosti. Inbriding povecava vjerojatnost da su 2 alela u genotipu IBD te uvelike
doprinosi fiksaciji alela i smanjuje udio heterozigotnosti. Heterozigotnost je izravno
proporcionalna koeficijentu inbridinga, sto uzrokuje inbriding depresiju, povecanje genetskih
defekata te redistribuciju varijance (Ralls i sur., 2014.). NeizbjeZan je (inbriding) u malim,
zatvorenim populacijama te se koeficijent inbridinga u efektivnoj populaciji povecava za

1/(2Ne) po generaciji (Woodruff, 2001.).
1.1.1. Dijelovanje inbridinga

Inbriding povecava vjerojatnost nasljedivanja recesivnih alela (homozigoti),
omogucujuéi tako izraZzavanje njihovih pozitivnih, ali i Stetnih ucinaka. Potpomognut
genetskim driftom i snagom selekcije, dovodi do poboljSanja ili takore¢i abnormalnosti jedinki,

-----

stolje¢ima u stvaranju pasmina, linija unutar pasmina te pri ispoljavanju Zeljenih osobina, kao
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I zadrZavanju istih. Medutim, dovodi i do preraspodjele genetskih varijacija izmedu i unutar
populacija te smanjenju prosjeka populacije vezanog za fitness svojstvo (Curik i sur., 2014.;
Charlesworth i Willis, 2009.; Arcos-Burgos i Muenke, 2002.; Alvarezi sur., 2009.).

Slijedom toga, u vecini populacija, inbriding rezultira padom vrijednosti svojstava
vezanih za prezivljavanje i reprodukciju, $to se naziva inbriding depresijom. Vidljiva je u
biokemiji, morfologiji, ponaSanju te metabolizmu i razvoju jedinke (Ralls i sur., 2014.).
Generalno, uz najjednostavniji slu¢aj s jednim lokusom, govori se o inbriding depresiji kao
manifestaciji cjelokupnih genomskih uéinaka parenja bliskih rodaka (Woodruff, 2001.).
Inbriding depresija jest stohasticki element zbog slucajnog uzorkovanja alela tijekom
reprodukcije koja dovodi do smanjenja srednje vrijednosti nekog kvantitativnog svojstva. Pri
tome se pojedinci s istim koeficijentom inbridinga, odnosno jednakom vjerojatno$¢u noSenja
IBD alela, mogu razlikovati u razinama homozigotnosti za bilo koje svojstvo i, prema tome,
mogu Vvarirati u stupnju inbriding depresije (Ralls i sur., 2014.). Ako se isti mutirani gen
naslijedi od oba roditelja, pojedinac ¢e izraziti promjenu u nekom obliku, pri rodenju ili kasnije
u Zivotu, ovisno o prirodi 1 mjestu mutacije, pridonoseci tako fenomenu inbriding depresije.

Inbriding depresija se objasnjava dvama teorijama koje pocivaju na odstupanju od
vrijednosti homozigota. Prva teorija jest teorija dominantnosti koja inbriding depresiju definira
kroz ekspresiju fiksiranih stetnih recesivnih alela (ne dolaze do izrazaja u heterozigotnom
obliku) te zahtjeva superiornost heterozigota nad prosjekom homozigota (Davenport, 1908.;
Jones, 1917.). Druga, overdominantna teorija govori da se inbriding depresija pojavljuje kada
je heterozigot superioran u odnosu na oba homozigota, a smanjena je ucestalost heterozigota
(zbog inbridinga), Sto posljedicno dovodi do smanjenog ispoljavanja overdominantnosti
(Charlesworth i Charlesworth, 1987.; Charlesworth i Charlesworth, 1999.). Procjena inbriding

depresije se vrsi putem regresije nekog svojstva na koeficijent inbridinga pa je jasno da nam je



za preciznu procjenu potrebno precizno mjerenje fenotipa (svojstva), ali i pouzdan inbriding

koeficijent.

1.2. METODE PROCJENE INBRIDINGA

Tradicionalno se koeficijent inbridinga (F) procjenjivao putem rodovnika, kao §to je
prikazao Wright (1922.) na populaciji goveda. S brzim razvojem proteinskih markera,
mikrosatelita i u zadnje vrijeme SNP-ova Sirom genoma, F se sve vi$e procjenjuje iz podataka
genetskih markera (Wang, 2016.). Oba nacina procjene koeficijenta inbridinga ukratko su

opisani ispod.
1.2.1. Procjena inbridinga putem rodovnika

Koeficijent inbridinga putem rodovnika je moguce procijeniti pomocu analize putanje
(Path analysis), metodom Gene dropping-a ili tabularnom metodom (odnosno preko matrice
aditivne srodnosti) (Ballou, 1983.).

Analiza putanje je najées¢a metoda koja se koristi i temelji se na pracenju putanja u
rodovniku, od jedinke za koju se racuna koeficijent inbridinga do svakog zajedni¢kog pretka
roditelja. Vrsi se izraun vjerojatnosti da je jedinka naslijedila dva alela identi¢na po porijeklu
(IBD). Kod pracenja putanje se zatvara krug tako da nema vracanja na jedinke koje su vec¢
ubrojene u tu putanju. Koeficijent inbridinga jedinke jednak je zbroju doprinosa svake putanje,
ukljucujuci koeficijent inbridinga svakog zajednickog pretka. Koristi se sljedeca formula (1) u

izracunu (Ballou, 1983.):

m

F=Y(3) Q+E)@®

gdje je:



k = broj putanja kroz sve zajednicke pretke,

m = broj jedinki u putanji,

Fa = koeficijent inbridinga zajednic¢kog pretka.

Sljede¢a metoda je gene dropping, koja predstavlja simulacijsku proceduru u kojoj se
hipotetski aleli dodjeljuju svakom founder-u u populaciji, a zatim se promatra hipotetska
segregacija roditeljskih alela po Mendelu (temelj jest transmisija alela sa roditelja na potomke

s vjerojatno§¢u omjera 50:50 tijekom mejoze) (MacCluer i sur., 1986.; Jung i sur., 2006.).

Tabularna metoda temelji se na matrici aditivne srodnosti izmedu svih jedinki u
rodovniku; tj. na principu zajednickih alela izmedu 2 jednike koji se onda izrazava kao

prosjeéna srodnost izmedu jedne jedinke i roditelja druge (Chang i sur., 1991.).

Opcenito, procjena inbridinga na temelju rodovnika ima nekoliko izrazitih nedostataka,
kao $to su ne uzimanje u obzir inbridinga bazne populacije, odnosno smatranje da pocetne
jedinke u rodovniku imaju inbriding jednak 0. Takoder, ne uzima u obzir stohasti¢ku prirodu
rekombinacije, odnosno faktor Sanse (Mendelian sampling) (Ferencakovi¢ i sur., 2013a.), kao
i potencijalnu pristranost rezultata zbog selekcije (Curik i sur., 2002.). Nedostatak je i §to dolazi

do cestih pogresaka u rodovniku zbog neto¢nih zapisa, krive interpretacije i krive identifikacije.
1.2.2. Genomska procjena inbridinga

U 21. stoljecu, sve ve¢im razvojem tehnologije i genotipiziranja, pojavila se moguénost
genomske procjene inbridinga na temelju molekularne informacije. Procjena se vrsi odredenim
metodama, na temelju markera koji predstavljaju varijabilna mjesta genoma. Genomskom
procjenom inbridinga ispravljaju se navedeni nedostatci te se pruza uvid na kojim
kromosomima je viSe zastupljen inbriding, odnosno gdje primarno djeluje direktna selekcija.
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1.2.2.1. Markeri visoke rezolucije

Nakon dosta duge dominacije mikrosatelitskih markera na podru¢ju molekularne
genetike za proucavanje genoma ljudi i Zivotinja, pojavljuje se single nucleotide polymorfism
(SNP) (Vignal i sur., 2002.). Kao $to sugerira skracenica, SNP-ovi jesu varijante u genomu
(Brody, 2016.), jedna promjena baze u sekvenci DNA, s uobi¢ajenom zamjenom dva moguca
nukleotida na danom polozaju (Koopaee i Koshkoiyeh, 2014.). Javljaju se u kodiraju¢im i
nekodiraju¢im regijama genoma (Marwal 1 sur., 2004.), a kako bi se taj osnovni polozaj s
alternativnim sekvencama mogao uop¢e smatrati SNP-om, smatra se da bi najrjedi alel trebao
imati primjetnu ucestalost od 1 % ili ve¢u (ako je varijacija < 1 % radi se o tockastoj mutaciji)
(Vignal i sur., 2002.).

Veliki broj SNP-ova mogu se istovremeno obradivati pomocu tehnologija sekvenciranja
sljedece generacije od strane tvrtki poput [lumine (Caetano, 2009; Butler, 2012). Tehnologije
vezane uz SNP u pocetku su bile intenzivne, vremenski zahtjevne i smatrane skupim procesima
do danas kada su jedan od onih najautomatiziranijih, uc¢inkovitijih i relativno jeftinih metoda
(Marwal i sur., 2004.). SNP-ovi na SNP ¢ipu predstavljaju genomsku informaciju na temelju
koje je mogucée procijeniti inbriding odredenim metodama, koje su navedene u sljedecem

poglavlju.
1.2.2.2. Metode genomske procjene inbridinga

U posljednjih nekoliko godina, predloZzene su brojne metode procjene koeficijenta
inbridinga iz genomske informacije, ali ne postoji konsenzus koja je najprikladnija (Goudet i
sur., 2018.). Koeficijent inbridinga moze se procijeniti: pristupima najvece vjerojatnosti
(maximum likelihood) (Milligan, 2003.; Wang, 2007.), metodama momenta (Ritland, 1996.;
Purcell i sur., 2007.), iz elemenata dijagonale genomske matrice srodnosti (Genomic

relationship matrix; GRM) (VanRaden, 2008.), iz jednostavnih mjera heterozigotnosti ili
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homozigotnosti (Homozygosity; HOM) (Szulkin i sur., 2010.; Bjelland i sur., 2013.), na temelju
genotipskih korelacija (Ackerman i sur., 2017.) te kao udio genoma unutar homozigotnih
odsjecaka (ROH) (McQuillan i sur., 2008.; Ferenc¢akovi¢ i sur., 2013a.). Alemu i sur. (2021.)
usporedili su navedene metode procjene, koriste¢i sekvence cijelog genoma od 245 jedinki
Holstein pasmine i ustanovili da svaka od njih ima prednosti i nedostatke, ovisno o cilju
istrazivanja. Metode povezane s homozigotnosti (FroH I FHom metoda) su bile u¢inkovitije u
procjeni udjela genoma koji je IBD (inbriding), bez obzira na ucestalost ili starost alela.
Takoder, ustanovljena je visoka korelacija izmedu Fron i FHom metode (0,96). Zbog prethodno
navedenog te trenutne popularnosti u upotrebi, nase istrazivanje je koristilo Fron metodu za
procjenu inbridinga na temelju markera na spolnom kromosomu X. Takoder, kao indikator
homozigotnosti, druga metoda koja se koristila u ovom istrazivanju je Fis, fiksacijski indeks iz

Wright-ove F statistike.
1.2.2.3. ROH i FroH

ROH-ovi su kontinuirani, neprekidni odsje¢ci homozigotnih genotipova bez
heterozigotnosti u diploidnom stanju (Gibson i sur., 2006.). Smatra se da je glavni uzrok
njihova nastajanja kriZzanje u srodstvu i stoga su dobar alat u procjeni razine inbridinga,
posebice kad nije dostupan rodovnik (Ferenéakovi¢ i sur., 2013b.). Sto je veéa duZina
homozigotnog odsjecka, to je i veca vjerojatnost da predstavlja inbriding te zato ne uzimamo
u obzir odsjecke krace od odredene duZine, specificne za pojedinu vrstu, koja ovisi o mjeri LD-
a (linkage disequilibirium). Takoder, ako uzmemo u obzir princip rekombinacije, prema duljini
homozigotnog odsjecka moguce je odrediti broj generacija od zajednickog pretka. Veoma dugi
odsjecci predstavljaju nedavni inbriding (16 Mb dug segment ~3 generacije), dok kraci
homozigotni odsjecci predstavljaju davni inbriding (1 Mb dug segment ~50 generacija)

(Ferencakovi¢ 1 sur., 2013a.). Ocekivana duljina autozigotnog segmenta slijedi



eksponencijalnu distribuciju s prosjekom od 2 g Morgana, gdje g predstavlja broj generacija

od zajednickog pretka (Howrigan i sur., 2011.).

Postoje dvije glavne metode za identificiranje ROH-a: promatracki algoritmi brojanja
genotipova i algoritmi temeljeni na modelima (hidden Markov model; HMM). Prva metoda
putem algoritama skenira svaki kromosom pomicuéi prozor odredene veli¢ine duz duljine
genoma detektiraju¢i segmente homozigotnih SNP-ova. Sam korisnik odreduje ulazne
parametre poput broja dozvoljenih heterozigota, dopustenog broja missing SNP-ova kako bi se
tolerirale eventualne pogreske i propusti genotipizacije (Curik i sur., 2014.). Takav pristup je
implementiran u PLINK. Jo$ neki od programa za procjenu ROH-a su cgaTOH softver i
Germline (koristi haplotype matching za procjenu IBD segmenata) (Ceballos i sur., 2018.).
Pristupi temeljeni na modelima koji koriste HMM su druga glavna metoda, a jedan takav
postoji unutar Beagle-a i RZooROH programa (Druet i Gautier, 2017.; Ceballos i sur., 2018.).
Jedan od pristupa zabiljeZen je i kod Leutenegger i sur. (2003.) te se temelji na prozorima, uz
drugacije modeliranje IBD procesa na kromosomu putem hidden Markov modela kako bi se
identificirali HBD segmenti. Isto tako, Vigeland (2020.) u svom radu navodi paket ribd kao
jedini sa kompletnim funkcijama za izracun srodstva i koeficijenta identiteta za autosome i X

kromosom.

Novija istrazivanja, poput Solé i sur. (2017.), pomoc¢u hidden Markov modela, obraduju
procjenu vjerojatnosti homozygosity by descent (HBD) za svaku poziciju markera i dijele
autozigotnost u vise klasa ovisno o duljini HBD segmenta (Druet i Gautier, 2017.). HMM je
statisticki model, razvijen kako bi se procijenila vjerojatnost HBD segmenta duz kromosoma,
iskoristile informacije o markerima, frekvencijama alela i postotcima genotipskih pogresaka.
Takav model moze podnijeti whole genome sequence skup genomske matrice srodnosti

(genomic relationship matrix; GRM) bez informacija o rodovniku putem BLUPF90 paketa.
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No, ono u ¢emu, izmedu ostalog, ROH prednjaci jest mogucnost razlikovanja ,,novijeg* od
,.starijeg” inbridinga. Proutavanjem rezultata dobivenih od strane Solé i sur. (2017.), procjene
dobivene HMM-om su bile u visokoj korelaciji sa onima dobivenim putem ROH-a
detektiranog PLINK-om,

McQuillan i sur. (2008.) su uveli Fron kao genomsku mjeru autozigotnosti jedinke i
definirali ga kao udio genoma, koji se nalazi u ROH-u odredene minimalne duljine u odnosu
na ukupni genom, u podruéju interesa. Opca formula za izra¢un Fron iz SNP ¢ip podataka je
Fron=Lron/LauTosome, gdje Lron je ukupna duljina svih ROH-ova u genomu jedinke, koji
sadrze minimalno odredeni broj uzastopnih homozigotnih SNP-ova, a Lautosome Se 0odnosi na
duljinu autosomalnog genoma obuhvac¢enog SNP-ovima na SNP ¢ipu.

Takoder, bitno je istaknuti da gustoéa SNP ¢ipa koji se koristi za identifikaciju ROH
segmenata ima veliki utjecaj na u¢inkovitost identifikacije. Purfield i sur. (2012.) istrazivali su
razlike u ROH segmentima identificiranim putem dva SNP ¢ipa koji se najéesce koriste kod
goveda: Illumina BovineSNP50 Genotyping BeadChip s 54 001 SNP-a (50 k), i lllumina
BovineHD Genotyping BeadChip sa 777 972 SNP-a (HD). Rezultati sugeriraju da je 50 k SNP
¢ip prikladan samo za identifikaciju ROH-ova duzih od 5 Mb. Odnosno, zbog njegove gustoce,
50 k SNP ¢ip ima vecu stopu greske zbog manje moguénosti otkrivanja heterozigotnosti unutar
ROH-a promatrane duZzine (Ferencakovi¢ i sur., 2013b.). Kao rezultat toga, analize temeljene
na takvim ¢ipovima mogu precijeniti broj segmenata kracih od 4 Mb. Nase istrazivanje je
koristilo HD SNP ¢ip kako bi se minimalizirale navedene pogreske, odnosno kako bi se mogli
identificirati i ROH-ovi manjih duzina, do minimalne duzine koja je potencijalno nastala

inbridingom.



1.2.2.4. Wright-ova F statistika

Koriste¢i koeficijent inbridinga, Wright definira ,.fiksacijske indekse* te tako F
statistika ukljucuje 3 indeksa (Fis, Fir, Fst) (Hartl i Clark, 1997., Othman i sur., 2005.).
Wrightovi (1949.) indeksi fiksacije su uvelike od koristi prilikom opisa raspodjele genetske
raznolikosti izmedu i unutar populacija, odnosno subpopulacija (Weir i Cockerham, 1984.).

Nadalje, Nei 1977. godine, definira indekse fiksacije Fis, Fit i Fst na sljedeéi nacin:

F|T =1- Ho/ HT, (1)

Fis=1-Ho/Hs, (2)

Fst=1-Hs/Hr, (3)

gdje Ho oznacava ucestalost svih heterozigota, dok Hs i Ht predstavljaju ocekivane
heterozigotnosti u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (Hardy-Weinberg equilibrium; HWE) ili u
razliitostima gena unutar subpopulacija, odnosno u ukupnoj populaciji. Prvenstveno su bili
definirani u vidu korelacije dviju sjedinjenih gameta (Nei i Chesser, 1983.), a obzirom na to
pokazano je (Wright, 1949.) da je korelacija izmedu slucajnih gameta, izvuéenih iz iste

subpopulacije, u odnosu na ukupan broj, dana formulom Fst = (Fit - Fis) / (1 - Fis).

Odredena razina inbridinga je neizbjezna u malim subpopulacijama. Dakle, genetska
diferencijacija medu subpopulacijama putem F statistike moZe se protumaciti kao neka vrsta
ucinka srodstva koji proizlazi iz substrukture populacije (Hartl i Clark, 1997.). Fir mozemo
podijeliti na Fst i Fis zbog Wahlund efekta, odnosno zbog inbridinga. Taj fiksacijski indeks,
opisan formulom (1), prikazuje razinu inbridinga u odnosu na HW populaciju, a do promjene
heterozigotnosti jedinke dovodi zbog neslucajnog parenja, odnosno podjele populacije na
subpopulacije u odnosu na ukupnu populaciju. Fis (2) prikazuje promjenu heterozigotnosti
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jedinke zbog ne slu¢ajnog parenja unutar subpopulacije (intervala od -1 do 1, gdje 1 kao visoka
vrijednost ukazuje na visoku stopu inbridinga (Moioli i sur., 2001.). Prema Wrightu uvrijeZeno
je za Fst (3) da S oznacava subpopulaciju, a T ukupnu populaciju (Weir i Hill, 2002.). Ovaj
indeks fiksacije objasnjava smanjenje heterozigotnosti uzrokovano podjelom na subpopulacije
zbog genetskog drifta, a sam je uvijek pozitivne vrijednosti zbog toga Sto ocekivana
heterozigotnost u subpopulaciji ne moze biti ve¢a od one u ukupnoj (Hartl i Clark, 1997.,

Othman i sur., 2005., Weir i Cockerham, 1984.).

1.3. UTJECAJ SPOLA NA IZRACUN GENETSKIH PARAMETARA
1.3.1. Evolucija spolnih kromosoma

U mnogim aspektima, spolni kromosom X je veoma sli¢an autosomu. Na to ukazuje i
njegovo evolucijsko porijeklo. Dva spolna kromosoma, X i Y, divergirali su iz jedinstvenog
autosoma prije ~300 milijuna godina (Lahn i Page, 1999.), jo§ uvijek su homologni i
rekombiniraju medusobno u blizini svojih krajeva, unutar dvaju pseudoautosomalnih regija.
Drugdje im se evolucijski putevi razilaze. Y kromosom je izgubio najveci dio sekvence i gena
te se razvio u jedinstveni uzorak ponavljaju¢e sekvence, u kojoj je 0sim na krajevima,
varijabilnost uzrokovana jedino mutacijama (Skaletsky i sur., 2003.; Jobling i Tyler-Smith,
2003.). Nasuprot tome, X kromosom nije izgubio autosomalni oblik, fizi¢ki je najstabilniji
jezgrin kromosom (barem kod placentalnih sisavaca) i jedini je u Sirem pogledu zadrzao
potpunu sinteni¢nost izmedu misa i Covjeka (Waterston i sur., 2002.). Vazno je istaknuti
Cinjenicu da je divergencija spolnih kromosoma uzrokovala divergenciju spolova, $to
potvrduje da kod sisavaca, zenke posjeduju dva spolna kromosoma X, a muzjaci po jedan
spolni kromosom X i Y (Waters i sur., 2007.). Zbog takve raspodjele spolnih kromosoma, Y
kromosom se ne moze upotrijebiti u izracunu inbridinga (Grossman, 1990.). Medutim, jasna je

mogucénost upotrebe X kromosoma u izraCunima mnogih genetskih parametara kod Zenskih
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jedinki, kao $to je inbriding, §to dosad u praksi ¢esto nije bio slucaj, buduci da su se istrazivanja

zasnivala samo na autosomima.
1.3.2. Vaznost kromosoma X u procjeni inbridinga

Veli¢ina kromosoma X, kod sisavaca, varira od 150 do 170 Mb, ovisno o vrsti, $to ¢ini
~5 % genoma. Karakterizira ga stopa rekombinacije od 0,8 cM/Mb, niska stopa mutacije (0,015
mutacija/Mb/generaciji), umjerena genetska raznolikost (0,04 %) i efektivna veli¢ina
populacije (Ne) koja iznosi % u odnosu na autosome (Schaffner, 2004.). Smanjena razina
genetske raznolikosti u odnosu na autosome, uzrokovana je izravno i neizravno. lIzravno, nizom
stopom mutacija i rekombinacija, a neizravno, povecanim djelovanjem selekcije i genetskog
drifta do kojih dolazi zbog manje efektivne veli¢ine populacije, §to je posljedica nize stope
rekombinacija. Niza stopa rekombinacije je posljedica moguénosti rekombinacije na cijelom
kromosomu X samo kod Zenskog spola, a iznosi oko 2/3 u odnosu na prosjek genoma i uzrokuje
visu razinu LD-a (linkage disequilibrium) te samim time i brze djelovanje selekcije (Schaffner,
2004.). Pretpostavka je da selekcija vodi ka fiksaciji korisnih recesivnih mutacija u odnosu na
manje pozeljne oblike. Medutim, zbog LD-a, takoder se fiksiraju i aleli koji se nalaze u blizini
korisne mutacije, a Sto je ve¢i LD, to je i veca udaljenost fiksiranja od korisne recesivne
mutacije.

Inbriding na kromosomu X povezan je s povecanjem smrtnosti kod Zenki, $to vodi ka
pomaku odnosa Zenskog i muskog spola prema muskom i smanjenju efektivne veli¢ine
populacije. Povecanje smrtnosti homogametnog spola je uzrokovano povecanjem frekvencije
Stetnih, spolno ogranicenih alela. Odnosno, poveéanjem X kromosomalnog koeficijenta
inbridinga dolazi do fiksacije velikog broja Stetnih alela koji pojedinacno imaju mali utjecaj,
Sto rezultira ve¢om inbriding depresijom kod zenskog spola. Nagnutost odnosa spolova prema

muzjacima uzrokuje povecan rizik od izumiranja vrste (Robinson i sur., 2014.).
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1.3.3. Procjena inbridinga na spolnom kromosomu X

Kod sisavaca, zenski spol posjeduje dva, a muski samo jedan X kromosom. Zato se, kod
muskih jedinki, X kromosom nalazi u hemizigotnom obliku (osim u blizini krajeva). Prema
tome, procjenu koeficijenata inbridinga (F) na spolnom kromosomu X mozemo izvrSiti samo
kod Zenskih jedinki, gdje je F jednak vjerojatnosti da su dva homologna alela naslijedena od
roditelja, identi¢na po porijeklu (IBD), kao i kod autosomalnog nasljedivanja (Grossman,
1990.).

Malo istrazivanja je obradeno na temu procjene koeficijenta inbridinga na spolnom
kromosomu X ili o tome kako se usporeduje s koeficijentom inbridinga procijenjenim na
autosomima (Calderdn i sur., 2009.). Rac¢unanje X kromosomske matrice srodnosti moglo bi
biti informativno za bolje razumijevanje arhitekture sloZenih osobina i za poboljSanje
predvidanja istih (Druet i Legarra, 2020.), a Fernando i Grossman (1990.) iznijeli su ,,pravila“
za konstrukciju matrice srodnosti X kromosoma i njezinog inverza (iz podataka rodovnika).
Kako navode, ova se matrica razlikuje od svoga autosomnog pandana (numerator relationship
matrix) po tome §to za matricu koja se odnosi na X kromosom dijagonalne vrijednosti za muske
jedinke iznose 0,5 te ne postoji veza izmedu muske jedinke i njegova oca (sire). Takoder
navode kako je razvijena i1 tabularna metoda izrade matrice kovarijanci izmedu srodnika za X
kromosomalne lokuse (Fernando i Grossman, 1990.).

Prilikom izra¢una X kromosomalnog koeficijenta inbridinga putem rodovnika koristi se
formula u odlomku navedenom u poglavlju 1.2.1., uz manje korekcije: u putanji se uzimaju u
obzir samo zenske jedinke (definirane su kao X kromosomalni koeficijent kinship-a izmedu
roditelja jedinke), a ovisno o broju muskih jedinki (Johnston i sur., 2019.) — svaka putanja gdje
se javlja dvije ili visSe muskih jedinki se uklanja (zbog nepristranosti). Kudo i Sakaguchi (1963.)

takoder uzimaju u obzir odnos potomak — roditelj, ovisno o tome je li zajednicki predak
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zenskog ili muskog spola. Nadalje, postoji i KinlnbcoefX program, prema Zheng i Bourgain
(2009.). Radi se o programu za C++ koji racuna kinship X kromosoma i inbriding koeficijente
u samovoljno srodnim jedinkama temeljem podataka prikupljenih o spolu i iz rodovnika.
Pritom je, koeficijent srodstva X kromosoma (C_AB), za jedinke A i B vjerojatnost da je
slu¢ajno odabrani par alela, jedan iz A i jedan iz B ne pseudoautosomalnog lokusa na X
kromosomu, identi¢an po porijeklu. Ova metoda koeficijent inbridinga X kromosoma za
musku jedinku uvijek definira kao 1, bez obzira na to postoji li inbriding ili ne. Koeficijent
inbridinga X kromosoma za Zenku definira se kao koeficijent srodstva X kromosoma izmedu
njezinih roditelja (Zheng i Bourgain, 2009.).

Procjena koriste¢i mjere inbridinga zasnovane na frekvenciji alela ili putem ROH-a na
autosomima i X kromosomu Zenskih jedinki zabiljeZena je u radu Yengo i sur. (2019.).
Preciznost 1 pouzdanost detekcije ROH segmenata utjece 1 na njihovu daljnju upotrebu, stoga
je veoma vazno pronalazenje najkompetentnije metode. Nakon detekcije ROH segmenata, prije
navedena formula koeficijenta inbridinga iz ROH koeficijenata (McQuillan i sur., 2008.) se
moze prenamijeniti na kromosom X, gdje Lron predstavlja duljinu svih ROH-ova minimalne
duzine na kromosomu X, a Lautosome predstavlja duljinu kromosoma X koja je obuhvacena

SNP-ovima na SNP ¢ipu. Taj princip je koristilo nase istraZivanje.

1.4. KARAKTERISTIKE ISTARSKE I PASKE OVCE

Istarska i paSka ovca pripadaju autohtonim pasminama ovaca Hrvatske. Sve naSe
autohtone pasmine ovaca imaju manje ili viSe izrazen lokalni karakter. Zbog dugotrajnog
uzgajanja na istom podrucju, prilagodile su se odredenim klimatskim i hranidbenim uvjetima
te postale otporne na bolesti. Odlikuje ih visoka otpornost, skromnost i prilagodljivost
razli¢itim uvjetima drzanja te proizvodnim ciljevima. Pripadaju skupini ovaca kombiniranih

proizvodnih svojstava, s tim da se ponajviSe koriste za proizvodnju mesa i mlijeka.
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Karakterizira ih ekstenzivni ili umjereno ekstenzivni sustav uzgoja (Pandek i sur., 2005.). Svoj
potpuni rast 1 razvoj zavrSavaju u dobi od 3 do 4 godine. Specifi¢nost im je 1 snazno izrazen
instinkt za pronalazenje hrane i1 na najoskudnijim terenima. U priobalju i otocima,
»prezivljavanje* u surovim mediteranskim uvjetima, ljetne vrucine i Cesto gladovanje zimi uz
jake vijetrove i posolicu, formirali su ovce malog tjelesnog okvira. U unutraS$njosti Istre,

karakteristi¢an je malo krupniji tip ovaca (Simpraga i sur., 2008.).
1.4.1. Istarska ovca

Istarska ovca je nastala 1 uzgaja se na podrucju Istre, Sto je i vidljivo iz samog imena.
Kada se govori o podrijetlu ove pasmine, pretpostavlja se da je rezultat oplemenjivanja
autohtone pramenke sa uvoznim pasminama (najcesce talijanskim). Pripada skupini dugorepih
pasmina i ima ispupcen profil nosne kosti u muskih i Zenskih grla (izrazeniji je u ovnova) te
postojanje rogova u vecine grla (Hrvatski savez uzgajivaca ovaca i koza, 2021.). Runo istarske
ovce uglavnom je poluzatvoreno do otvoreno, Sareno sa temeljnom crnom bojom s bijelim
prugama ili bijelom s crnim, smedim ili sivim pjegama (Mikulec 1 sur., 2007.). Takoder,
Mikulec i sur. (2007.) navode kako su ovce krupnije, izduzenijih ekstremiteta u odnosu na
ostale hrvatske pasmine te ne pripadaju skupini kasnozrelih pasmina. Tjelesna masa izraZena
u kilogramima za ovce iznosi do 70, a u ovnova istarske ovce i do 100 (Hrvatski savez
uzgajivaca ovaca i koza, 2021.). Veli¢ina mati¢ne populacije prema spolu (Hrvatske izvorne i
zaSti¢ene pasmine — Banka gena domacih Zivotinja, 2019.) broji 180 muskih jedinki te 4629
zenskih jedinki, efektivna veli¢ina populacije iznosi 693, a prema statusu ova ovca je ugrozena.
Pripada skupini ovaca kombiniranih proizvodnih odlika, no u nas je prvenstveno namijenjena
proizvodnji mlijeka, odnosno preradom do proizvoda poput ovcjeg sira (Hrvatski savez

uzgajivaca ovaca i koza, 2021.).
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1.4.2. Paska ovca

Paska ovca nastala je na podrucju istoimenog otoka gdje se 1 danas uzgaja. Nastala je
oplemenjivanjem autohtone pramenke s ovnovima pasmine negretti i bergamo te gentile di
puglia. Radi se o ovci ¢vrste i zbijene grade te Sirokog trupa sa jakim nogama (Pavlini¢, 1936.)
¢ija visina u ovaca iznosi 56 cm s tezinom oko 30 kilograma, dok se kod ovnova mjeri visina
do 63 centimetra te tezina oko 50 kg (Agroportal, 2019.). Tijelo ove ovce prekriveno je
zatvorenim do poluzatvorenim runom, naj¢esce bijele vune. Ovce su Sute (bez rogova), a
ovnovi imaju dobro razvijene i ¢vrste rogove (Agroportal, 2019.). Takoder, kao 1 istarska ovca,
nije pripadnik kasnozrelih pasmina (Pavi¢ i sur., 2005.). Navodi se efektivna veli¢ina
populacije koja iznosi 266, 70 muskih jedinki te 1344 Zzenske jedinke kao dio mati¢ne
populacije Sto je svrstava na status ugrozene kod autohtonih pasmina ovaca Hrvatske (Hrvatske
izvorne i zasti¢ene pasmine — Banka gena domacih zivotinja, 2019.). Njena korist, prvenstveno,
je vidljiva u proizvodnji mlijeka, odnosno sira. Osim toga, dobiva se i vrlo trazena janjad
izvrsne kakvoée — zahvaljuju¢i spomenutim klimatskim uvjetima mediterana, kao i
vegetacijom kojim je okruZena (Mio€ i sur., 1999.). Uzgoj paske ovce predstavlja nacin

upravljanja ekstenzivnim pasnjacima, posebno vaznim za odrzavanje flore otoka Paga.
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2. HIPOTEZE | OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Cilj ovog rada je koriste¢i podatke rodovnika istarske i paske ovce i genomske informacije
dobivene iz SNP ¢ipa srednje rezolucije (Illumina OvineSNP50 BeadChip (Illumina Inc., San
Diego, CA) utvrditi razlike u procjeni inbridinga X spolnog kromosoma putem razli¢itih
metoda. Nadalje, zelimo utvrditi je li moguée upotpuniti procjenu inbriding koeficijenta
zenskih jedinki s informacijom sa spolnog kromosoma i tako ne zanemariti opasnost te pojave

za spolno vezana svojstva 1 opéenito za Zenske jedinke.

2.1. HIPOTEZE

1. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu mjera inbridinga procijenjenih putem
rodovnika i putem genomske informacije.
2. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu inbriding koeficijenata procijenjenih na

autosomu i na X spolnom kromosomu.

2.2. SPECIFICNI CILJEVI RADA

1. Obraditi i provjeriti dobivene podatke (rodovnik i genotip), i1 prilagoditi ih
programskim paketima za procjenu inbriding koeficijenata.

2. Procijeniti inbriding koeficijente iz rodovnika i genotipskih podatka (ukupni i X
kromosom).

3. Usporediti dobivene koeficijente inbridinga (ukupni i X kromosom).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. UZORCI, GENOTIPIZACIJA | KONTROLA KVALITETE GENOTIPOVA

Za potrebe ovog rada podatci 0 175 ovaca (96 jedinki istarske i 76 paske ovce) preuzeti
su iz Spehar i sur. (2019.). Jedinke su genotipizirane s Illumina OvineSNP50 BeadChip
(Mumina Inc., San Diego, CA ) koji sadrzi 54241 SNP prosje¢ne gusto¢e 1 SNP na svakih 50,9
kilobaza. Putem SAS 9.4 (SAS Institute Inc., 2013.) programskog paketa, prvo smo isklju¢ili
sve SNP-ove koji nisu pripisani niti jednom kromosomu i one koji su pripisani Y kromosomu
ili mitohondrijskoj DNK. U sljede¢em koraku uklonili smo SNP-ove koji nisu udovoljavali
mjerama kvalitete ,,GenTrain Score* i ,,GenCall Score* ¢ija visoka vrijednost osigurava
pouzdanost svakog genotipa. Uklonjeni su SNP-ovi ¢iji je ,,GenTrain Score* bio manji ili
jednak 0,4 i SNP-ovi ¢iji je ,,GenCall Score* manji ili jednak 0,8. Tako o¢i$¢eni i pripremljeni
podatci potom su uvedeni u programski paket SNP & Variation Suite v8.7.0 (Golden Helix,

Inc., Bozeman, MT, www.goldenhelix.com) gdje su iz daljnje analize iskljuéeni svi SNP-ovi

koji nedostaju u vise od 10 % jedinki i jedinke kojima nedostaje vise od 5 % SNP-ova, te sve
muske jedinke. Konaéno, podatci preostalin 110 jedinki (68 jedinki istarske i 42 jedinke paske
ovce) podijeljeni su u dva seta podataka, onaj koji sadrzi SNP-ove s 26 autosoma (43268 SNP-

ova) i onaj s X kromosoma (1199 SNP-ova).

3.2. RODOVNICI | PROCJENA KOEFICIJENTA INBRIDINGA IZ RODOVNIKA

Rodovnike ovih dviju pasmina ustupio je Centar za stocarstvo Hrvatske agencije za
poljoprivredu i hranu. U rodovniku istarske ovce nalazimo 813, u rodovniku paske 660 jedinki.
Oba rodovnika su rekodirana programskim paketom CFC (Sargolzaei i sur., 2006.) te potom
pripremljena za programski paket ENDOG v 4.8 (Gutiérrez i Goyache, 2005.). Putem ovog

programskog paketa izracunati su koeficijent inbridinga Feep, te parametar kvalitete i
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potpunosti rodovnika — ekvivalent kompletnih generacija (engl. Equivalent Complete
Generations) - ECG). ECG se izra¢unava tako da se izraz (1/2)" primjeni na svakog pretka
zivotinje u pri ¢emu je n broj generacija, a potom se dobivene vrijednosti za pretke zbroje. Na
primjer ako jedinka ima samo poznate roditelje onda za svakog roditelja (1/2)* iznosi 0,5 te je
ECG u tom sluéaju 1, kod poznatih roditelja i baka ((1/2)?) i djedova ((1/2)?) ECG iznosi 2,
ako su bake i djedovi poznati samo s jedne strane ECG je 1,5 itd. (Maignel i sur., 1996.). Sam
koeficijent inbridinga mozZe biti beznacajna informacija ukoliko ne znamo od koliko predaka
dolazi, a upravo nam ova vrijednost to govori.

Putem programskog paketa KinlnbcoefX (Zheng i Bourgain, 2009.) su iz rodovnika

izracunati koeficijent inbridinga X-kromosoma za Zenske jedinke (Fpep_x).

3.3. PROCJENA INBRIDINGA 1Z GENOTIPSKIH PODATAKA

Programskim paketom SNP & Variation Suite v8.7.0 (Golden Helix, Inc., Bozeman,

MT, www.goldenhelix.com) procijenjen su koeficijenti inbridinga za autosome (Fauto) i

posebno za spolni kromosom (Fx). Koristen je ekvivalent Wright-ovog Fis koeficijenta koji
prikazuje promjenu heterozigotnosti jedinke zbog ne slucajnog parenja unutar subpopulacije,
a u navedenom programskom paketu se definira kao inbriding koeficijent jedinke temeljen na
subpopulaciji koje je ona dio pri ¢emu u intervalu od -1 do 1 pozitivne vrijednosti upuéuju na

uzgoj u srodstvu (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, www.goldenhelix.com).

Takoder su izracunati i koeficijenti inbridinga temeljeni na ROH segmentima (FroH).
Koristene duljine ROH segmenata bile su >4 Mb, > 8Mb 1 >16 Mb, §to je odredeno prema
gusto¢i SNP ¢ipa (Ferencakovi€ i sur., 2013b). ROH segment je definiran kao niz od najmanje
15 SNP-ova, koji nisu udaljeni viSe od 1Mb niti su na podrucju genoma gdje je gusto¢a SNP-
ova manja od 1SNP svakih 100kb. Prilikom detekcije ROH segmenta za kategoriju izmedu 4 1

8 Mb dopustili smo da nam nedostaje jedan SNP, izmedu 8 i 16 dva SNP-a, dok smo za
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kategoriju segmenata vecih od 16 Mb dopustili da nam nedostaju ¢etiri SNP-a, ali i da se u
segmentu nalazi jedan heterozigotni SNP (Ferencakovi¢ i1 sur., 2013.b). Sumiranjem
detektiranih ROH segmenata po autosomima i spolnom kromosomu X te njihovim dijeljenjem
s ukupnom duzinom genoma pokrivenog SNP-ovima, odnosno X kromosoma dobili smo
koeficijente FroH>amb, Fromssmb | Frons16mp za autosome te FroH_x>4mb, FrRoH x>smb |

FroH_x>16Mb Za Spolni kromosom X (McQuillan i sur., 2008.; Yengo i sur., 2019.).

3.4. STATISTICKA OBRADA I VIZUALIZACIJA

StatistiCka obrada podataka izvrSena je programskim paketom R (R Core Team,( 2020.).
Uz osnovne R programske pakete, za unos podataka, odnosno ispis rezultata koristeni su paketi
readx! (Wickham i Brayan, 2019.) i writexl (Ooms, 2021.). Za deskriptivnu statistiku koristen
je i paket pastecs (Grosjean i lbanez, 2018.). Vizualizacija podataka obavljena je u
programskom paketu JMP® Pro 15.2.0 (SAS Institute Inc., 2020.). Razlike u srednjim
vrijednostima grupa ispitane su t-testom, jakost linerane veze izmedu razlicitih koeficijenata

ispitana je Pearsonovom korelacijom. U oba slucaja statistiCka znacajnost se utvrdivala ako je

p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. ANALIZA RODOVNIKA | PROCJENA INBRIDING KOEFICIJENATA NA

TEMELJU RODOVNIKA

Deskriptivna statistika prosje¢nog koeficijenta inbridinga (Frep) i koeficijenta inbridinga
X kromosoma Fpep_x genotipiziranih zenskih jedinki populaciji istarske i paske ovce prikazana
je u Tablici 4-1. Prosjecni ekvivalent kompletnih generacija genotipiziranih Zenskih jedinki
istarske ovce iznosio je 3,9192 (0,0000 — 6,7402), a paske ovce 2,3127 (0,0000 — 4,5313).
Tablica 4-1. Deskriptivna statistika vrijednosti koeficijenata inbridinga na temelju rodovnika

u populaciji istarske i paske ovce.

Istarska ovca

Prosjek Minimum  Maksimum Standardna devijacija
Feeo 0,0624 0,0000 0,3491 0,0950
Freo x 0,0890 0,0000 0,6563 0,1683
Paska ovca
Feeo 0,0168 0,0000 0,1250 0,0335
Freo x 0,0149 0,0000 0,2500 0,0494
4.2. ANALIZA GENOMSKIH PODATAKA | PROCJENA INBRIDING

KOEFICIJENATA NA TEMELJU GENOMSKIH PODATAKA
4.2.1. ROH segmenti i Fron inbriding koeficijenti

Deskriptivne statistika ROH segmenata identificiranih kod 68, odnosno 42 Zzenske
jedinke istarske i paske ovaca na autosomima (ROH) i spolnom kromosomu X (ROH_X)
prikazane su u Tablici 4-2. i 4-3. Koristene duzine segmenta >4Mb, >8Mb i >16Mb odgovaraju

inbidingu koji potjece od zajednickog pretka udaljenog priblizno 12,5, 6,75, 1 3,125 generacija.
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Tablica 4-2. Deskriptivna statistika parametara detektiranin ROH segmenata kod istarske i
paske ovce na autosomima (ROH). Parametri su prosjecan broj SNP-ova unutar ROH-a
(nSNP), prosje¢an broj ROH segmenata (nROH) te prosje¢na ukupna duzina genoma

pokrivena ROH segmentima u Mb (totROH).

Istarska ovca Paska ovca
Prosjek Min? Prosjek Min
(SDY) (Max3) (SD) (Max)
2792,72 0,00 1803,08 0,00
NSNP
(2868,46) (15551,00) (2452,45)  (8159,00)
13,85 0,00 8,32 0,00
ROH >4Mb NROH
(10,71) (55,00) (9,44) (37,00)
167,14 0,00 107,9 0,00
totROH
(172,04)  (929,80)  (146,72) (492,86)
2177,57 0,00 1467,63 0,00
NSNP
(2559,41) (13628,00) (2201,09)  (6957,00)
7,34 0,00 4,71 0,00
ROH >8Mb nROH
(7,16) (35,00) (6,46) (23,00)
130,57 0,00 87,37 0,00
totROH
(153,78)  (816,83)  (131,29) (415,65)
1339,62 0,00 979,74 0,00
NSNP
(1914,08) (10082,00) (1644,94)  (5150,00)
2,87 0,00 2,08 0,00
ROH >16Mb nROH
(3,69) (18,00) (3,22) (10,00)
80,05 0,00 58,38 0,00
totROH
(114,96)  (603,73) (98,1) (303,92)

! Standardna devijacija; > Minimum;  Maksimum.
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Tablica 4-3. Deskriptivna statistika parametara detektiranin ROH segmenata kod istarske i

paske ovce na spolnom kromosomu X (ROH_X). Parametri su prosjec¢an broj SNP-ova unutar

ROH-a (nSNP), prosje¢an broj ROH segmenata (nROH) te prosje¢na ukupna duzina genoma

pokrivena ROH segmentima u Mb (totROH).

Istarska ovca Paska ovca
Prosjek Min? Prosjek Min
(SDY) (Max3) (SD) (Max)
176,73 0,00 82,4 0,00
NSNP
(163,33)  (545,00) (36,24) (117,00)
1,8 0,00 1,2 0,00
ROH_X >4Mb nROH
(1,26) (5,00) (0,45) (2,00)
15,08 0,00 7,98 0,00
totROH
(13,7) (45,04) (3,63) (12,71)
97,27 0,00 57,6 0,00
NSNP
(139,15)  (381,00) (53,65) (110,00)
0,6 0,00 0,6 0,00
ROH_X >8Mb nROH
(0,83) (2,00) (0,55) (1,00)
8,2 0,00 5,42
totROH 9,59
(11,62) (32,38) (4,96)
55,93 0,00 0,00 0,00
NSNP
(96,78)  (248,00) (0,00) (0,00)
0,27 0,00 0,00 0,00
ROH_X >16Mb nROH
(0,46) (1,00) (0,00) (0,00)
4,8 0,00 0,00 0,00
totROH
(8,27) (20,51) (0,00) (0,00)

! Standardna devijacija; > Minimum;  Maksimum.
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U Tablici 4-4. rezultati su deskriptivne statistike inbriding koeficijenata procijenjenih

na temelju detektiranih ROH segmenata autosoma (Fron) i ROH segmenata X kromosoma

(FroH_x).

Tablica 4-4. Deskriptivna statistika inbriding koeficijenata procijenjenin na temelju

detektiranih ROH segmenata autosoma (Fron) i ROH segmenata X kromosoma (Fron x)

genotipiziranih Zenskih jedinki istarske i paSke ovce.,

Istarska ovca Paska ovca
Prosjek Min? Prosjek Min
(SDY) (Max3) (SD) (Max)
0,0632 0,0000 0,0369 0,0000
FROH >4mb
(0,0651) (0,3516) (0,0541) (0,1864)
0,0494 0,0000 0,0299 0,0000
FROH >8Mmb
(0,0581) (0,3089) (0,0482) (0,1572)
0,0303 0,0000 0,0200 0,0000
FrROH >16Mb
(0,0435) (0,2283) (0,0358) (0,1149)
0,0260 0,0000 0,0074 0,0000
FrROH_x >amb
(0,0694) (0,3520) (0,0223) (0,0993)
0,0142 0,0000 0,0050 0,0000
FrROH_x >8mb
(0,0494) (0,2531) (0,0184) (0,0750)
0,0083 0,0000 0,0000 0,0000
FrRoH_X >16Mb
(0,0335) (0,1603) (0,0000) (0,0000)

! Standardna devijacija; 2 Minimum;  Maksimum.
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4.2.2. Wright-ovi Fis koeficijenti

U radu su procijenjeni i ekvivalenti Wright-ovog Fis koeficijenta za autosome (F) i za X
kromosom (F x) za genotipizirane zenske jedinke iz obje populacije (istarska i paSka ovca).
Deskriptivna statistika ovih koeficijenata prikazana je u Tablici 4-5.

Tablica 4-5. Deskriptivna statistika ekvivalenta Wright-ovog Fis koeficijenta za autosome (F)

i za X kromosom (F x) za genotipizirane zenske jedinke istarske i paske ovce.

Istarska ovca

Prosjek Minimum  Maksimum Standardna devijacija
F 0,0317 -0,0572 0,3357 0,0700
F x 0,0402 -0,1942 0,7017 0,1500

Paska ovca

F 0,0359 -0,0299 0,1888 0,0601

F x 0,0238 -0,1660 0,2202 0,0871
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,,Box-plotovi svih prikazanih mjera genotipiziranih Zenki istarske i paske ovce
prikazane su grafi¢ki u Figurama 4-1. i 4-2., pri ¢emu su oni koji se odnose na X kromosom

neosjencani.

ISTARSKA OVCA
0,7

0,6
0,5
0,4
0,3

0,2 —_—

0,1 AN

BME 2B & - B

FPED FPED_X FROH>4Mb FROH_X>4Mb FROH>8Mb FROH_X>8Mb FROH>16Mb FROH_X>16Mb F F_X

Figura 4-1. ,,Box-plotovi“ procijenjenih inbriding koeficijenata genotipiziranih Zenskih
jedinki istarske ovce. Neosjencani ,,box-plotovi“ odnose se na mjere dobivene preko X
kromosoma.

07 PASKA OVCA

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

FPED FPED_X FROH>4Mb FROH_X>4Mb FROH>8Mb FROH_X>8Mb FROH>16Mb FROH_X>16Mb F F_X

Figura 4-2. ,Box-plotovi“ procijenjenih inbriding koeficijenata genotipiziranih zenskih
jedinki paske ovce. Neosjencani ,,box-plotovi“ odnose se na mjere dobivene preko X

kromosoma.
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4.3. USPOREDBA KOEFICIJENATA INBRIDINGA
4.3.1. Koeficijenti izracunati preko rodovnika i genomski inbriding koeficijenti

U Tablici 4-6. nalaze se rezultati t-testa i koeficijenti korelacije r dobiveni izmedu izmedu
autosomalnih koeficijenata inbridinga procijenjenih na temelju rodovnika (Fpep), te onih
procijenjenih iz genoma, a to su ekvivalent Wright-ovog Fis koeficijenta (F) i tri genomska
koeficijenta dobivena iz ROH segmenata razli¢ite duljine (FroHsamb, FrRoH>8Mb, FrOH>16Mb)

Koeficijenti su procijenjeni samo za genotipizirane Zenske jedinke istarske i paske ovce.

4.3.2. Koeficijenti X kromosoma izracunati preko rodovnika i genomski inbriding

koeficijenti X kromosoma

Usporedbe razli¢itih mjera koeficijenta inbridinga (t-test i koeficijenti korelacije r) X
kromosoma dobivenih putem rodovnika i genomske informacije nalaze se u Tablici 4-7. U
pitanju su isti koeficijenti kao i u prethodnom odlomku, ali razliku ¢ini §to se oni odnose samo

na X kromosom.
4.3.3. Koeficijenti inbridinga procijenjeni iz autosoma i iz X kromosoma

U nastavku su usporedeni koeficijenti inbridinga X kromosoma i koeficijenti inbridinga

autosoma. Rezultati ove usporedbe nalaze se u Tablici 4-8.
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Tablica 4-6. Koeficijent korelacije r (ispod dijagonale) i razlike srednjih vrijednosti grupa (n, — My iznad dijagonale) izmedu autosomalnih

koeficijenata inbridinga procijenjenih na temelju rodovnika (Frep), ekvivalenta Wright-ovog Fis koeficijenta (F) te genomskog koeficijenta

inbridinga procijenjenog iz ROH segmenata razli¢ite duljine (FroH>4mb, FRoH>8Mb, FRoH>16Mb) geNnotipiziranih zenskih jedinki istarske i paske ovce.

r\p, —n, Istarska ovca r\p, —n, Paska ovca

F Frep  FrRoHsamb  FroH>smb  FROH>16Mb F Frpep  FroOH>amb  FRrROH>8Mb  FROH>16Mb
F 1\0 0,03" 0,032™ 0,018 0,001 F 1\0 0,016 0,004 0,004 0,013
Frep 0,377 1\0 0,001 0,013 0,03 Frep 0,12 1\0 0,02" 0,013 0,003
FroH>4Mb 0,977 0,33" 1\0 - - FroH>4Mb 0,98™ 0,13 1\0 - -
FrRoH>8Mb 0,96 0,32™ - 1\0 - FroH>8Mb 0,96 0,12 - 1\0 -
FroH>16Mb 0,92 0,26 - - 1\0 FroH>16Mb 0,93™ 0,09 - - 1\0

“ p vrijednost izmedu 0,051 0,01,
“ p vrijednost izmedu 0,01 i 0,001,
“ p vrijednost < 0,001.
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Tablica 4-7. Koeficijent korelacije r (ispod dijagonale) i razlike srednjih vrijednosti grupa (n, — My iznad dijagonale) izmedu X kromosomalnih

koeficijenata inbridinga procijenjenih na temelju rodovnika (Frep), ekvivalenta Wright-ovog Fis koeficijenta (F) te genomskog koeficijenta

inbridinga procijenjenog iz ROH segmenata razli¢ite duljine (FroHs>4mb, FRoH>8Mb, FRoH>16Mb) genotipiziranih zenskih jedinki istarske i paske ovce.

r\p, —n, Istarska ovca r\p, —n Paska ovca

F Freo x FroH_x FroH_x FroH_x = Fx  Freox FroH_x FroH_x FroH_x

>4Mb >8Mb >16Mb >4Mb >8Mb >16Mb

F_x 1\0 0,05 0,01 0,01 0,03 F.x 1\0 0 0,01 0,01 0,02
Frep_x 0,29* 1\0 0,06* 0,08*** 0,08***  Fpep_x -0,12 1\ 0 0,01 0,02
FrRoOH x>amb  0,82*** 0,16 1\0 - - FroH x>ampb  0,55**  -0,10 1\0 - -
FrROH x>smb  0,71*** 0,09 - 1\0 - FrRoH x>smb  0,5***  -0,08 - 1\0 -
FroH_x>16Mb  0,55%** 0,07 - - 1\0 FrROH_x>16Mb - - - - 1\0

* p vrijednost izmedu 0,051 0,01,
“ p vrijednost izmedu 0,01 i 0,001,
“ p vrijednost < 0,001.

29



Tablica 4-8. Koeficijent korelacije r i razlike srednjih vrijednosti grupa (u, — uy) izmedu X kromosomalnih i autosomalnih koeficijenata

inbridinga procijenjenih na temelju rodovnika (Frep | Frep x), ekvivalenta Wright-ovog Fis koeficijenta (F i F x) te genomskih koeficijenata
inbridinga procijenjenih iz ROH segmenata razlicite duljine (FroH_x>4mb, FrRoH_x>8mb, FroH_x>16Mb | FRoH>amb, FroH>8Mb, FroH>16Mb) gENOtipiziranih

zenskih jedinki istarske i paske ovce.

Istarska ovca Paska ovca
Usporedba B~ Ry r Usporedba BBy r
F F_x 0,009 0,49 F F_x 0,011 0,33
Frep Frep_x 0,027 0,84 Feep Frep_x 0,002 0,59
FROH>4Mb FROH_x>4Mb 0,037 0,28* FROH>4Mb FROH_x>4Mb 0,03™ 0,06
FroH>8Mb FroH_x>8Mb 0,035 0,12 FroH>8Mb FroH_x>8Mb 0,025™ 0,11
FrOH>16Mb FROH_X>16Mb 0,022 0,07 FroH>16Mb FROH_Xx>16Mb 0,02 -

* p vrijednost izmedu 0,051 0,01,
“ p vrijednost izmedu 0,01 i 0,001,
“ p vrijednost < 0,001.
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5. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je usporediti razlike u procjeni inbriding koeficijenta kada se koristi
X kromosom ili klasicne metode (rodovnik i genomska informacija s autosoma). S
ekonomskog stajalista i1 stajaliSta konzervacijske genetike vazno je ukljuciti informaciju sa
spolnog kromosoma u procjenu inbridinga. Nadalje, niZza stopa rekombinacija (0,8 cM/Mb),
stopa mutacija i efektivne veli¢ine populacije (3/4) u odnosu na autosome opcenito ¢ine X
kromosom podloZnijim inbridingu, a time i svim negativnim posljedicama (Schaffner, 2004.;
Robinson i sur., 2014.). Kako bismo mogli ispitati nase nul-hipoteze, kojima smo definirali ne
postojanje razlika, prije svega smo morali prikupiti podatke genotipa 1 rodovnika zenskih
jedinki. Obzirom na to da je zastupljenost genotipizacije Zenskih jedinki i1 dalje prili¢no niska,
takvi se podatci tesko nalaze. Ipak preuzeli smo iz Spehar i sur. (2019.), unutar kojih je bilo
110 genotipiziranih Zenskih jedinki (68 jedinki istarske ovce 1 42 jedinke paSke ovce) za koje
smo imali i rodovnik. Jedinke su genotipizirane SNP ¢ipom srednje rezolucije (Illumina
OvineSNP50 BeadChip (lllumina Inc., San Diego, CA), za koji smo postavili stroge kriterije
kontrole kvalitete (,,GenTrain Score“ > 0,4 i ,,GenCall Score” > 0,8) kako bismo smanjili
moguénost pogreske u utvrdivanju stanja SNP-ova (homozigot ili heterozigot). Ova greska
moze uvelike utjecati na preciznost procjene ROH segmenata koji svoju prisutnost u genomu
duguju upravo inbridingu (Ferencakovi¢ i sur., 2013b.; Curik i sur., 2014.).

Analizom rodovnika utvrdili smo kako nase genotipizirane jedinke u prosjeku imaju
prili¢no ,,plitak* rodovnik, odnosno kako je informacija o njihovim precima nedostatna. To
smo utvrdili putem ekvivalenta kompletnih generacija — ECG koji prosjecno za genotipizirane

zenke istarske ovce iznosi 3,9192 (0,0000 — 6,7402), a za paske ovce 2,3127 (0,0000 — 4,5313).
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Uobicajeno u dubljim rodovnicima mozemo vidjeti vece vrijednosti (Ferencakovi¢ 1 sur.,
2013.) sto omogucava bolje korelacije sa inbriding koeficijentima iz kra¢ih ROH segmanata.

Koeficijenti inbridinga na autosomima i spolnom kromosomu X analizirani su
razli¢itim metodama kod istarske i1 paske ovce, kako bi se utvrdile razlike izmedu metoda 1
populacija te ispitala moguc¢nost uklju¢ivanja informacija sa spolnog kromosoma X u procjenu
koeficijenta inbridinga. Usporedbom koeficijenata inbridinga procijenjenih na temelju
rodovnika (Fpep, Frep x) 1 koeficijenata inbridinga procijenjenih razli¢itim metodama na
temelju genomske informacije (Fron, F, FroH_x, F_x), takoder je ispitana i valjanost dobivenih
podataka (rodovnik i genotip). ROH segmenti sve viSe postaju glavni alat za procjenu
koeficijenta inbridinga, no ne postoji jasan standard kako ih procijeniti (Ferencakovi¢ i sur.,
2013b.; Curik i sur., 2014.), kao ni standardna metoda (Solé i sur., 2017.) Kod odluke o metodi
detekcije oslonili smo se narad Curik i sur. (2014.) gdje su opisane razlike izmedu dvije metode
prebrajanja 1 Solé 1 sur. (2017.) koji dokazuju kako su koeficijenti dobiveni sloZzenim HMM
algoritmima u visokoj korelaciji s metodama prebrojavanja koju koriste Ferenc¢akovi¢ i sur.
(2013b.).

U populaciji istarske ovce, analizom rodovnika, prosjecni koeficijent inbridinga na
autosomima (Frep) iznosi 0,0624, a prosjecni koeficijent inbridinga X kromosoma iznosi 0,089
(kod 63 % jedinki je jednak 0). Na temelju markera na autosomima kod istarske ovce,
koeficijenti inbridinga prosje¢no iznose: prema Fronsamp 0,0632, prema Fronssmb 0,0494 (6
jedinki; Fronssmb = 0) te prema Fronsiemb 0,0303 (22 jedinke; Fronsiemb = 0), uz najvise
vrijednosti od 0,3515, 0,3089 i 0,2283. Nasuprot tome, prosjecni koeficijenti inbridinga na
temelju markera na spolnom kromosomu X iznose: Fronsamb 0,0369 (53 jedinke; Fronsamb =
0), Fron>svb 0,0142 (62 jedinke; Fronssmb = 0) i FroHs>16mb 0,0083 (64 jedinke; Frons1emb = 0),
uz najvise vrijednosti koje iznose redom: 0,3520, 0,2531 i 0,1603. Kako bi se povecala to¢nost

procjene, koriStena je i druga molekularna metoda (Wright-ova F statistika) te Fiznosi 0,0317,
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a F x 0,0402. Prema rodovniku, Fpep x u odnosu na Feep je 1,4 puta visi, a prema genomskim
informacijama F x odnosu na F je 1,27 puta visi, dok su FroHs4mb, FrRoH>8Mb | FrRoH>16Mb U
odnosu na FroH_x>amb, FRoH_x>8mb | FroH_x>16Mb nizi za 1,71, 3,45 i1 3,65 puta. Vizualizacija
raspodjele pojedinih koeficijenata inbridinga prikazana je na Figuri 4-1. ZabiljeZzene su
korelacije i razlike u prosjecima (t-test) od 0,84 i 0,027 izmedu Fpep x i Fpep, 0d 0,49 i 0,009
izmedu F x i F, od 0,28 i 0,037 izmedu FroH xs4mb | FroHsamp, od 0,12 i 0,035 izmedu
FroH_x>8mb | FrRoH>smb te 0d 0,07 1 0,022 izmedu FroH_x>16Mmb | FRoH>16Mb. Utvrdena je znacajna
korelacija izmedu F x i F, Fpep_x i Fpep te FrRoH_x>amb | Fronsamb. Usporedujuci rodovnik s
molekularnim metodama, na autosomima sve korelacije su bile zna¢ajne uz najvisu korelaciju
izmedu F i Fpep (0,37), a znaCajna razlika u prosjeku zabiljezena je izmedu F i Fpep (0,03), F i
FroH_x>16Mmb (0,03) te F i FroH x>amb (0,32). Nasuprot, na spolnom kromosomu X utvrdena je
znacajna korelacija izmedu F x i Fpep x (0,29) i znacajna razlika u prosjeku izmedu Fpep | FroH
koeficijenata inbridinga. Prema tome, usporedujuc¢i rodovnik i ROH metodu, najmanja razlika
je uoena izmedu Fpep i Frons16Mb, $to ukazuje na nisku (,,plitku*) kompletnost rodovnika. To
u potpunosti odgovara opazenom prosje¢nom ECG-u od 3,9192 jer ROH segmenti > 16 Mb
predstavljaju nedavni inbriding star najviSe 3 generacije (FerenCakovi¢ i sur., 2013a.).
Upotrebom genomske informacije nadopunjuju se nedostatci rodovnika, pogotovo u sluéaju
,.plitke* kompletnosti.

U populaciji paske ovce, prema rodovniku na autosomima prosje¢ni Fpep iznosi 0,0168,
sa najvecom vrijednosti od 0,125. Nadalje, prosje¢ni koeficijent inbridinga X kromosoma
prema rodovniku (Frep x) je 0,0149 sa najvecom vrijednosti od 0,25. Deskriptivnom
statistikom takoder je utvrdeno da je 70 % jedinki imalo vrijednost nula kada govorimo o Fpep-
u, odnosno 90 % kada govorimo o Frep x-u. U odnosu na rodovnik, koeficijenti inbridinga na
temelju markera na autosomima kod paske ovce prosjec¢no iznose: Fronsamb 0,0369 (4 jedinke;

Fronsamb = 0), prema Fronssmp 0,0299 (14 jedinki; Fronssmn = 0) te prema Frons1smb 0,0303
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(23 jedinke; Fronsiemb = 0), uz najvise vrijednosti 0,1864, 0,1572 i 0,1149. Suprotno,
koeficijenti inbridinga na spolnom kromosomu X iznose: prema Fronsamb 0,0074 (37 jedinki;
Fronsamb = 0), Fronssmb 0,0050 (39 jedinki; Fronssmb = 0) te Fronsiemp = 0, uz najvise
vrijednosti 0,0993 i 0,075. Prema Wright-ovoj F statistici F iznosi 0,0359, a F x 0,0238.
Temeljem rodovnika, Fpep x U odnosu na Fpep je 1,13 puta nizi, a prema genomskim
informacijama F x odnosu na F je 1,51 puta nizi, dok su FroH>4mb, FroH>8mb | FrRoH>16Mb U
odnosu na FroH_x>amb, FrRoH_x>smb | FroH x>16Mmb Visi za 5 — 6 puta. Utvrdena je statisticki
znacajna korelacija izmedu F i F_x (0,33) te Frep i Frep x (0,59) i znacajna razlika u prosjecima
izmedu Fron koeficijenata inbridinga. Stoga, usporedujuc¢i rodovnik i ROH metodu, najmanja
razlika je uo¢ena izmedu Fpep I FrRoH>16Mb, $to takoder ukazuje na nisku (,,plitku) kompletnost
rodovnika.

Na temelju svega navedenog mozemo odbaciti nase nul hipoteze te re¢i kako postoji
statisticki znacajna razlika izmedu mjera inbridinga procijenjenih putem rodovnika i putem
genomske informacije kao 1 statisticki znacajna razlika izmedu inbriding koeficijenata
procijenjenih na autosomu i na X spolnom kromosomu. Unato¢ tome §to postoji razlika, vidimo
da se neki koeficijenti sli¢cno ponasaju (postoji korelacija). Ipak, dobivene rezultate treba
promatrati s oprezom. ,,Plitak* rodovnik, odnosno nizak ECG nam dopusta da koeficijente
dobivene preko rodovnika smatramo pouzdanim. Genomske metode ovdje su pouzdanije, ali
takoder nailazimo na problem jer kod detekcije ROH segmenata pretpostavljamo
rekombinaciju 1 cM / 1 Mb, a znamo da je rekombinacija X kromosoma oko 0,8 cM / 1 Mb,
stoga krivo procjenjujemo starost segmenta, a time i starost inbridinga.

Kako bi se provela preciznija i pouzdanija analiza prvenstveno je potrebno simulirati
populaciju s ,,dubokim* rodovnikom i visokom gusto¢om markera. lako postoje programski
paketi koji to uspjesno izvode, glavni je izazov simulirati rekombinaciju X kromosoma, budu¢i

da ona generalno postoji samo kod Zenskih jedinki. Simulacija koja bi uspjesno rijesila ovaj
34



problem svakako bi razjasnila obrazac rekombinacije i nastajanje ROH segmenata na X
kromosomu te se nadamo da ¢e ovaj rad biti dobra polazna tocka za buducée napore u procjeni

inbridinga X kromosoma.
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6.

ZAKLJUCCI

1. Nakon kontrole kvalitete te izbacivanja muskih jedinki, podatci su se sastojali od 68

jedinki istarske ovce i 42 jedinke paske ovce te 43268 SNP-ova na autosomima i 1199
SNP-ova na spolnom kromosomu X.
Koeficijenti inbridinga procijenjeni iz ROH segmenata su statisti¢ki znac¢ajno veci od

koeficijenata inbridinga na temelju rodovnika, u svim slu¢ajevima.

. Utvrdena je loSa kompletnost rodovnika kod obije populacije na sto ukazuje ECG od

3,9192 kod istarske i 2,3127 kod paske ovce.

Usporedbom koeficijenata inbridinga procijenjenih  metodama temeljenim na
genomskoj informaciji utvrdene su visoke korelacije te mala razlika u prosjeku, $to ide
u prilog njihovoj to¢nosti.

Potrebno je simulirati populacije s ,,dubokim” rodovnikom i visokom gusto¢om
markera, uzimajuci u obzir specifi¢nost rekombinacije X kromosoma kako bi se doslo

do pouzdanijih zakljucaka.
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9. SAZETAK

Inbriding, odnosno parenje jedinki povezanih podrijetlom kvantificira se koeficijentom
inbridinga (F). Srodne jedinke medusobno se krizaju s ciljem fiksacije recesivnih alela Sto
omogucuje ispoljavanje njihovih pozitivnih ucinaka. Medutim, fiksacijom recesivnih alela
ispoljavaju se i Stetni ucinci, $to je primijeceno kod malih populacija domacih Zivotinja. S
obzirom da su mnoga evolucijski i ekonomski vazna svojstva djelomicno odredena genima na
spolnom kromosomu X, neophodno ga je ukljuciti u procjenu koeficijenta inbridinga kod
Zenskih jedinki. Prema istrazivanjima, X kromosomalni inbriding wuz pozitivne ucinke,
povecava 1 frekvenciju Stetnih spolno ogranicenih alela te tako mijenja odnos spolova i
povecava rizik od izumiranja vrste, tj. pasmine. Vrijednosti koeficijenta inbridinga,
tradicionalno su procjenjivane na temelju rodovnika, medutim sve vecom dostupnoscéu
genomske informacije razvija se sve veci broj molekularnih metoda procjene koje nadopunjuju
nedostatke. U ovom radu procijenjeni su koeficijenti inbridinga na autosomima i spolnom
kromosomu X u populacijama istarske i paske ovce (68, odnosno 42 Zenske jedinke) na temelju
rodovnika te genomske informacije (50k SNP cip), koriste¢i 2 razlicite metode: ROH i Fis.
Upotrebom studentovog t-testa i Pearson-ove korelacije usporedene su spomenute metode
procjene te autosomalni i X kromosomalni koeficijenti inbridinga. Takoder, ispitana je
kompletnost rodovnika u obje populacije. U svim slucajevima molekularni koeficijenti su
statisticki znacajno veci od koeficijenata inbridinga na temelju rodovnika, sto uz niske ECG
vrijednosti ukazuje na lose kompletnosti rodovnika. Kako bi se provela preciznija i pouzdanija
analiza, prvenstveno je potrebno simulirati populaciju s dubokim rodovnikom i visokom
gustocom markera Sto bi svakako razjasnilo obrazac rekombinacije i nastajanja ROH
segmenata na X kromosomu.

Kljucéne rijeci: X kromosom, istarska ovca, paska ovca, inbriding, koeficijenti inbridinga
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10. SUMMARY

Inbreeding, or the mating of individuals related by ancestry, is quantified by the
inbreeding coefficient (F). Related individuals interbreed with each other with the aim of fixing
recessive alleles, which allows the manifestation of their positive effects. However, fixation of
recessive alleles also has deleterious effects, which has been observed in small populations of
domestic animals. Since many evolutionarily and economically important traits are partly
determined by genes on seks chromosome X, it is necessary to include it in the evaluation of
the inbreeding coefficient in females. According to research, inbreeding on the X chromosome,
in addition to the positive effects, also increases the frequency of deleterious sex-specific
alleles, which leads to gender bias and increases the risk of species extinction, i.e. breed.
Inbreeding coefficient values have traditionally been estimated based on pedigree, but with the
increasing availability of genomic information, a growing number of molecular estimation
methods are being developed to complement the shortcomings. In this work, inbreeding
coefficients on autosomes and sex chromosome X in Istrian and Pag sheep populations (68 and
42 females, respectively) were estimated based on pedigree and genomic information (50k SNP
chip), using 2 different methods: ROH and Fis. Using Student's t-test and Pearson correlation,
the above evaluation methods and autosomal and X-linked inbreeding coefficients were
compared. In adition, the completeness of the pedigrees in both populations was examined. In
all cases, the molecular coefficients are statistically significantly higher than the pedigree-
based inbreeding coefficients, indicating poor pedigree completeness at low ECG values. To
perform a more accurate and reliable analysis, it is primarily necessary to simulate a
population with a deep pedigree and high marker density which would certainly clarify the

pattern of recombination and formation of ROH segments on the X chromosome.
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