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Odhad genetické proměnlivosti v ohrožených populacích s
využitím genealogických i molekulárně genetických

informací

Souhrn

Problematika genetické rozmanitosti je v posledních letech stále diskutovanější. Ve volné

přírodě dochází k úbytku druhové diverzity hlavně ztrátou přirozených habitatů a hospodářské

druhy ohrožuje globalizace a intenzifikace chovu. Monitoring a přesný odhad genetické

variability i jejích ztrát je nezbytným předpokladem zachování druhů, poddruhů a plemen pro

budoucnost. Cílem této práce byla podrobná analýza genetické variability dvou plemen

valašské a šumavské ovce a volně žijícího zubra evropského. Prostřednictvím řady genetických

analýz byla vyhodnocena data z rodokmenu a molekulárně genetických markerů. U obou

plemen ovcí i u zubra byly zaznamenány ztráty genetické diverzity. U valašské ovce je ztráta

výraznější než u šumavské ovce, genofond šumavské ovce je však nehomogenní a ve srovnání

s jinými plemeny se jeví jako složený ze dvou subpopulací. Stupeň genetické diverzity

šumavské a valašské ovce byl srovnatelný napříč různými druhy analýz, ať už byl vypočítán na

základě rodokmenů nebo molekulárních markerů. Hodnoty genetické variability zaznamenané

u zubra jsou rovněž nízké, ale zároveň ještě silně nadhodnocené vlivem metodiky záznamů

rodokmenové knihy. Podařilo se ale díky nim odhalit genetický vliv nížino-kavkazské linie v

nížinné linii, která je udržována jako čistokrevný poddruh. U obou plemen ovcí byly

identifikovány oblasti s vysokým stupněm homozygotnosti, v nichž by se potenciálně mohly

nacházet geny specifické pro plemeno konzervované v těchto oblastech vlivem selekce.

Variabilita ovčích plemen ve starším historickém měřítku je ze vzorků získaných z živých

jedinců sledovatelná pomocí nerekombinantních úseků DNA. Rešerše provedená v této oblasti

naznačila možný původ a společné vzdálené předky obou českých národních plemen ovcí.

Nicméně oblast zkoumání variability specificky samčího regionu chromozomu Y a

mitochondriální DNA ovcí je stále ještě v začátcích.

Klíčová slova: genetická diverzita, mikrosatelity, SNP, genealogická analýza, haplotypy,
plemena ovcí, zubr evropský
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Estimation of genetic variability of endangered
populations using genealogical and molecular genetic

information

Abstract

The issue of genetic diversity has been increasingly discussed in recent years. In the wild, there

is a decrease in species diversity mainly due to the loss of natural habitats, and economic species

are threatened by globalization and intensification of breeding. Monitoring and accurate

estimation of genetic variability and its losses is a prerequisite for the preservation of species,

subspecies, and breeds for the future. The aim of this work was a detailed analysis of the genetic

variability of two breeds of Wallachian and Sumava sheep and wild European bison. Pedigree

data and molecular genetic markers were evaluated through a series of genetic analyses. Losses

of genetic diversity were recorded in both sheep breeds and European bison. In the Wallachian

sheep, the loss is more pronounced than in the Sumava sheep, however, the gene pool of the

Sumava sheep is more heterogenous compared to other breeds and appears to be composed of

two subpopulations. The degree of genetic diversity of Sumava and Wallachian sheep was

comparable across different types of analyses, whether calculated based on pedigrees or

molecular markers. The values of genetic variability recorded in the European bison are also

low, but at the same time still strongly overestimated due to the influence of the pedigree book

record methodology. Those records, however, revealed a genetic influence of the lowland-

Caucasian line in the lowland line, which is maintained as a pure-blood subspecies. Regions of

high homozygosity were identified in both sheep breeds, potentially harboring breed-specific

genes conserved in these regions through selection. Variability of sheep breeds on an older

historical scale is traceable from samples obtained from living individuals using non-

recombinant stretches of DNA. Research carried out in this area indicated a possible origin and

common remote male ancestors of both Czech national sheep breeds. However, the field of

investigating the variability of the male-specific region of the Y chromosome andmitochondrial

DNA in sheep is still in its beginnings.

Key words: genetic diversity, microsatellites, SNP, genealogical analysis, haplotypes, sheep

breeds, European bison.
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1 Úvod

Otázka genetické diverzity se v posledních několika desetiletích stala hodně diskutovanou kvůli

zvyšování industrializace zemědělství a s ní postupující genetickou uniformitou plodin i

hospodářských zvířat. Rozmanitost plemen hospodářských zvířat je však nezbytná pro budoucí

přizpůsobení různým onemocněním, produkčním systémům, měnícím se klimatickým i tržním

podmínkám (FAO 2019). Obecně se proto záchranné programy zaměřují hlavně na ohrožená

lokální plemena (Notter 1999). Ta bývají obvykle hůře zmapovaná, ale obecně vykazují daleko

vetší genetickou variabilitu než celosvětově rozšířená plemena s jedinečnými ekonomicky

žádoucími vlastnostmi (FAO 2015).

K celkové genetické rozmanitosti nejvíce přispívají původní plemena ovcí z ekonomicky

rozvinutých zemí, která by tak z hlediska priority ochrany měla mít přednost před těmi

z rozvojových zemí (Zhang et al. 2018a). Tento fakt je ale třeba brát s rezervou, protože právě

z rozvojových zemí je nejhorší dostupnost informací i samotných vzorků. Navíc, na každé

unikátní funkční alele záleží a plemena z extrémních podmínek mají výrazně vyšší šanci, že se

u nich taková jedinečná genetická varianta bude vyskytovat (Sponenberg et al. 2018). Pokud

by došlo k její ztrátě, tak bude definitivní, protože šance na vznik stejné alely mutací je téměř

nulová.

Zachováním stávající genetické diverzity hospodářských plemen se zabývá globální akční plán

pro genetické zdroje – Global Plan of Action for Animal Genetic Resources, který byl

vypracován a přijat členskými zeměmi FAO v roce 2007 (Boettcher et al. 2014). Skládá se ze

dvou funkčních částí: podávání zpráv z procesu provádění akčního plánu a z monitoringu

samotných genetických zdrojů (Boettcher et al. 2014). Počátkem 90. let však už FAO začala

budovat globální databázi pro genetické zdroje zvířat – Global Databank for Animal Genetic

Resources, v níž shromažďuje data o plemenech hospodářských zvířat z celého světa a na

jejímž základě byl vytvořen roku 1995 informační systém Domestic Animal Diversity

Information System (DAD-IS) (FAO 2015). DAD-IS shromažďuje informace o genetických

zdrojích zvířat ze 182 zemí a poskytuje databázi informací o plemenech hospodářských zvířat

z celého světa, jako jsou počty zvířat, užitkovost, nástroje managementu chovu, reference,

odkazy a kontakty na regionální a národní koordinátory chovu živočišných genetických zdrojů

(FAO 2019).
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Základem každého chovu je vhodný management, aby byla zachována co nejvyšší

vnitropopulační genetická diverzita (Ferreira de Camargo 2019). Udržování jakéhokoliv

plemene pro užitkové účely je vlastně neustálým konfliktem mezi požadavky na dobrou

užitkovost (snaha o uniformitu populace) a dobrou životaschopností celé populace (snaha o co

největší rozmanitost) (Sponenberg et al. 2019). To se však ne vždy daří vhodně skloubit, a proto

počet plemen ohrožených vyhynutím stále roste. Mezi roky 2005 a 2014 se počet těchto plemen

zvýšil o 2 procenta (FAO 2019). U lokálních plemen ovcí se počet ohrožených zvýšil z 235

v roce 2000 na 370 v roce 2020, u lokálních plemen koz pak ve stejném období z 94 na 152

(FAO 2021). Mezi hlavní důvody vyhynutí těchto genetických zdrojů patří právě nedostatky v

chovných programech, měnící se požadavky trhu a politiky v oblasti řízení živočišných

genetických zdrojů, degradace přírodních zdrojů, změna klimatu a epidemie nemocí (FAO

2019).

Pro hospodářská zvířata je tedy nezbytné, aby si udržela vysokou genetickou diverzitu pro

případnou změnu podmínek, které na ně působí. Výzkum ale prokázal, že pro přežití populace

ve stálém prostředí nemusí být malá genetické diverzita vůbec důležitá (Johnson et al. 2008;

Robinson et al. 2018; Huson et al. 2020). Hlavně neutrální genetická diverzita, na kterou se

zaměřuje většina populačně genetických studií, nemá přímý vztah k funkční rozmanitosti a

životaschopnosti populace (Holderegger et al. 2006; Teixeira & Huber 2021). Je však možné

využít ji pro hodnocení toku genů, migraci nebo disperzi (Holderegger et al. 2006). Rovněž je

časté využití její vazby s funkčními úseky DNA při QTL mapování (Beraldi et al. 2007;

Poissant et al. 2012; Bolormaa et al. 2017), mapování genetických příměsí (Shriner 2013) a při

GWAS studiích (Esmaeili-Fard et al. 2021; Serrano et al. 2021; Krivoruchko et al. 2021; Zhao

et al. 2021).

Pro vyhodnocení genetické diverzity plemen hospodářských zvířat, ať už z pohledu teoretické,

neutrální nebo funkční genetické diverzity, existuje celá řada metod. Tato práce je zaměřená

především na metody běžně používané u malých přežvýkavců a aplikuje je na české genové

rezervy – valašskou a šumavskou ovci.
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2 Literární přehled

2.1 Genetická diverzita

Biologickou diverzitu popisujeme jako rozsah veškeré různorodosti, kterou můžeme v přírodě

nalézt (Mészáros 2018). Lze ji analyzovat na základě různých charakteristik: fenotypových

(morfologických), cytologických, biochemických a molekulárních (Saravanan et al. 2022).

Genetickou diverzitou je ale míněn rozsah variability (polymorfismus) přímo v sekvenci DNA

(Ellegren & Galtier 2016).

Z molekulárního hlediska existují tři hlavní typy variability, a to jednonukleotidové

polymorfismy (SNP), delece nebo inzerce různých délek a variace počtů a délek repetitivních

sekvencí (VNTR) (Vignal et al. 2002). Nové alely se objevují s každou další generací spontánní

mutací díky replikačním chybám nebo působením mutagenů a z teoretického hlediska tedy

můžeme genetickou diverzitu označit za výsledek rovnováhy mezi zánikem a vznikem těchto

vloh (Ellegren & Galtier 2016). Rychlost mutací se v rámci různých úrovňových celků

jaderného genomu snižuje směrem od jednotlivých genů až k variabilitě na chromozomální

úrovni (Hodgkinson & Eyre-Walker 2011), která se ještě navíc významně liší mezi autozomy

a gonozomy (Ellegren & Galtier 2016). Výrazné rozdíly v mutačních rychlostech existují

rovněž mezi jadernou a mitochondriální DNA, mezi zárodečnou a somatickou linií buněk,

jakožto i mezi různými druhy (Lynch 2010).

U hospodářských plemen zvířat je možno ji měřit ve třech formách: intrapopulační (v rámci

populace), interpopulační (mezi různými populacemi jednoho plemene) a meziplemenné

(Saravanan et al. 2022). Na populační úrovni plemen dochází k neustálému souboji mezi

snahou fixovat určité alely v populaci (selekcí) a náhodným kolísáním alelických frekvencí

(genetickým driftem) (Mészáros 2018). Tato vzájemná kompetice je spolu s přírodním výběrem

hlavním evolučním mechanismem, který u velkých populací favorizuje častěji prospěšné

mutace, oproti tomu u malých populací často náhodně udržuje ty neprospěšné (Hallatschek et

al. 2007). V lidském chovu se k těmto třem silám přidává ještě inbreeding a umělá selekce –

dva klíčové procesy domestikace (Mignon-Grasteau et al. 2005). Každé plemeno, jak ho známe

dnes, se tedy vyvinulo působením mutací, náhodným genetickým driftem a selekčními tlaky

klimatu, endemických chorob a parazitů, výživy a umělého lidského výběru (Barker 2001).
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2.2 Příčiny ztráty genetické diverzity u malých přežvýkavců

Genetická diverzita malých přežvýkavců je ovlivňována podobnými faktory, jako je tomu u

ostatních hospodářských zvířat hlavně u skotu. Oproti volně žijícím populacím, které trpí

především fragmentací habitatu (následně populace), onemocněními a změnou klimatu ve větší

či menší míře zaviněné člověkem, ale i působením přirozených mechanismů, jak je znázorňuje

obr. 1, jsou populace domestikovaných malých přežvýkavců přímo vázané na aktivity člověka.

Obr. 1. Přehled determinant genetické diverzity. Efektivní velikost populace, rychlost mutací

a související selekce jsou hlavními faktory ovlivňujícími diverzitu. Tyto faktory jsou zase

řízeny několika dalšími parametry. Směr korelace je označen symboly „+“ a „-“. Převzato

z Ellegren a Galtier (2016).
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2.2.1 Nadměrné využívání některých plemeníků

Zvýšení selekčního tlaku výběrem malého počtu plemenných zvířat, které se na následné

generaci podílí největší měrou, snižuje efektivní velikost populace (Ne) a zvyšuje podíl

příbuzenské plemenitby (Taberlet et al. 2008). Nadměrné využití se týká především samců,

protože reprodukční potenciál samic je omezenější i přes to, že moderní biotechnologické

postupy v reprodukci přežvýkavců značně pokročily i v tomto ohledu (de Souza-Fabjan et al.

2014; Bartlewski et al. 2016). U malých přežvýkavců zůstává tento problém stále méně

výrazný, než je tomu u skotu (Baes et al. 2019), kde se vlivem masové produkce mražených

inseminačních dávek uplatňují preferovaní plemeníci v reprodukci napříč kontinenty. Nicméně

i tak má umělá inseminace ovcí a koz v některých oblastech významný podíl na celkové

reprodukci, převážně v Jižní Americe a Australsko-Asijské oblasti (Faigl et al. 2012),

z Evropských zemí hlavně ve Francii (Raoul & Elsen 2020). U ovcí ani koz není stále

vyzkoumána univerzálně vhodná metodika mražení inseminačních dávek (Tabarez et al. 2017;

Zadeh Hashem et al. 2017; Allai et al. 2018; Lv et al. 2019), a proto umělá inseminace stále

neprohlubuje problém nadměrně vyžívaných samců tolik jako u skotu.

2.2.2 Fragmentace na striktně oddělená plemena

Za posledních 200 let došlo k dramatickému rozdělení populací hospodářských zvířat na

jednotlivá plemena, mezi kterými najednou nebyl žádoucí tok genů kvůli požadavkům na

splnění plemenného standardu (Taberlet et al. 2008). Populace, které od počátku své

domestikace prošly jen malými selekčními tlaky, byly náhle roztříštěny na přesně definovaná

plemena pod silným tlakem umělé selekce (Taberlet et al. 2011). Když dojde k fragmentaci

populace, tak všechny faktory působící na ztrátu genetické diverzity (inbreeding, genetický

drift, selekce, …) začnou působit mnohem větší silou, než by tomu bylo u celistvé populace se

stejnou celkovou velikostí (Frankham et al. 2004). První problémy, které se obvykle objeví u

inbredních populací či populací s převládající liniovou plemenitbou, jsou problémy

s reprodukcí (Sponenberg et al. 2017). V tomto okamžiku obvykle přicházejí na řadu

chovatelské snahy o záchranu populace s osvěžením nebo přilitím krve nebo zpřísnění selekce

ve snaze očistit populaci od škodlivých alel. Obojí postup má svoje úskalí. Přikřížení zvířat

z jiné populace sice zvýší heterozygotnost, může ale vyústit v takzvanou outbrední depresi, jako

se tomu stalo například u populace východoafrického krátkorohého zebu (Murray et al. 2013).

Příliv nových alel může snížit adaptaci na místní vlivy prostředí, způsobit škodlivé epistatické
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interakce genů u prvních generací po křížení (Rollinson et al. 2014), ale i zanést do populace

nové škodlivé alely recesivní nebo s malým účinkem, které se projeví až za několik generací.

Na druhou stranu silná selekce obvykle inbrední depresi ještě zhorší, i když existují výjimky,

kdy dané vysoce inbrední plemeno nebo linie přežívá s dobrým fitness po generace

(Sponenberg et al. 2017).

2.2.3 Sociálně-ekonomický tlak a intenzivní umělá selekce

Domácí ovce (Ovis aries Linnaeus, 1758) a kozy (Capra hircus Linnaeus, 1758) jsou pod

vlivem selekce směřované k produkci masa, mléka, případně vlny už počátku jejich

domestikace. Snaha o co největší genetický zisk ale vede k nárůstu příbuzenského páření (Baes

et al. 2019). Jedním z jeho důsledků je ztráta alel, které se selektovaným znakem přímo

nesouvisí nebo s ním nejsou ve vazbě (Marsden et al. 2016). Dalším důsledkem je pak nárůst

homozygotnosti v oblastech souvisejících s konkrétním selektovaným znakem (Marchesi et al.

2018). Ve výsledku inbreeding působí i na snížení míry odpovědi na selekci vlivem snížené

aditivní genetické variability v populaci nejen u zvoleného znaku (Kristensen & Sørensen

2005).

Chov ovcí se v posledních desetiletích vlivem socioekonomických změn přeorientoval směrem

k intenzivnějšímu chovu několika málo vysoce produktivních kosmopolitních plemen (Dalvit

et al. 2009). V minulém století se produktivita orné půdy zvyšovala o 2 % ročně vlivem

rychlého technického i genetického pokroku. Následkem toho poklesla cena obilí i jiných

plodin a pro řadu zemědělců se tak stalo levnějším krmit obilím než výhradně spoléhat na

pastvu, což razantně změnilo celé systémy chovu. Nově vyšlechtěná zvířata s vysokou produkcí

spolu s pokročilými technologiemi chovu vytlačily tradiční systémy chovu do ústraní kvůli

jejich vyšší rizikovosti (Mendelsohn 2003). Situaci vedoucí k rychlým ztrátám genetické

diverzity ještě zhoršilo nevhodné používání BLUP modelu plemenných hodnot. S ním se sice

maximalizuje odpověď na selekci, ale může vést k výběru blízce příbuzných jedinců (van Wyk

et al. 2009). Vybraní příbuzní jedinci pak dále zvyšují úroveň příbuzenské plemenitby do

budoucna (van Wyk et al. 2009). Tento postup není ideální rovněž proto, že úspěšnost

budoucího zlepšování produkce může záviset na genetické diverzitě, která se za současných

selekčních podmínek jeví jako neutrální a může zcela vymizet kvůli pouhému

nezdokumentování prospěšnosti (Tapio et al. 2006a).
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S nástupem genomické selekce se logicky předpokládalo, že tento důsledek vymizí, protože

genomická selekce na základě celého genomu by měla zdůraznit rozdíly mezi sourozenci a

snižovat tak šanci na jejich současný výběr na základě přesnějšího odhadu komponentu

mendelistické dědičnosti a tím i plemenných hodnot (Daetwyler et al. 2007). Jak ale ukazuje

řada studií u skotu, tak opak je často pravdou (Forutan et al. 2018; Makanjuola et al. 2020; Scott

et al. 2021; Ablondi et al. 2022). V důsledku genomické selekce se snižuje generační interval a

variabilita mendelistického vzorkování, které opět vede ke zvýšení inbreedingu, snížení

efektivní velikosti populace a náhodné fixaci nebo ztrátě alel, ať už vlivem genetického driftu

nebo selekce (Makanjuola et al. 2020). Proto byl navržen alternativní přístup genomické

selekce na základě principu kontribuční selekce s cílem udržet pod kontrolou inbreeding –

optimální kontribuční genomická selekce (Sonesson et al. 2012; Woolliams et al. 2015).

Hlavním principem je maximalizace genetické odezvy za dané úrovně příbuzenské plemenitby

na základě příbuznosti kandidátů na selekci a zohledněním jejich genetického příspěvku

(Dagnachew & Meuwissen 2016).

U ovcí a koz byla genomická selekce implementována s přirozeným zpožděním oproti skotu a

ani v dnešní době není tolik rozšířená. U ovcí je její systematické zařazení hlavně záležitostí

zemí s nejvíce rozvinutými systémy chovu a největší produkcí jako je Čína, Austrálie, Nový

Zéland, Rusko a Francie (Caro-Petrovic et al. 2021). Existuje totiž celá řada faktorů, které

snižují ekonomické i technologické přínosy genomické selekce u ovcí: (i) pro produkci

potomků je testováno jen málo samců, (ii) testování potomků je levnější než u skotu, (iii)

generační interval je krátký, (iv) ekonomická hodnota kandidáta na selekci nevyváží vysoké

náklady na genotypizaci, (v) společné použití umělé inseminace a přirozené plemenitby a

použití čerstvého spermatu ovlivňují pouze kapacitu testování potomstva (Shumbusho et al.

2016). Pravděpodobně v důsledku nízkého využití genomické selekce u ovcí zatím tedy ani

nebyl publikován žádný případ snížení diverzity a fitness zapříčiněný jejím zavedením.

Dokonce by v chovech ovcí mohla paradoxně přispět k jejímu zachování tím, že doplní často

nepřesné a neúplné rodokmeny, zpřesní odhady příbuznosti a tím i omezí nechtěnou

příbuzenskou plemenitbu (Rupp et al. 2016).

2.2.4 Vysoce nakažlivá infekční onemocnění

Mezinárodní obchod s živočišnými produkty i živými zvířaty neustále narůstá a s ním i rizika

rozšiřování infekčních chorob zvířat i zoonóz (Sherman 2011). World Organisation of Animal
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Health eviduje 11 onemocnění postihující výhradně ovce a kozy: artritida/encefalitida koz,

nakažlivá agalakcie, nakažlivá kozí pneumonie, maedi-visna, nemoc ovcí v Nairobi, ovčí

epididymitida, mor malých přežvýkavců, salmonelóza, scrapie, ovčí a kozí neštovice (OIE

2021). Některá z těchto onemocnění, třeba mor malých přežvýkavců, mohou mít v některých

stádech až 100 % morbiditu (Liu et al. 2018). Velké snížení počtu jedinců v populaci vede

k vyššímu vlivu náhody a stochastických efektů, které přímo ohrožují její existenci (O’Brien &

Evermann 1988). U malých přežvýkavců jsou tyto vlivy (změna poměru pohlaví, nehody,

úspěch predátorů, …) ve velké míře eliminovány člověkem. I pokud tyto efekty populace

překoná, stále zůstává v ohrožení, protože efekt hrdla lahve může mít za následek vyšší výskyt

projevů inbrední deprese, jako tomu bylo například u plemene veluws heideschaap po epidemii

slintavky a kulhavky v Nizozemsku (Windig et al. 2004). Jedním z projevů inbrední deprese

může být i vyšší náchylnost k dalším onemocněním a takováto epidemie následující efekt hrdla

lahve může opět přispět k dalším ztrátám genofondu (O’Brien & Evermann 1988; Selvaggi &

Dario 2011).

Poslední čtyři výše zmiňované faktory vedou ke zmenšení velikosti populace, která často vyústí

v takzvaný Alleeho efekt, jímž ekologové označují dvoustupňový proces zániku malých

populací. Tento jev vztažený na chov hospodářských zvířat je popsán na obrázku 1.

Obrázek 1 V prvním kroku vlivem snížení populace dojde k nárůstu příbuzenské plemenitby,

narušení vyváženého stavu mezi přírodním výběrem a driftem a případně může dojít i

k imigraci vlivem chovatelských snah o záchranu plemene. To ovlivní genetickou strukturu

populace na úrovni heterozygotnosti, alelické bohatosti, frekvencích škodlivých i prospěšných

alel. Tyto změny genetické variability způsobí pokles fitness populace prostřednictvím inbrední

deprese, zátěže genetického driftu nebo zátěže migrací (Luque et al. 2016).

heterozyg.
alelická
bohatost

škodlivé
alely

přínosné
alely
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2.3 Inbrední deprese u malých přežvýkavců

Inbrední deprese je obecné označení pro zhoršení vlastností souvisejících s produkcí, velikostí

jedinců, reprodukcí a celkově životaschopností populace zatížené inbreedingem (Curik et al.

2001). Důvodem může být silnější přirozená selekce v souvislosti se znaky spojenými s fitness

(ve volné přírodě i v lidském chovu) případně produkčními vlastnostmi (v lidském chovu)

(Kristensen & Sørensen 2005). Inbreeding způsobuje nárůst podílu homozygotních úseků

v genomu, které jsou identické dle původu (Stoffel et al. 2021). Ohledněmechanismu působení

škodlivých alel přítomných v těchto homozygotních úsecích jsou diskutovány hlavně dvě

teorie. Podle jedné je inbrední deprese způsobená částečně recesivními škodlivými alelami,

podle druhé za ni může zvýšený počet homozygotních alel na lokusech, na kterých panuje

výhoda heterozygotního založení, takzvaná „overdominance“ (Charlesworth & Willis 2009).

Dalším faktorem, který může hrát roli ve vzniku inbrední deprese jsou epistatické interakce

mezi dominantními efekty mezi různými lokusy. Pokud se heterozygotnost na těchto lokusech

snižuje, snižuje se i příznivý vliv kombinace těchto genů (Paige 2010). Navíc je stále častěji

diskutována možnost epigenetického působení na vznik i zánik inbrední deprese (Nebert et al.

2010; Johannes & Colomé-Tatché 2011; Han et al. 2020; Larison et al. 2021). Tyto skutečnosti

narušují lineární vztah mezi stupněm inbreedingu a inbrední depresí a dělají hypotézy v této

oblasti obtížně prokazatelné (Howard et al. 2017).

U ovcí je vliv inbreedingu na vznik inbrední deprese poměrně dobře prozkoumán a byl

zaznamenán u reprodukčních znaků jako je fertilita, fekundita a prolifikace u samic (Selvaggi

et al. 2010) a velikost vrhu (Tao et al. 2020). Dále má značný vliv na růstové produkční

vlastnosti jako je váha při narození (Analla et al. 1998; Selvaggi et al. 2010; Pedrosa et al. 2010;

Mokhtari et al. 2014; Eteqadi et al. 2014; Drobik & Martyniuk 2016), váha ve dvou měsících

(Analla et al. 1998; Selvaggi et al. 2010; Pedrosa et al. 2010; Mokhtari et al. 2014; Drobik &

Martyniuk 2016), třech měsících (Analla et al. 1998; Eteqadi et al. 2014), šesti měsících

(Pedrosa et al. 2010; Eteqadi et al. 2014; Gholizadeh & Ghafouri-Kesbi 2016), devíti měsících

(Gholizadeh & Ghafouri-Kesbi 2016) i roce věku (Gholizadeh & Ghafouri-Kesbi 2016),

průměrné denní přírůstky (Selvaggi et al. 2010; Gholizadeh & Ghafouri-Kesbi 2016) i

vlastnosti jatečně upraveného těla (Kiya et al. 2019). V neposlední řadě způsobuje sníženou

rezistenci vůči patogenům (Selvaggi & Dario 2011) a zhoršenou, byť minimálně, mléčnou

užitkovost (Špehar et al. 2022). Výzkum u koz v tomto směru nijak nezaostává. Negativní vliv
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příbuzenské plemenitby byl pozorován u znaků mléčné užitkovosti nádoje (Vostra-Vydrova et

al. 2020; Paiva et al. 2020; Luigi-Sierra et al. 2022) a počtu somatických buněk (Luigi-Sierra

et al. 2022), reprodukčních znaků váhy vrhu (Mahmoudi et al. 2018) a velikosti vrhu

(Mahmoudi et al. 2018) i znaků užitkovosti v produkci srsti, jako je váha srsti (Wang et al.

2013; Rashidi et al. 2015; Dai et al. 2015), délka srsti (Dai et al. 2015) a průměr vlákna (Wang

et al. 2013), který je při snaze o produkci jemné srsti naopak žádoucím jevem.

2.4 Očišťující efekt inbreedingu

V souvislosti s teoriemi o mechanismu vzniku inbrední deprese je rovněž často diskutováno

působení takzvaného „purging“ efektu, očišťujícího efektu příbuzenského křížení, který

způsobí vymizení škodlivých alel z populace (Curik et al. 2020). I když byl tento jev častokrát

pozorován (Mc Parland et al. 2009; Moreno et al. 2015; Robinson et al. 2018; Curik et al. 2020),

je stále nejasné, jakým způsobem a za jakých podmínek k němu dochází. Celá myšlenka

očišťujícího efektu inbreedingu je založena na hypotéze, která předpokládá, že u inbredních

potomků inbredních rodičů se bude méně projevovat inbrední deprese než u inbredních

potomků outbredních rodičů, protože již jejich rodiče prošli sítem přirozené selekce a je tedy

malá šance, že jsou nositeli škodlivých alel (Templeton & Read 1984). Kristensen a Sørensen

(2005) shrnují podmínky jeho působení do čtyř bodů.

1. Průměrný účinek škodlivých mutací bude silný ve vztahu k efektivní velikosti populace.

2. Selektivní vlivy, které panují mezi lokusy, jsou spíše slabé (např. epistáze).

3. K příbuzenské plemenitbě nedochází skokově, ale postupně po několik generací.

4. Nedochází k přimísení škodlivých alel imigrací.

Jako první se „purging“ efekt pokusil kvantifikovat Slatis (1960), jeho myšlenku rozvedl Ballou

(1997) a ve svém lineárním regresním modelu zkombinoval negativní působení inbreedingu

s pozitivním vzájemným působením ancestrálního inbreedingu a inbreedingu. Jeho model

později ještě upravili Boakes a Wang (2005) a Suwanleeho a kol. (2007) pak na jeho základě

vytvořil nový typ ancestrálního koeficientu inbreedingu. Jako druzí publikovali svůj model pro

očišťující efekt inbreedingu Kalinowski a kol. (2000), v jejichž modelu hraje hlavní roli selekce

eliminující škodlivé alely z populace hned, jakmile se objeví ve stavu identity dle původu:

 = 
,
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kde S0 značí životaschopnost neinbredních jedinců, fn je podíl genomu každého jedince, který

je IBD (identický dle původu) s IBD alelami poprvé v linii tohoto jedince, Bfounders reprezentuje

počet letálních ekvivalentů zanesených do populace zakladateli (Kalinowski et al. 2000). Jako

třetí se touto problematikou zabývali Gulisija a Crow (2007). Jejich přístup je založen na

výpočtu tzv. vyjádřené příležitosti k očišťujícímu efektu, tedy potenciálem pro snížení

genetického zatížení, které vyvstalo v současné generaci kvůli přítomnosti inbredních předků:

 = 2()


,

kde Fi(j) je pravděpodobnost, že alela u jedince i bude autozygotní a bude odvozena od alely

předka j, jedná se tedy o koeficient částečné příbuzenské plemenitby. Fj je koeficient

inbreedingu předka j a to celé je vynásobeno dvěma, kvůli tomu, že homozygotní předek

přenese alelu se 100% pravděpodobností a ne 50% (Gulisija & Crow 2007). Jejich metoda je

uplatnitelná hlavně ve velmi dobře zaznamenaných krátkých rodokmenech pouze pro zcela

recesivní a vážně škodlivé alely s nízkou frekvencí. V roce 2012 prezentovala svůj inbreeding-

purge model Garcíová-Doradová (2012). Rozsah očisty v něm určují míra inbreedingu nebo

efektivní velikost populace s počtem generací probíhajícího inbreedingu. Model je založen na

tzv koeficientu očistného inbreedingu gt, který je pro každou škodlivou alelu očekávanou

hodnotou součinu Wrightova koeficientu inbreedingu a její frekvence v generaci t děleno

frekvencí v generaci předků (García-Dorado 2012):

 =  



.

Tento koeficient inbreedingu je ovlivněn očistným koeficientem představujícím posílení

selekce probíhající příbuzenskou plemenitbou (García-Dorado 2012). Tento model byl

následně ještě upraven, aby mohl být koeficient očistného inbreedingu aplikován i na

rodokmeny s překrývajícími se generacemi a zahrnout údaje o kondici jedince do předpovědi

důsledků společného působení inbreedingu a očišťujícího efektu (García-Dorado et al. 2016).

Mezitím vytvořili nový koeficient historického inbreedingu předků Baumung a kol. (2015) se

svým programem Grain. Svým způsobem navázali na Kalinowského a Balloua, ale jejich

koeficient bere v úvahu, jak často byla alela v genomu jedince ve stavu IBD a zohledňuje tedy

míru pravděpodobnosti očištění v závislosti na tom, jak často prodělaly alely příbuzenské

křížení v minulosti – byly víckrát vystaveny selekci, a tedy jsou potenciálně méně škodlivé

(Baumung et al. 2015).
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Tým Lópeze-Cortegana porovnával oba typy přístupů, jak využití ancestrálního inbreedingu,

tak inbreeding-purge model (López-Cortegano et al. 2018). Oba podle nich mají své limity.

První má tendenci nadhodnocovat míru inbrední deprese, pokud příbuzenská plemenitba působí

po dlouhou dobu. Tím dojde k nepřesným odhadům pro vývoj fitness na základě průměrných

odhadů účinků očišťujícího efektu i inbreedingu. Druhý přístup při dlouhodobém působení

inbreedingu podhodnocuje inbrední depresi, což je však u dostatečně velkých populací

kompenzováno současně podhodnoceným očistným efektem, takže výsledný odhad fitness je

poměrně přesný. Nicméně obecně doporučují využití inbreeding-purge modelu (López-

Cortegano et al. 2018). Oba tyto přístupy však opomíjejí vliv změn životního prostředí v roli

přirozeného nebo umělého výběru, ovlivňujících velikost inbrední deprese, a v důsledku tedy i

na analýzu očišťujícího efektu inbreedingu (Curik et al. 2020).

2.5 Metody hodnocení genetické diverzity z hlediska původu informačního

zdroje

2.5.1 Teoretická hodnocení genetické diverzity

Do této kategorie je možné zařadit genealogické analýzy spolu se všemi ukazateli genetické

variability založené na výpočtech pravděpodobností identity alel na základě příbuzenských

vztahů ve sledované populaci. Pečlivé zhodnocení současného stavu genetické rozmanitosti

daného plemene je nezbytným prvním krokem k jeho záchraně a genealogická analýza je pro

to výborným nástrojem (Joezy-Shekalgorabi et al. 2016). Není totiž finančně náročná a data

jsou pro ni často dobře dostupná, protože informace o rodokmenu se běžně zaznamenávají

v průběhu let (Sobieraj-Kmiecik et al. 2020). I přes překotný nástup molekulárně genetických

metod tak zůstávají genealogické analýzy užitečným a hojně využívaným nástrojem hodnocení

genetické diverzity i v současnosti jak u koz (Joezy-Shekalgorabi et al. 2016, 2017; Hidalgo-

Moreno et al. 2020; Mandal et al. 2021), tak u ovcí (Mokhtari et al. 2013; Borges Barbosa et

al. 2020; Mallick et al. 2020; Illa et al. 2020; Hashemi & Ghavi Hossein-Zadeh 2020). Mají

však rovněž řadu nedostatků: (i) předpokládají, že zakladatelé rodokmenu nejsou příbuzní, a

tedy nesou dvě různé alely na všech lokusech; (ii) neumožňují odhadnout genetické vztahy

mezi subpopulacemi, pokud u nich nejsou zaznamenány rodokmenové souvislosti; (iii)

předpokládají, že vlastní sourozenci sdílejí přesně 50% genů; (iiii) u celé řady lokálních plemen

neexistují rodokmenové záznamy kvůli extensivnímu charakteru systémů chovu (Eusebi et al.

2019).
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Hlavním úkolem genealogických analýz genetické diverzity je kromě zhodnocení stávajícího

managmentu chovu navrhnout co nejlepší systém připařování a optimální kontribuční selekci

(OCS) pro další generace za účelem udržet inbreeding v přijatelných mezích (Meuwissen

2009). Celogenomové metriky inbreedingu pro to nejsou dostačující, protože dva jedinci se

stejnou hodnotou celogenomové příbuzenské plemenitby se mohou výrazně lišit v zátěži,

kterou nesou (homozygotnost v některých oblastech může být škodlivější než v jiných), a jejich

spojení bude mít tak heterogenní charakter (Howard et al. 2017). Proto byly vyvinuty metody

optimální kontribuční selekce (OCS) zohledňující příbuznost mezi všemi páry jedinců i jejich

plemenných hodnot v minulosti a současnosti (Meuwissen et al. 2020). I tento přístup je však

v současnosti vytlačován přístupy založenými na molekulárně genetických markerech (Gómez-

Romano et al. 2016).

Některé studie hodnotící genetickou variabilitu plemen ovcí a koz kombinují použití jak

genealogických, tak molekulárně genetických dat, za účelem postihnutí výhod i nevýhod obou

přístupů. Například Rodríguez-Ramilo a kol. (2019) charakterizovali rozdíly v odhadech

genetické diverzity založených na rodokmenech a SNP u plemen lacaune, manech tête rousse,

manech tête noire a basco-béarnaise. Srovnání mikrosatelitů s rodokmenovou analýzou

provedli Rochus a Johansson (2017) u plemene švédské ovce gute a Paiva a kol. (2011) u

brazilské somali. Stejné porovnání mikrosatelitů a rodokmenů bylo provedeno už i u koz týmem

Baldursdottir a kol. (2012) u plemene islandská koza. Všechny tyto studie zaznamenaly

podhodnocení parametrů genetické diverzity na základě genealogických záznamů oproti využití

molekulárně genetických dat.

Nejčastěji používané parametry hodnocení genetické diverzity prostřednictvím rodokmenů jsou

koeficient inbreedingu, průměrná příbuznost, efektivní velikost populace, genetický

konzervační index (GCI), ekvivalentní počet kompletních generací (CGE), ztráta genetické

diverzity, parametry hodnotící přispění předků a zakladatelů, Wrightovy F statistiky a

generační intervaly.

2.5.2 Hodnocení neutrální a funkční molekulární genetické diverzity

Popis všechmožných metod, kterými je možné sledovat skutečnou genetickou diverzitu malých

přežvýkavců je nad rámec této práce. Většina z nich však používá společný prostředek

k mapování genomu a tím je takzvaný marker. Při hodnocení diverzity se jedná o

polymorfismus v genetické nebo peptidické sekvenci, který je použit pro sledování genetické



21

variability a příbuznosti v populaci. Souhrnnou tabulku různých molekulárních (genetických)

markerových systémů používaných pro hodnocení genetické diverzity savců zobrazuje tabulka

1. Tato práce se ale zaměřuje hlavně na použití mikrosatelitů a SNP.
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Tabulka 1 Vlastnosti jednotlivých markerových systému. Převzato a upraveno z Ortega a

Maldonado (2020).

Markerový

systém
Cena Dědičnost Variabilita

Počet

lokusů

Porovnatelnost

mezi studiemi

alozymy nízká kod-bip nízká nízký nízká

RAPD nízká dom-bip nízká nízký nízká

RFLP nízká kod-bip nízká nízký střední

MtDNA nízká matrilieární nízká/střední nízký vysoká

Microsatelity střední kod-bip vysoká vysoký nízká*

SNPs střední kod-bip střední/vysoká vysoký vysoká

RADseq nízká kod-bip střední/vysoká vysoký nízká

Cílený záchyt

sondami
střední různá střední/vysoká vysoký vysoká

Introny střední kod-bip střední/vysoká vysoký vysoká

Sekvenování

exonů
vysoká kod-bip nízká/střední vysoký vysoká

UCEs střední kod-bip nízká nízký vysoká

WGS vysoká kod-bip vysoká vysoký vysoká

* Nízkou porovnatelnost dat z mikrosatelitů mezi studiemi lze vylepšit použitím

vysokorychlostního sekvenování. „dom“ = dominantní; „kod“ = kodominantní; „bip“ =

biparentální.

2.5.2.1 Analýzy na základě krátkých tandemových repetic (mikrosatelitů)

Tandemové repetice jsou úseky DNA stávající se z krátký opakujících se sekvencí nukleotidů

různé délky (Gündüz et al. 2016). Na základě délky jejich základní jednotky se rozdělují na

mikrosatelity o délce 1-6 nukleotidových bází (Chistiakov et al. 2006) a minisatelity měřící

obvykle od 10 do 60 bází (Wasko & Galetti 2003). Mikrosatelity jsou v genomu rozmístěny

náhodně, kdežto minisatelity se vyskytují blíže k telomerám chromozomů (Yaro et al. 2017).

Mikrosatelity lze podle délky základní jednotky ještě dále dělit na mono-, di-, tri-, tetra-, penta-

a hexanukleotidové, přičemž mezi délkou základní jednotky a celkovou délkou mikrosatelitu

existuje nepřímá úměrnost (Fan & Chu 2007). Krátké tandemové repetice (STR) nebo
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mikrosatelity (SSR) patří mezi nejvíce polymorfní markery, které jsou zároveň

v eukaryotickém genomu velmi hojné (Viryanski 2019). To je také důvod jejich častého

využívání pro studium diverzity, protože jsou nákladově efektivnější i při použití menšího

množství vzorků a zároveň není potřeba ani tolik markerů jako třeba u SNP (Tall et al. 2005).

Velkou výhodou mikrosatelitů je využitelnost stejných primerů pro další příbuzné druhy zvířat.

Pro ovce nebo kozy je tak možné využívat mikrosatelitní primery vyvinuté pro skot a naopak

(Engel et al. 1996). Přesto, že základní sekvence mikrosatelitu je v rámci druhu hospodářského

zvířete stejná, počet jejích opakování se liší jak mezi plemeny, tak mezi samotnými jedinci

(Demir et al. 2021). FAO a Poradní skupina ISAG-FAO pro genetickou rozmanitost zvířat

navrhly panely po 30 mikrosatelitních markerech pro studium genetické rozmanitosti u 9 druhů

hospodářských zvířat (mezi nimi i ovcí a koz) kvůli lepší porovnatelnosti různých studií (FAO

2011). Řada autorů však z různých důvodů tento panel nepoužívá nebo používá jen část

mikrosatelitů (Baumung et al. 2004; Groeneveld et al. 2010).

I tak jsou mikrosatelity užitečným nástrojem sledování diverzity uvnitř populací, rozdíly mezi

populacemi, genetických vzdáleností a úspěšné realizace ex-situ záchranných programů

(Viryanski 2019). Například Loukovitis a kol. (2022) hodnotili šest stád ohroženého

maďarského merina a objevili nízkou genetickou odlišnost daných stád spolu s vysokým

stupněm variability uvnitř stád, které zřejmě způsobila snaha chovatelů vyhnout se

příbuzenskému křížení. Zároveň se jim podařilo identifikovat dvě stáda nesoucí unikátní alely,

na které by se v budoucnu měla záchranná plemenářská práce zaměřit. Nízkou diverzitu mezi

různými populacemi nalezli také Dayo a kol. (2022) u ovce djallonké v Guinea-Bissau, a to

dokonce mezi populacemi odlišných morfotypů. U Tuniského plemene sicilio-sarde byl nalezen

zcela odlišný jev, kdy se chovatelé potýkají s nízkou genetickou odlišností jak mezi

populacemi, tak v rámci nich, a tedy i inbreedingem (ben Sassi-Zaidy et al. 2022).

Nejde ale pouze o identifikaci populací vhodných pro zařazení do záchranných programů, ale i

konkrétních jedinců nesoucích co největší množství cenné genetické variability – jedince

s největšími rozdíly v genetických vzdálenostech (Yaro et al. 2017). Díky mikrosatelitům je

rovněž možné zařadit jedince do plemene i v případech, když rodokmeny jsou nejasné a

zároveň neexistuje výrazná fenotypová diferenciace (Baumung et al. 2006). V neposlední řadě

je nutné zmínit roli mikrosatelitů v parentálních testech. Jejich prostřednictvím sice nelze

genetickou variabilitu vyhodnocovat, ale významně přispívají ke zpřesnění rodokmenových
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analýz odhalením chyb v rodokmenu (Al-Atiyat 2015) a potažmo i molekulárních analýz, u

nichž je důležitý výběr nepříbuzných jedinců (Harris & Kotze 2002; Sollero et al. 2009;

Mastrangelo et al. 2014).

K vyhodnocení genetické diverzity pomocí mikrosatelitních dat se používá řada genetických

parametrů. Tradičně se rozdělují na vnitrodruhové a mezidruhové, případně vnitroplemenné a

meziplemenné. Do vnitroplemenných se řadí průměrný počet efektivních alel (NE), průměrný

počet alel na lokus (NA), alelická bohatost (AR), očekávaná a pozorovaná heterozygozita (HE),

(HO), polymorfní informační obsah (PIC), test Hardy-Weinbergovy rovnováhy a Wrightův

vnitropopulační fixační index (FIS). Do meziplemenných se řadí zbylé dva Wrightovy fixační

indexy FIT a FST, celá řada genetických distancí, které přehledně shrnují například Laval a kol.

(2002), a metody genetického shlukování, které je možno dále rozdělit na přístupy založené na

modelu (maximum-likelihood, Bayesovské metody) a na tzv. geometrické přístupy (Beugin et

al. 2018).

2.5.2.2 Analýzy jednonukleotidových polymorfismů (SNP)

SNP je polymorfismus vyskytující se v různých oblastech sekvence DNA, kdy je jeden

nukleotid zaměněn za jiný (Kawęcka et al. 2016). Ačkoliv se teoreticky může vyskytnout

náhrada jakýmkoliv ze zbylých tří nukleotidových bází, v reálu jsou nejčastěji bialelické, a aby

se mohly označit za SNP, musí být frekvence minoritní alely alespoň 1 % (Vignal et al. 2002).

Existují tři hlavní důvody, proč u SNP převažuje bialelická forma. Prvním je náhodnost a velice

nízká frekvence mutací, která činí zhruba 10-8 mutací na nukleotid v neutrálních oblastech za

generaci (Crow 1995). Pravděpodobnost, že k tomu dojde dvakrát na stejném místě, je proto

velmi nízká. Druhým důvodem je jejich rychlé spontánní vymizení v důsledku genetického

driftu nebo se na nějakou dobu udržují v populaci jako vzácné alely s četností <1 % (Brookes

1999). A třetím důvodem je působení mutačních mechanismů ve směru dvakrát nižší četnosti

vzniku tranzicí bází (purin-purin nebo pyrimidin-pyrimidin) než transverzí (purin-pyrimidin

nebo pyrimidin-purin) (Vignal et al. 2002). V důsledku jejich nižší variability je jejich

informační obsah zákonitě nižší než u mikrosatelitů – zhruba pět SNP má stejný informační

přínos jako jeden mikrosatelit (Beuzen et al. 2000).

Jako novou možnou technologii použitelnou jako molekulárně genetický marker ji navrhl Eric

S. Lander v roce 1996 (Yang et al. 2013). Výhodou použití SNP v dnešní podobě je v nízké

míře chybovosti, jednoduší kalibrace mezi laboratořemi oproti mikrosatelitům, a tedy i
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hromadění většího množství dat z různých laboratoří a samozřejmě dostupnost velkého počtu

známých markerů (Kawęcka et al. 2016). Dnešní studie genetické diverzity hospodářských

zvířat jsou založeny na identifikaci SNP pomocí tzv. čipů. Fungují na principu hybridizace

daných fragmentů DNA s DNA sondami nacházejících se ve velké hustotě na čipu (Yang et al.

2013). Pro SNP analýzy u hospodářských zvířat jsou stále více používané mikročipy s velkým

množstvím SNP (čipy o 50 000 SNP a více), kterými lze prozkoumat genetickou variabilitu

v celém genomu pomocí vazebné nerovnováhy (Gurgul et al. 2014). Nepoužívají se ale pouze

pro studium variability, ale také pro identifikaci vloh pro zdraví (al Kalaldeh et al. 2019; Lopes

et al. 2020) a produkci (Lee et al. 2012; van der Westhuizen et al. 2019; Xu et al. 2021),

selekčních znaků (Wang et al. 2020; Zinovieva et al. 2020) a vhodných SNP pro testování

parentity (Zhang et al. 2018b; Gebrehiwot et al. 2021). Využití komerčních čipů s vysokou

hustotou obecně závisí na třech faktorech: (i) stále vysoké ceně genotypizace; (ii) vývoji čipu

jako takového kvůli existenci velkého množství plemen, včetně syntetických; (iii) rozdílných

účincích DNA markerů v populacích oddělených prostředím i geneticky (Koopaee &

Koshkoiyeh 2014).

Klíčovým principem pro využití SNP čipů je vazebná nerovnováha (LD), která je základním

konceptem všech jejich dalších aplikací, jako je výpočet koeficientu inbreedingu, efektivní

velikosti populace i alelických frekvencí v populaci a jejich změn (Mészáros 2018). Vazebná

nerovnováha však není v průběhu generací stabilní vlivem probíhající meiotické rekombinace,

která s větší pravděpodobností postihuje od sebe vzdálenější lokusy (Brookes 1999).

V závislosti na hustotě SNP markerů je možné zaměřit se na různá historická období vývoje

druhu, plemene nebo populace, po vzoru čím kratší vzdálenost mezi markery, tím starší událost

můžeme odhadovat. U ovcí například i společné haplotypy zůstávají ve velké míře zachovány

pro relativně kratší vzdálenosti než u jiných domácích zvířat, což ukazuje na jediného

domestikačního předka ovce (Kijas et al. 2012a). U hospodářských zvířat silně působí umělý

výběr ustalující přenášení specifických vlastností z generace na generaci, a formuje tak

specifický vzor LD pro celé populace (Liu et al. 2017). Tento vzor LD je dále základem

celogenomových asociačních studií (GWAS), genomické předpovědi a mapování QTL

(Brookes 1999). Jejich úspěšnost pro konkrétní plemeno ale záleží na volbě dostatečné hustoty

markerů, kterou je možné odvodit z rozpadu LD, tj. závislosti pravděpodobnosti výskytu LD

na vzdálenostech dvojic markerů (Zhao et al. 2014). Pro detekci asociace v populaci s LD
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přetrvávající na velké vzdálenosti nebude potřeba taková hustota markerů jako pro populaci,

v níž LD přetrvává pouze na krátké vzdálenosti (Meadows et al. 2008).

U malých přežvýkavců se pro studium genetické diverzity nejčastěji používají SNP čipy o

střední a vysoké hustotě. Na čipu se střední hustotou o padesáti tisících SNP hodnotili například

Meyermans a kol. (2020) genetickou variabilitu belgických dojných plemen ovcí a na základě

této analýzy potom navrhli možná opatření pro její udržení. Jiný tým zase pomocí stejného čipu

odhalili 6-30% zastoupení merinového genotypu u různých severoafrických plemen ovcí (ben

Jemaa et al. 2019a). Pomocí SNP čipu s vysokou hustotou byla zkoumána i genetická variabilita

různých chovných skupin kompozitních plemen ovcí terminal sire na Novém Zélandu pro účely

genomického odhadu a genomické selekce (Brito et al. 2017b). Čipy s nižší hustotou SNP se u

ovcí a koz k tomuto účelu používají výjimečně, i když k základnímu porovnání diverzity

plemen se jednotky tisíc SNP ukázaly jako dostačující (McKay et al. 2008; Sveistiene & Tapio

2021).

Vedle všech výše popsaných parametrů, které jsou aplikovatelné jak na mikrosatelity, tak na

SNP, existují i takové, které jsou využitelné pouze pro SNP analýzy. Jedná se o parametry

založené na runs of homozygosity (ROH, dlouhé úseky homozygotních genotypů) a

haploblocích. Haplobloky jsou přilehlé SNP v silné vazebné nerovnováze, které se používají

pro hledání plemenně specifických významných funkčních oblastí genomu (Jónás et al. 2017).

2.5.2.3 Analýzy paternálních a maternálních haplotypů

Trochu speciálním případem sledování genetické diverzity savců je molekulární analýza úseků

DNA specifických pro jedno pohlaví. Pro tento typ výzkumu se u přežvýkavců využívá

mitochondriálního genomu u samic a nerekombinujících úseků na chromozomu Y u samců.

Studium variability se u samičího mitochondriálního genomu nezaměřuje výhradně na celý

mitogenom (Lancioni et al. 2013;Mustafa 2021), ale často jen na některé hypervariabilní úseky,

jako je nekódující oblast takzvané D-smyčky (kontrolního regionu) (Rannamäe et al. 2016;

Yamanaka et al. 2019; Ma et al. 2021), cytochrom b (Zhang et al. 2016; Prihandini et al. 2020)

nebo jen jednoho z hypervariabilních segmentů kontrolního regionu (D-smyčky) (Pereira et al.

2006; Phyu et al. 2017; di Lorenzo et al. 2018; Li et al. 2021b). U samčího Y chromozomu se

vědci zaměřují přímo na různé SNP (Edwards et al. 2011; Ma et al. 2021), mikrosatelity

(Edwards et al. 2011; Ma et al. 2021) případně i sekvenaci částí (i celých) konkrétních genů

(Rannamäe et al. 2016; Zhang et al. 2016, 2022; Yamanaka et al. 2019).



27

U ovcí se metoda porovnávání samičích mitochondriálních haplotypů používá ke studiu

variability od roku 1996, kdy Phua a Wood (2009) identifikovali na základěmitochondriálního

polymorfismu D-smyčky první dvě haploskupiny A a B. Hlavní průlom nastal v roce 1998, kdy

Hiedlerův a kol. (1998a) sekvenoval kompletní mitochondriální genom ovce. Od té doby

významně přispěla k objasnění původu ovce domácí, jak fylogenetickému (Hiendleder et al.

1998b; Rezaei et al. 2010; Meadows et al. 2011), tak zeměpisnému (Tapio et al. 2006b), k

přesnému taxonomickému zařazení jejích blízkých příbuzných (Wu et al. 2003; Bunch et al.

2006) nebo studiu původu plemen (Gáspárdy et al. 2021, 2022) a jejich příbuznosti (Ibrahim et

al. 2020; Wanjala et al. 2021; Kurukulasuriya et al. 2022).

D-smyčka je dlouhá 1180 bp a je umístěna mezi tRNA prolinu a fenylalaninu (Hu &Gao 2016).

U ovcí ji lze rozdělit do tří částí: 5'-periferní doména (pravá doména), centrální konzervovaná

doména (cca 200 bp) a 3'-periferní doména (levá doména) (Saccone et al. 1991). Obsahuje velké

množství variabilních i hypervariabilních úseků (Wood & Phua 2009). V oblasti pravé domény

se nachází pro studium ovčích mitogenomů nejčastěji používaný hypervariabilní region D-

smyčky (HVR1) (Mohammadhashemi et al. 2010). Velkou míru variability v sobě nese rovněž

střídání 75 b dlouhých repetitivních sekvencí D-smyčky (Xiang-Long et al. 2006):

Obrázek 2 Obdélníky představují první až páté opakování hlavní sekvence, ve které může být

navíc ještě mutace. T? představuje přítomnost/nepřítomnost vložené T báze mezi dvě repetice.

Cytochrom b je vůbec jedním z nejrozšířenějších genů pro studium taxonomie savců (Gillman

et al. 2009). Obsahuje totiž jak rychleji, tak pomaleji se vyvíjející pozice kodonů i jiné oblasti

nebo domény (Farias et al. 2001). Rovněž se jedná o jeden z nejdéle a zároveň nejlépe

popsaných mitochondriálních genů včetně jeho produktů (Esposti et al. 1993). Variabilita jeho

sekvence je dána vyšší mutační rychlostí než u ostatních částí mitochondriálního genomu

(Castresana 2001).

Ovčí specificky samčí region chromozomu Y (MSY) je studován z hlediska diverzity mnohem

kratší dobu než samičí mtDNA. Je to hlavně z důvodu nízké nukleotidové variability DNA Y

chromozomu u savců obecně (Hellborg & Ellegren 2003) i konkrétně přímo v oblasti MSY

(Chan et al. 2012; Bidon et al. 2014). K odhalení prvního SNP u ovce v MSY došlo teprve
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v roce 2004 (Meadows et al. 2004). Nyní je již známo více než 770 SNP a jeden mikrosatelitní

lokus SRYM18 (Li et al. 2021a). SRYM18 je složený mikrosatelit v genu proteinu určujícího

pohlaví (SRY), který obsahuje pentanukleotidovou [TTTTG]m a dinukleotidovou [TG]n repetici

oddělenou buď inzercí nebo delecí (indel G/-) (Meadows & Kijas 2009). SRY a DDX3Y (gen

kódující ATP-dependentní RNA helikázu) zatím zůstávají jedinými geny v regionu MSY ovce,

u kterých byl objeven polymorfismus využitelný ke studiu genetické variability ovcí (Meadows

et al. 2004; Zhang et al. 2022).

2.6 Parametry hodnocení genetické diverzity z hlediska velikosti

konzervační jednotky

2.6.1 Parametry genetické diverzity na úrovni části genomu

2.6.1.1 Shannonův informační obsah

I přes to, že v této disertační práci byl Shannonův informační obsah využit k popisu variability

na jednotlivých lokusech, lze jej aplikovat i na vyšší úrovně genetické organizace, jako jsou

druhy i celé ekosystémy (Konopiński 2020). V případě genetické diverzity má vzorec pro jeho

výpočet podobu:

 = −,

Kde pi představuje podíl jedinců s i genotypem (Peakall & Smouse 2009).

2.6.1.2 Polymorfní informační obsah

Jedná se o pravděpodobnost, s jakou bude možné díky markeru odvodit na základě genotypu

potomka, kterou ze dvou alel zdědil od konkrétního rodiče, pokud nebude uvažován crossing-

over (Guo & Elston 1999). Jako první tento index definovali Botstein a kolektiv jako

 = 1 − 






 −  2













pi je frekvence i-té alely v populaci, n počet alel na lokus (Botstein et al. 1980).
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2.6.2 Parametry genetické diverzity na úrovni jedince

2.6.2.1 Koeficienty inbreedingu založené na rodokmenu

Koeficient inbreedingu založený na ztrátě předků (Zn)

Koeficient inbreedingu založený na ztrátě předků byl jedním z prvních definovaných vůbec. Je

založen na předpokladu, že pokud se v některé z generací předků sledovaného jedince vyskytla

blízká příbuzenská plemenitba, tak bude některý z předků v rodokmenu figurovat vícekrát a

sníží tedy celkový počet předků v rodokmenu (Pearl 1913). Koeficient inbreedingu ztráty

předků je procentickým vyjádřením rozdílu mezi maximálním možným (p) a skutečným (q)

počtem předků v u dané generaci (n+1) (Pearl 1913):

 =
100( − )



Koeficient inbreedingu podle Wrighta (Fx), rodokmenový inbreeding (FPED)

Jedná se o nejznámější vyjádření inbreedingu vůbec. Sewall Wright svůj výpočet koeficientu

inbreedingu založil na předpokladu, že pokud je jedinec inbrední, tak jeho rodiče musí

v rodokmenu spojovat původové linie od společného předka či předků (Wright 1922). Společný

předek může být samozřejmě zapojen do více linií nebo být sám inbrední, v takovém případě:

 =
1

2



(1 + )

Kde suma značí součet všech původových linií ke společným předkům, n a n' jsou počty

volných generací ze strany otce, respektive matky, a FA koeficient inbreedingu sledovaného

předka (Wright 1922).

S příchodem moderní výpočetní techniky se vyvíjely i metody a algoritmy výpočtu koeficientu

inbreedingu, byť stále založené na původních Wrightových předpokladech. Henderson (1976)

například představil způsob výpočtu inverzní matice příbuznosti přímo z rodokmenu bez

nutnosti počítání celé matice a její následné inverze. Na něj navázal Quaas (1976), který dále

urychlil výpočetní proces modifikací umožňující nalezení diagonálních prvků matice

příbuznosti bez nutnosti jejího uložení do paměti. Výpočet koeficientu inbreedingu je tak

možno získat podle následujícího vzorce:
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 =
 





,

kde Aii je i-tý diagonální prvek matice příbuznosti A, který se rovná koeficientu inbreedingu

zvířete i plus 1 (Quaas 1976). Výpočetní proces byl ale stále časově náročný a výrazněji ho

urychlili až později vytvořené algoritmy (Tier 1990; Golden et al. 1991; Meuwissen & Luo

1992; VanRaden 1992; Colleau 2002). Colleauova metoda výpočtu inbreedingu nepřímo

z koeficientů příbuznosti se ještě dočkala vylepšení pro případ překrývajících se generací

(Sargolzaei et al. 2005), podobněmetoda VanRadena přiřazující průměrné hodnoty koeficientu

inbreedingu jedincům s neznámými rodiči v roce jejich narození byla následně upravena pro

rekursivní postup výpočtu (Aguilar & Misztal 2008). Zatím poslední úspěšnou úpravu

algoritmu pro dosažení rychlejší metody výpočtu provedl Nilforooshan (2022), jeho metoda je

však náročnější na využití paměti.

Ancestrální koeficient inbreedingu (Fa)

Jako první formuloval výpočet koeficientu inbreedingu předků (ancestrálního) Ballou (1997),

a to na základě myšlenky očišťujícího efektu historického inbreedingu v generacích předků.

Podle teorie očišťujícího efektu inbreedingu má rozmnožující se inbrední předek menší šanci

předat škodlivé alely, a tedy inbrední zvíře s inbredními předky by mělo mít menší předpoklady

k projevům inbrední deprese než inbrední zvíře s neinbredními předky (Templeton & Read

1984). Ancestrální koeficient inbreedingu tedy charakterizuje rozsah příbuzenské plemenitby

mezi předky jedince a lze jej definovat jako kumulativní podíl genomu jedince, který byl již

vystaven příbuzenské plemenitbě v generaci předků:

 = () + 1− () + () + 1 − ()/2,

kde F značí inbrední koeficienty a indexy s a d jejich hodnoty pro samce, respektive samice

(Ballou 1997). Tento přístup měl ale řadu nedostatků, a proto přišli Suwanlee a kol. (2007)

s upravenou metodou genetického droppingu. Podle ní dostane každý zakladatel přiřazeny dvě

jedinečné alely a genotypy jejich potomků ze skutečného rodokmenu jsou generovány podle

pravidel mendelistické dědičnosti. Alely, které se vyskytly v rodokmenu poprvé ve stavu IBD,

jsou označeny a započítávají se do ancestrálního inbreedingu předků. Trochu jiný přístup

rovněž založený na genetickém droppingu, ale nezaložený na kumulativní povaze ancestrálního

inbreedingu navženou Ballouem, zvolili Kalinowski a kol. (2000). Standartní rodokmenový
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koeficient inbreedingu rozložili na dvě složky – historickou zahrnující alely, které prošli

inbreedingem v minulosti, a současnou, která reflektuje alely identické původem poprvé.

V každé generaci modelovali klesající pravděpodobnost úmrtí jedinců z genetické příčiny

prostřednicvím odhadu zmenšujícího se podílu genomů, které nebyly vystaveny selekci.

Baumung a kol. (2015) přišli ještě s jinou metodou výpočtu s názvem historický koeficient

předků (AHC). Tato metoda výpočtu sice staví na stejném principu menší škodlivosti alel, které

se už v minulosti vyskytly v IBD sestavě, ale na rozdíl od Balloua a Kalinowského a kol.

zohledňuje i kolikrát tomu tak byl. Pokud selekce vůči recesivním vlohám je menší než 100 %,

tak je AHC dobrým ukazatelem příbuzenské plemenitby předků, protože pravděpodobnost

očišťujícího efektu je tím vyšší, čím častěji byly alely během segregace v rodokmenu přítomny

ve stavu IBD (Baumung et al. 2015). Mezi koeficienty inbreedingu založené na historické

příbuzenské plemenitbě a rodokmenových záznamech můžeme zařadit i takzvaný očišťující

koeficient inbreedingu (gt). Ten měří očekávanou frekvenci recesivních škodlivých lokusů

v homozygotním stavu, jako funkci očistného koeficientu (d) vztaženému ke škodlivým

účinkům s recesivní povahou. Tedy jakým způsobem působí očišťující efekt na dříve

naakumulovaný inbreeding a jak jeho efektivita narůstá s efektivní velikostí populace (García-

Dorado 2012).

Původový koeficient (Fz)

Původový koeficient, jak ho stanovil Malécot (1948) a později jako inbrední koeficient i

Crudenová (1949), stojí někde na pomezí koeficientu inbreedingu a příbuznosti. Je definován

jako pravděpodobnost, že dva náhodně vybrané geny od dvou jedinců (X a Y) ze sledované

populace budou identické dle původu (Jakubec et al. 2010). Pokud genotypy těchto dvou

jedinců označíme jako tu a vw, potom se inbrední koeficient jejich potomka Z (původový

koeficient fXY) vypočítá:

 =
 +  +  + 

4

Hodnoty f zde zobrazují přispění čtyř předků T, U, V a W z generace prarodičů (Cruden 1949).

2.6.2.2 Genomické koeficienty inbreedingu

Koeficient inbreedingu založený na nadbytku homozygotnosti (FHOM)
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Původně byl představen v roce 1953, tehdy ještě označen jako f (Li & Horvitz 1953). Nyní se

pro tento koeficient založený na rozdílu mezi očekávaným a pozorovaným počtem

homozygotních genotypů používá hlavně označení FHOM (Schiavo et al. 2020; Alemu et al.

2021; Caivio‐Nasner et al. 2021), dále FH (Nietlisbach et al. 2019; Zilko et al. 2020), FPLINK

(Huisman et al. 2016), LHR (Wang 2014), FIS (McGivney et al. 2020), FSNP (Saura et al. 2015;

Rodríguez‐Ramilo et al. 2020), FEH (Brito et al. 2017a) a FL&H (Villanueva et al. 2021). Je

možné jej definovat následovně:

 = 1 −
∑ (2− )



∑ 2(1− )



,

kde xk je počet minoritních alel SNP k, pk je jejich frekvence a p je počet známých SNP (Yengo

et al. 2017).

Koeficienty inbreedingu na základě diagonálních elementů genomických matic příbuznosti (FI,

FII, FIII)

Stejně jako předcházející FHOM náleží FI, FII a FIII do kategorie koeficientů, jejichž přesnost

velmi závisí na frekvencích alel daných markerů, které jsou odhadnuty pouze z dostupných

vzorků sledované populace (Gazal et al. 2014). První z těchto koeficientů (značen rovněž

FGCTA1) je založen na rozptylu aditivních genetických hodnot, tedy na hodnotách diagonály

genetické matice příbuznosti vytvořené na základě informací z SNP (VanRaden 2008; Yang et

al. 2011):

 =
1




( − 2)


2(1 − )
− 1





Druhý je založen na větší míře homozygotnosti (Yang et al. 2011). Počítá se rovněž

z diagonálních elementů genetické matice příbuznosti druhým způsobem navrženým

VanRadenem (2008), tedy vážením každého z markerových lokusů převrácenou hodnotou

jejich očekávaného rozptylu. To je hlavní rozdíl oproti jeho první metodě, která využívá pro

vážení sumu rozptylů všech markerů:

 = 1 −
1




(2− )
2(1 − )





Třetí a poslední vychází z korelace mezi sjednocujícími se gametami (Yang et al. 2010):
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 =
1





 − (1 + 2) + 2



2(1 − )





S je celkový počet markerů, xk je počet minoritních alel markeru k a pk je aktuální frekvence

minoritní alely v populaci (Caballero et al. 2021). U všech těchto koeficientů existuje velký

nesoulad v jejich označování. FI se označuje rovněž jako FGRM (Zhang et al. 2015; Alemu et

al. 2021; Cortellari et al. 2022), FVR (Brito et al. 2017a; Rodríguez‐Ramilo et al. 2020), FVR1

(Villanueva et al. 2021; Caballero et al. 2022) nebo FGCTA1 (Gazal et al. 2014), FII různí autoři

označují jako FGCTA2 (Gazal et al. 2014), FGRM2 (Solé et al. 2017) nebo FVR2 (Villanueva et al.

2021; Caballero et al. 2022). Označení FGRM se ale používá i pro FIII (Huisman et al. 2016;

Bérénos et al. 2016), stejně tak označení FGCTA3 (Gazal et al. 2014), Falt (Nietlisbach et al.

2019), F_Yang (Eynard et al. 2016) nebo FAYN (Villanueva et al. 2021), FUNI (Yengo et al.

2017; Solé et al. 2017; Alemu et al. 2021; Polak et al. 2021) případně pouze FU (Gurgul et al.

2020).

Koeficient inbreedingu na základě maximální věrohodnosti

Jeho odhady jsou založeny na pravděpodobnostním modelu vzorkovaných dat. V případě

odhadu inbreedingu to znamená, že jednotku vzorkování tvoří dva jedinci, oba testovaní na

daném počtu lokusů (Milligan 2003). Původně byla tato metoda vyvinuta pro porovnání párové

příbuznosti (Milligan 2003; Anderson & Weir 2007), přičemž založena byla hlavně na práci

Thompsona, který pomocí rovnice pravděpodobností porovnával poměry pravděpodobnosti

markerových dat v rámci vztahu dvou jednotlivců (Thompson 1975):

(∆) = (|∆) = Pr ∆.


Pr udává pravděpodobnost pozorování konkrétní alelické kombinace Si pro dva jedince na

jednom lokusu, podle stupně příbuznosti Δ a distribuci alelických frekvencí (Milligan 2003).

Pravděpodobnost celkového počtu vzorkovaných L lokusů je tedy součin tohoto vztahu napříč

lokusy, mezi nimiž není vazba (Huang et al. 2015). Tento původní vztah byl následně upraven

pro možnou strukturalizaci populace, tedy případ, kdy sledovaní jedinci pochází ze subpopulace

a známy jsou alelické frekvence pouze populace celkové (Anderson & Weir 2007). Hall a kol.

(2012) vypracovali další tři metody maximální věrohodnosti při odhadu koeficientu

inbreedingu. První metoda pracuje s odhadem pouze pro jednoho jedince se známými

frekvencemi alel, druhá v sobě spojuje jak odhad koeficientu inbreedingu, tak frekvencí alel u
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skupiny jedinců, a třetí je ošetřena o případnou přítomnost nulových alel a zobecňuje tedy

druhou metodu. Podobný algoritmus použil i Wang (2022b), i když výrazně složitější, jelikož

zahrnuje genetickou strukturu. Odhaduje společně příbuznost i frekvenci alel iterativně ze

stejného vzorku multilokusových genotypů a zároveň zohledňuje malé velikosti vzorků i možný

inbreeding.

Koeficient inbreedingu odhadnutý metodou momentů

Jedná se o techniku odhadu parametrů statistického modelu, nachází hodnoty parametrů, které

vedou ke shodě mezi momenty vzorku a momenty populace (Hazelton 2011). Jinými slovy,

odhady koeficientu inbreedingu založené na této metodě párují momenty vzorku

s odpovídajícími momenty rozdělení pravděpodobnosti (Bink et al. 2008). Metoda momentů

není tolik využívaná pro odhad inbreedingu jako metoda maximální věrohodnosti, existuje však

několik obecně uznávaných odhadů vyvozených z koeficientů příbuznosti.

Prvním je index podobnosti SXY, který je definován jako průměrná frakce genů na lokusu

referenčního jedince, pro něhož existuje u sledovaného jedince jiný gen ve stavu identickém

dle původu (Li et al. 1993). S jeho pomocí odvozený vzorec odhadu příbuznosti pro jeden lokus

vypadá následovně:

 =
 − 
1 − 

,

kde SXY je index podobnosti nabývající na základě shodných alel velikosti 0; 0,5; 0,75 a 1, U

udává hodnotu podobnosti na lokusu mezi dvěma nepříbuznými jedinci u panmikticky se

rozmnožující populace  = ∑ 
(2 − )


 (Lynch & Ritland 1999).

Druhým je odhad původně vyvinutý pro použití na datech z alozymových markerů, který

umožňuje odhad příbuznosti jak pro pár, tak skupinu jedinců (Queller & Goodnight 1989). Jeho

vzorec pro odhad příbuznosti dvou jedinců stanovili Lynch a Ritland (1999) pro jedince x (s

geny a, b) a y (s geny c, d):

 =
0,5( +  +  + )−  − 

1 +  −  − 
.

p značí frekvence daných alel a S indikační proměnnou pro sdílení párů alel daných jedinců,

která nabývá hodnoty 1, pokud je gen IBD nebo 0, pokud není (Wang 2002).
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Další, v pořadí třetí, typ odhadu stanovili Lynch a Ritland (1999) pro molekulární kodominantní

markery použité u náhodně se rozmnožujících populacích. Pro jeden lokus má odhad

následující podobu:

 =
( + ) + ( + ) − 4

(1 + )( + )− 4
.

Pro více lokusů je tato metoda oproti předchozím dvěma popsaným metodám výpočetně

jednodušší a vykazuje menší sampling variance (Lynch & Ritland 1999).

V pořadí čtvrtý přístup pro odhad příbuznosti dvou jedinců z outbrední populace pomocí

kodominantních markerů navrhl Wang (2002):

 =
4 + 3 − 2(1 + )

2(1− )
.

Tento vztah platí pro bialelický lokus, P1 a P2 jsou pravděpodobnosti kombinací všech čtyř,

respektive tří shodných alel, a a2 značí součet alelických frekvencí (Wang 2002).

Koeficient inbreedingu na základě běhů homozygotnosti (FROH) a homozygotních segmentů dle

původu (FG)

Dlouhé homozygotní úseky chromozomální DNA neboli běhy homozygotnosti (ROH), byly

prvně objeveny u lidí v roce 1999 (Broman & Weber 1999). Jejich použití pro stanovení

individuálního koeficientu inbreedingu na základě předpokladu identity dle původu, bylo

navrženo o téměř desetiletí později (McQuillan et al. 2008).

 =


ů
,

kde dROH je suma délky všech ROH zvířete a dautozomů je celková délka genomu pokrytá

sledovanými SNP (Schiavo et al. 2020).

K jejich detekci se nejčastěji používají přístupy založené na pravidlech, které jsou dány

parametry jako minimální délka ROH, maximální povolená vzdálenost mezi sousedícími

markery, velikost okna nebo počet chybějících nebo heterozygotních genotypů (McQuillan et

al. 2008; Purfield et al. 2017; Purcell & Chang 2019). Dále to jsou metody založené na modelu,

které využívají pro klasifikaci oken po sobě jdoucí markery jako IBS nebo IBD na základě

pravděpodobnosti vzniku chyb v genotypování a frekvencí alel markerů (Wang et al. 2009;
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Pemberton et al. 2012). Třetím rozšířeným přístupem je identifikace úseků homozygotních dle

původu (HBD) s pomocí Markovových skrytých modelů (HMM). HBD jsou párem haplotypů,

zděděných od společného předka, u nichž nedošlo během generací k přerušení mutací nebo

rekombinací (Druet & Gautier 2017). Skládají se tedy z úseků ROH a shodné haplotypové

sekvence jsou identické dle původu (Bertrand et al. 2019). HMM pak charakterizují genom jako

soubor segmentů identických a neidentických dle původu (Leutenegger et al. 2003). Tento

původní „dvoustavový“ model rozšířili Druet a Gautier (2017) o další třídy segmentů založené

na jejich délce potažmo stář. Ukázalo se však, že tento přístup má tendenci zkreslovat stáří

HBD segmentů ve směru k nedávnému vzniku inbreedingu, hlavně u populací s obecně

vysokou úrovní příbuzenské plemenitby (Druet et al. 2020). Proto byl model upraven tak, aby

docházelo k postupnému modelování po sobě jdoucích vnořených úrovních od nejdelší

očekávané délky úseků HBD k nejkratší (Druet & Gautier 2022). Nespornou výhodou tohoto

přístupu je jeho možnost použití pro odhad inbreedingu přímo v konkrétní časové vrstvě tak, že

jeho míra není závislá na inbreedingu vzniklém v novějších časových vrstvách (Druet &

Gautier 2022). Celogenomový odhad inbreedingu jedince vyjadřuje následující vztah:

 =
1


 





= 
()





.

Jedná se o zprůměrovanou hodnotu napříč genomem jednotlivých odhadů pro M markerů,

případně součet realizovaných koeficientů inbreedingu pro všechny skupiny K, tedy c (c ∈ (1,

K–1)) (Druet & Gautier 2022).

F odhadovaný z ROH je považován za nejúčinnější metodu detekce efektů příbuzenské

plemenitby v porovnání s řadou alternativních odhadů inbreedingu (Keller et al. 2011; Schäler

et al. 2020; Dadousis et al. 2022).

2.6.2.3 Genetický konzervační index (GCI)

GCI je založen na předpokladu, že k udržení dostatečné genetické diverzity je potřeba udržet

v populaci co nejširší spektrum alel ze zakladatelské populace. Na základě tohoto indexu je

možné stanovit chovnou hodnotu jedince podle hypotetických příspěvků zakladatelů do jeho

genomu (Alderson 1992):

 =
1

∑
,
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kde pi je podíl genů zakladatele i v rodokmenu jedince (Alderson 1992). Ideální jedinec by měl

rovnoměrné přispění všech zakladatelů ve svém genomu, a tedy i nejvyšší hodnotu GCI.

Jednoduchost tohoto indexu s sebou přináší řadu nedostatků, jakým je jeho neporovnatelnost

mezi populacemi, nezohledňování míry chovu na nezakládající jedince v dalších generacích

rodokmenu a závislost na úplnosti rodokmenových záznamů (Alderson 1992).

2.6.3 Parametry genetické diverzity na úrovni populace

2.6.3.1 Průměrný koeficient příbuznosti (rxy)

Koeficient příbuznosti udává pravděpodobnost, s jakou jsou dvě alely od dvou náhodně

vybraných jedinců z populace identické dle původu (Blouin 2003). Stejně jako koeficient

inbreedingu je možné jej počítat jak z rodokmenu, tak z molekulárních markerů, jak pro

jedince, tak zprůměrované na celou populaci (Taylor 2015). Odhady z rodokmenu mají svá

omezení stejně jako u koeficientu inbreedingu. I za předpokladu, že je rodokmen přesný a

úplný, je výpočet zatížen možnou chybou v generaci zakladatelů, u nichž se předpokládá

nepříbuznost a outbrední původ (Städele & Vigilant 2016). Stejně tak odhady založené na

genetických markerech mohou být velmi zkreslené při použití nevhodného způsobu výpočtu, a

to zvláště u nemodelových druhů, u nichž může být známo málo markerů navíc s nízkou

informativností (Taylor 2015). V praxi se používají především dva typy metod výpočtu rxy na

základěmarkerů: metody momentů a metody maximální věrohodnosti (Speed &Balding 2015).

Ty nejvýznamnější z nich už byly popsány výše jako metody výpočtu koeficientu inbreedingu.

V teoretických odhadech jsou frekvence alel známé z referenční populace předků, při jejich

aplikaci na reálné podmínky je rxy většinou odhadováno pomocí hodnot vypočítaných přímo ze

vzorku jedinců, který je k dispozici (Wang 2014; Goudet et al. 2018). Nicméně počítání

příbuznosti i alelických četností z jednoho a toho samého vzorku s sebou nese přirozeně

výrazné zkreslení hodnot v důsledku korelace (Wang 2017). Proto řada autorů navrhuje, aby

byly chápány právě jako korelace homologních genů uvnitř a mezi jedinci nebo rozdíly

v pravděpodobnostech IBD (Powell et al. 2010; Wang 2014, 2017; Goudet et al. 2018).

2.6.3.2 Wrightovy fixační indexy (FIS, FST, FIT)

Wright (1965) vyvinul systém fixačních indexů FIS, FST, FIT (korelací mezi sjednocujícími se

gametami) pro popis vlastností hierarchicky rozdělených populac. Jeho přístup přiřazuje

gametám číselné hodnoty a omezuje se na neutrální dialelické lokusy, je tedy trochu umělý
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(Nagylaki 1998). Pozdější studie je ale rozšířily a upravily na základě rozdílů v pozorované a

očekávané heterozygotnosti podle HWE (Nei 1977; Hedrick 2005), jako funkci složek rozptylu

u analýzy rozptylu (Weir & Cockerham 1984; Excoffier et al. 1992; Slatkin 1995) nebo na

základě času koalescence (Slatkin 1991). Jistou protiváhou těchto přístupů je Jostovo D, které

měří genetickou diverzitu na základě efektivního počtu alel (Jost 2008). Je však vhodným

ukazatelem spíše v případech, kdy je výzkum zaměřen na jeden konkrétní lokus a jeho mutační

charakteristiky, a ne pro sledování celých demografických procesů zahrnujících genetický drift

a migraci (Ryman & Leimar 2009). Původní FST a Neiova úprava GSTmají řadu nedostatků, ale

i nenahraditelných výhod, a jako nulový model (standard) budou sloužit pro porovnání se všemi

alternativními přístupy i do budoucna (Ma et al. 2015).

FST je korelací mezi náhodnými gametami v rámci subpopulací a gametami obsaženými v celé

populaci (Wright 1965). Pokud má hodnotu blízkou své dolní hranici (0), vyjadřuje vysokou

míru podobnosti alelických frekvencí u všech subpopulací, pokud se blíží své horní hranici (1),

znamená to rozdílné alelické frekvence mezi všemi subpopulacemi (Dogan & Dogan 2016).

Vysoké hodnoty FST mohou být, ve vztahu k určitým částem genomu, dokonce znakem

pozitivní direkcionální selekce (Toghiani et al. 2017). Je přímo závislý na míře příbuzenského

páření v každé subpopulaci a struktuře populace mezi subpopulacemi a nese tedy informaci o

rozdělení celkové populace (Ma et al. 2015), ve své původní formě však nezohledňuje vliv

mutací (Verity & Nichols 2014). FST na základě různých hodnot heterozygotnosti celkové

populace ve vztahu k jejím subpopulacím je možné stanovit jako:

 =
( − )


,

kde HT je průměrná heterozygotnost celkové populace a HS průměrná pozorovaná

heterozygotnost subpopulací (Nei 1977).

FIS je podle původní Wrightovy definice průměrnou hodnotou korelace mezi sjednocujícími se

gametami a gametami jejich vlastní subpopulace za všechny subpopulace (Wright 1965). Na

základě Neiovy definice jako poměrů rozdílů genových heteterozygotností lze FIS vyjádřit

následujícím vztahem:

 =
( − )


,
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kde HS je průměrná heterozygotnost očekávaná při HWE uvnitř subpopulací a HO průměrná

pozorovaná heterozygotnost uvnitř subpopulací. FIS se dá rovněž vyjádřit jako koeficient

inbreedingu jednotné populace, který je založen na porovnání pozorované frekvence

heterozygotnosti (HO) s očekávanou (HE), která by v této populaci existovala, pokud by se tato

populace nacházela v HWE a k žádné příbuzenské plemenitbě by nedocházelo (Meirmans

2019):

 = 1 − 





FIT je korelací mezi spojujícími se gametami vytvářejícími jedince a gametami celkové

populace (Wright 1965), nebo alternativně, odchylkou četností genotypů od předpokladů na

základě HWE ve vztahu k celé populaci (Holsinger & Weir 2009). FIT stejně jako FIS může

nabývat záporných hodnot a dá se vyjádřit následujícím vztahem (Nei 1977):

 =
 − 



Vztah mezi výše popsanými parametry lze vyjádřit vztahem (Wright 1965):

 = ( − )/(1− )

2.6.3.3 Původové koeficienty a koeficienty genetické diverzity

Původové koeficienty a z nich vycházející koeficienty genetické diverzity se týkají výhradně

rodokmenových analýz. Hodnotí ztráty genetické diverzity ve sledované populaci relativně vůči

populaci zakladatelů, kteří jsou definováni jako jedinci bez známých rodičů (Lacy 1989).

Všichni zakladatelé přispívají hypotetickým podílem genů do genetického souboru populace a

součet těchto podílů musí být roven jedné (Boichard et al. 1997). První dva původové

koeficienty (efektivní počet zakladatelů fe a ekvivalent počtu genomů zakladatelů fge) stanovil

Lacy (1989) následovně:

 =
1

∑(
)
.

pi značí podíl genů zakladatele, kterým přispěl do další generace. fe vyjadřuje efektivní počet

zakladatelů, kteří by mohli teoreticky dát vzniknout populaci se stejnou alelickou rozmanitostí

a počtem potomků v průběhu generací jako ve sledované populaci, pokud by všichni přispěli

do následujících generací stejně (Lacy 1989). Pokud by všichni zakladatelé přispěli stejnou
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měrou, pak by se počty skutečných a efektivních zakladatelů rovnaly, pokud ne, ztráta

rozmanitosti bude vyjádřena jejich rozdílem (Lacy 1989).

 = 1 
  







V tomto vzorci je část alel, kterou přispěl zakladatel j označena pj, rj je podíl zakladatele

zachovaný až do referenční populace a Nf udává celkový počet zakladatelů (Ballou & Lacy

1995). Na rozdíl od fe zahrnuje fge do odhadu ztráty variability rovněž v průběhu generací

působící genetický drift a efekt hrdla lahve (Lacy 1989).

Třetí původový koeficient se nazývá efektivní počet předků (fa) a na rozdíl od fe určuje

minimální množství předků, kteří by stačili k vytvoření stejné genetické variability jako má

sledovaná populace za předpokladu rovnoměrných příspěvků (Boichard et al. 1997). Při

výpočtu jsou předci (k) vybíráni sestupně na základě jejich marginálních příspěvků (pk), tedy

genetického podílu, který ještě nebyl vysvětlen některým z již vybraných předků (Boichard et

al. 1997):

 = 1 






 .

Na základě pravděpodobnosti genového původu tak musí být od každého příspěvku předka

odečteny příspěvky jeho předků (Boichard et al. 1997).

S použitím výše popsaných odhadů je možné stanovit původ a relativní míru zachované nebo

ztracené genetické diverzity v průběhu generací. Na základě fge je možné vypočítat ztrátu

variability (1 - GD) v důsledku působení genetického driftu a nerovnoměrného přispění

zakladatelů (Lacy 1995):

 = 1−
1

2
.

S pomocí fe je možné stanovit ztrátu genetické diverzity (1 – GD*) způsobenou pouze

nerovnoměrným přispěním zakladatelů (Caballero & Toro 2000):

∗ = 1 −
1

2
.
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Odečtením GD* od GD se získá vliv samotného genetického driftu na populaci od jejího vzniku

(Lacy 1995). Druhý způsob výpočtu je dosazení takzvaného efektivního počtu nezakladatelů fn

(Bignardi & Santana Júnior 2023) případně Nenf (Caballero & Toro 2000). fn je možné vypočítat

na základě vztahu:

 =
2

∑ 1 + ,(1− )



,

kde Vk,t značí průměrný příspěvek předků v generaci k potomkům v generaci t a Fk-1 je

průměrný koeficient inbreedingu v generaci k – 1 (Caballero & Toro 2000).

2.6.3.4 Efektivní velikost populace

Efektivní velikost populace je definována jako počet jedinců, kteří by při rozmnožování

v idealizované populaci dali vzniknout stejné míře inbreedingu, jako v dané sledované populaci

(Falconer & Mackay 1989). Při zohlednění systematických efektů, jako je selekce, mutace,

rekombinace a migrace, určuje Ne distribuci a množství celkové genetické variace přítomné

v populaci (Wang 2005). Při zpětném pohledu je možné díky ní odvodit rozsah i vzorce

genetických variací v populaci spolu s evolučními mechanismy, které se na tom podílejí

(Barton & Charlesworth 1998). Rovněž umožňuje odhadnout ztrátu a distribuci neutrální

genetické variability a pravděpodobnost fixace alel v budoucnu (Robertson 1961).

Na rozdíl od volně žijících populací existuje u hospodářských zvířat možnost jejího stanovení

i prostřednictvím demografických parametrů, což jako první prezentoval Sewall Wright

(Wright 1931), jehož výpočty dále upravovala a rozvíjela řada autorů. Například stanovení na

základě poměru pohlaví (Falconer & Mackay 1989):

 =
4 ×

 + 
,

kde Nm a Nf jsou skutečné počty samců a samic. Dále rozdíl v reprodukčním úspěchu vlivem

různé velikosti následujících generací (Falconer & Mackay 1989), nestejné velikosti rodin a

překryvu generací (Emigh & Pollak 1979; Hill 1979). Tyto výpočty vycházející přímo

z rodokmenu je možné využít pouze u populací chovaných v zajetí. Realizovaná efektivní

velikost populace tedy může vycházet i z nárůstu koeficientu inbreedingu ΔF (Cervantes et al.

2008):
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 =
1

2∆

nebo nárůstu příbuznosti c (Cervantes et al. 2010):

 =
1

2∆

Novější způsob využívá k výpočtu efektivní velikosti populace vazebnou nerovnováhu na

autozomech. První publikace popisující vztah LD a Ne pocházející z konce 60. let minulého

století uvažovaly jako hlavní příčinu LD genetický drift (Hill & Robertson 1968; Ohta &

Kimura 1969). Další odhady zahrnující faktory jako vzdálenost markerů, frekvence

rekombinace, velikost vzorku a další, byly rozvíjeny postupně celou řadou autorů v průběhu

několika desítek let (Sved 1971; Sved & Feldman 1973; Hill 1981; McVean 2002; Hayes et al.

2003). V současnosti je pro analýzy s vysokou hustotou markerů asi nejčastěji využívaný

Corbinův způsob výpočtu (Corbin et al. 2012) vycházející z původní rovnice zohledňující míru

rekombinace (Sved 1971) a lineární nárůst Ne s počtem generací t (Hayes et al. 2003):

() = 4()





|


− ,

kde Nt je efektivní velikost populace t před generacemi vypočtená jako t = (2f (ct))−1 (Hayes et

al. 2003).

2.6.3.5 Průměrný počet alel na lokus či alelická bohatost (NA), alelická diferenciace (AST)

Průměrný počet alel na lokus jako ukazatel ztráty genetické diverzity, ukazující na pokles

velikosti populace a na existenci efektu hrdla lahve, navrhnuli už Nei a kol. (1975). Použití

alelické bohatosti jako míry genetické diverzity má však jedno hlavní úskalí, a to vysokou

závislost na velikosti vzorku a četnosti vzorkování (Kalinowski 2004). El Mousadik a Petit

(1996) proto výpočet alelické bohatosti upravili s využitím metody rarefrakce (Hurlbert 1971)

tak, aby všem sledovaným populacím byla dána stejná váha a bylo je tedy mezi sebou možno

porovnat. Jejich metoda byla později rozšířena, aby byla přizpůsobena hierarchickému

vzorkování a zohledňovala i počty privátních alel (Kalinowski 2004). Kromě rarefrakční

metody existuje i metoda extrapolační, která je založena na přičtení očekávaného počtu

chybějících alel k počtu alel pozorovaných v populaci na základě počtu sledovaných genů

v populaci a alelickým frekvencím pozorovaným v celkové populaci (Foulley & Ollivier 2006).

Odlišný přístup zvolili Caballero a Rodríguez-Ramilo (2010) a vytvořili nový parametr pro
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porovnání alelické vzdálenosti mezi populacemi, který už není možné označit za alelickou

bohatost, ale za alelickou diferenciaci (AST). Na rozdíl od alelické bohatosti navržené El

Mousadikem a Petitem závisí nejen na průměrné alelické bohatosti populace a jejích

subpopulací, ale rovněž na konkrétním rozdělení alel v subpopulacíc. Jedná se o parametr

patřící do skupiny absolutních alelických diferenciací, kam se dále řadí alelické diferenciace

založené na Shannonově entropii nebo Jostovo D (Jost et al. 2018).

Obecně alelická bohatost je vedle heterozygotnosti cenným zdrojem doplňujících informací pro

programy záchrany populací, protože je na rozdíl od heterozygotnosti více spojena s odpovědí

na dlouhodobou selekci (Caballero & García-Dorado 2013; Vilas et al. 2015), stejně jako je

citlivější na změny frekvencí alel během efektu hrdla lahve (Luikart 1998; Broquet et al. 2010).

V případě konzervačních opatření u populací rozdělených do subpopulací se alelická bohatost

jeví efektivnějším indikátorem genetické diverzity a populační management by měl usilovat o

její maximalizaci více než o maximalizaci očekávané heterozygotnosti (López‐Cortegano et al.

2019).

2.6.4 Parametry genetické diverzity pro porovnání více populací

2.6.4.1 Genetické vzdálenosti

Genetické vzdálenosti udávají míru evoluční divergence mezi populacemi počítáním alelických

substitucí na sledovaných lokusech (Deza & Deza 2014). Na základě distribucí alel lze

odhadnout genomický rozdíl mezi celými populacemi i jejich subpopulacemi, a tedy celou

strukturu kterou je možné vyobrazit pomocí kladogramu či fenogramu (Dogan & Dogan 2016).

Velké genetické vzdálenosti jsou interpretovány jako důsledky divergence před dlouhou dobou

nebo malého toku genů mezi populacemi za předpokladu, že evoluční mechanismy (genetický

drift, migrace, …) působí stále stejnou měrou (Gaggiotti & Excoffier 2000). Ve studiích

populací přežvýkavců se nejčastěji používají následující tři typy výpočtů genetických

vzdáleností:

Reynolds–Weir–Cockerhamova genetická vzdálenost (DW)

Reynolds-Weir-Cockerhamova genetická vzdálenost byla definována na základě modelu

zohledňujícího pouze vliv genetického driftu na frekvence alel v populaci, který vychází

z koeficientu příbuznosti jako rovnoměrně rostoucí funkce od času divergence (Reynolds et al.
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1983). Patří mezi takzvané euklidovské vzdálenosti, které vychází ze sumy čtverců rozdílů

alelických frekvencí (Laval et al. 2002). Pro dvě populace x a y je její výpočet následující:

 = − ln(1 − ),

kde θ je koeficient příbuznosti vypočítaný z rozptylu mezi (a) a uvnitř (b) populací x a y jako

a/(a+b) (Reynolds et al. 1983). Tato genetická vzdálenost je nejvhodnější pro studium

krátkodobých evolučních procesů, jaké se vyskytují například u plemen hospodářských zvířat,

u nichž jsou mutace zanedbatelným zdrojem variability (Tomiuk et al. 1998; Laval et al. 2002).

Neiova standartní genetická vzdálenost (D)

Tato metoda výpočtu genetické vzdálenosti byla popsána před více než 50 lety, a i přesto je

stále hojně využívanou v molekulárně genetických studiích z celého světa (Kandoussi et al.

2021; Odjakova et al. 2022; Sharma et al. 2022). I když byla tato metoda později upravena do

formy nezkreslené Neiovy vzdálenosti (Nei et al. 1983), tak se stále hojně používá ve své

původní formě:

 = − ln



,

v níž JX, JY a JXY označují aritmetické průměry pravděpodobností, kdy dva jedinci vybraní

z populace x, y nebo jeden z každé z nich, budou sdílet na konkrétním lokusu stejnou alelu (Nei

1972). Neiova standartní genetická vzdálenost patří mezi angulární distance definované na

základě kosinu úhlu koeficientu příbuznosti mezi vektory alelických frekvencí (X a Y) dvou

sledovaných populací (Laval et al. 2002). Předpokládá vznik variability mezi populacemi jak

v důsledku mutace, tak působením genetického driftu. Pokud je populace v rovnováze,

nepůsobí žádná selekce, mutace jsou neutrální a vznikají konstantní rychlostí na všech

lokusech, pak variabilita roste lineárně s časem divergence (Nei 1972). Není vhodná

k vyhodnocení velmi dlouhých evolučních časů u velkých populací s rychlou mutační rychlostí,

ani pro populace, jejichž populace zakladatelů nejsou v HWE (Tomiuk et al. 1998). Je ale

nejvhodnější (v původní formě) pro odhad evolučních časů z mikrosatelitních markerů

(Takezaki & Nei 1996).

Cavalli-Sforza-Edwardsova tětivová vzdálenost (Dch)

Cavalli-Sforza-Edwardsovy vzdálenosti (oblouková a tětivová) byly stanoveny při tvorbě

evolučního modelu založeného na principu větvení Brownova pohybu a ovlivněného pouze
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genetickým driftem a náhodným výběrem (Cavalli-Sforza & Edwards 1967). Stejně jako

Neiova standardní a Neiova nezkreslená vzdálenost patří mezi angulární vzdálenosti (Laval et

al. 2002). Je definována vztahem:

 =
2√2


 1 −









,

kde xij a yij jsou počty jedinců nesoucích alelu j na lokusu i, což je možné vyjádřit i jako kosinus

úhlové vzdálenosti θ mezi dvěma populacemi x a y (cos = ∑ 



) (Cavalli-Sforza &

Edwards 1967). Navazuje tak na Bhattacharyyaovu vzdálenost stanovenou o dvě desetiletí

dříve (Bhattacharyya 1946). Oproti Neiově distanci má dvě hlavní výhody, první spočívá

v možnosti změny velikosti populací v čase, druhá ve standardizaci vzdáleností na míru

genetického driftu, tedy do jisté míry nezávislosti na počátečních alelických četnostech

(Macholán 2014a). Spolu s nezkreslenou Neiovou distancí je nejvhodnější pro konstrukci

fylogenetických stromů z mikrosatelitů jak pro model nekonečných alel, tak pro krokový

mutační model (Takezaki & Nei 1996).

2.6.4.2 Metody odhadu struktury populace nezaložené na modelu (PCA)

V porovnání s metodami založenými na modelu jsou nemodelové metody robustnější, jejich

výpočet je rychlejší, a je tedy možné je použít pro soubory dat velkých rozměrů (Wang 2022a).

Typickým a v populační genetice hojně využívaným zástupcem této kategorie je analýza

principiálních komponent. Jedná se o dimenziální redukci, při níž jsou vybrány hlavní dimenze

(principiální komponenty) na základě jejich vysvětlující hodnoty, tedy rozptylu dat

promítnutých na danou komponentu (Lee et al. 2009). Sledované genotypy jsou při vizualizaci

promítány do prostoru vymezeného osami zvolených principiálních komponent a vykreslené

vzdálenosti mezi jejich shluky odrážejí do určité míry skutečné genetické a případně i

geografické vzdálenosti mezi nimi (Elhaik 2022). V populační genetice přežvýkavců se jedná

o v poslední době velice oblíbenoumetodu pro odhad struktury populací a genetické podobnosti

mezi nimi, zvláště pro bialelické markery (Gebrehiwot et al. 2020; Eydivandi et al. 2021;

Bhuiyan et al. 2021; Chen et al. 2022; Nel et al. 2022). Při interpretaci výsledků analýzy

principiálních komponent (PCA) je ale nutné zohledňovat její limity. PCA vystihuje celkovou

různorodost mezi jednotlivci, v níž je ale zahrnuta jak složka variability mezi skupinami, tak

uvnitř skupin (Jombart et al. 2010). Dále ji silně ovlivňuje vzorkování, hlavně nestejná velikost
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vzorků různých populací nebo malá relativní velikost vzorku ovlivňující strukturu jeho

genetického rozptylu (McVean 2009). V neposlední řadě limituje interpretaci výsledků PCA

neschopnost rozlišit mezi různými populačně genetickými vlivy vedoucími ke stejnému stupni

diverzity (McVean 2009).

2.6.4.3 Metody odhadu struktury populací založené na modelu

Tento přístup je založen na pravděpodobnostním rámci vystavěném z populačně genetického

modelu (Wang 2022a). Jinými slovy tyto metody aplikují na matici příbuznosti mezi jedinci

klastrovací algoritmy (Lawson & Falush 2012). Podle nich je možno je rozdělit na dva hlavní

typy – typ bayesovský využívající Monte Carlo metodu Makovových řetězců (MCMC), který

je využíván např. programem STRUCTURE (Pritchard et al. 2000), a typ maximální

pravděpodobnosti, který používají např. FRAPPE (Tang et al. 2005), sNMF (Frichot et al.

2014) a ADMIXTURE (Alexander et al. 2009). Oba dva typy jsou blízce příbuzné, metoda

maximální věrohodnosti odhaduje za předpokladu určité hypotézy pravděpodobnost, s jakou

mohla vzniknout sledovaná data, bayesovská metoda kombinuje tuto pravděpodobnost

(aposteriorní) ještě s a priori předpokladem (apriorní) (Macholán 2014b). V populačně

genetických studiích to obvykle znamená aplikaci nezávislých apriorních rozdělení

pravděpodobností podle parametrů alelického profilu každé populace a posteriorních rozdělení

pravděpodobností získaných pomocí algoritmů MCMC (De Iorio et al. 2015). ML metody se

místo na posteriorní vzorkování zaměřují na maximalizaci pravděpodobnosti pozorování

genotypu markeru na lokusu při daných frekvencích alel předků a z celkového podílu

genetických příměsí, které maximalizují pravděpodobnost vzniku daného genotypu, určují

členství v jednotlivých skupinách (populacích, subpopulacích,…) (Tang et al. 2005; Alexander

et al. 2009).
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3 Cíl a vědecká hypotéza práce

3.1 Cíl práce

Cílem práce je zhodnotit ztrátu genetické proměnlivosti ohrožených populací přežvýkavců

s ohledem na rodokmenové a molekulárně genetické informace.

3.2 Vědecká hypotéza

S využitím molekulárně genetických informací, v porovnání s genealogickými daty, dojde

k zpřesnění odhadu genetické diverzity uvnitř a mezi ohroženými populacemi.
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A B S T R A C T

Based on pedigree inormation, the population structure, within-breed genetic variability and causes o genetic
variability losses in Wallachian sheep (WS), and Sumava sheep (SS) were studied. The maximum number o
generations observed in both WS and SS was 16, and the equivalent number o complete generations 5.66 and
4.35, respectively. The average generation intervals were in WS and SS 4.33 and 4.72 years, respectively. A span
o our years, 2015–2018, was used as the reerence population (animals rom the last generation). The average
inbreeding coecient and average relatedness coecient were 5 % and 9 % or WS, while both were 3 % or SS.
The rate o the inbreeding coecient was 0.5 % in WS and 1 % in SS. The eective number o ounders, eective
number o ancestors and eective number o ounder genomes were 104, 50 and 22.8 or SS and 39, 21 and 10.28
or WS. The eective population size based on an increase in the inbreeding coecient and computed based on
average coancestry were 50.61 and 64.5 in WS and 99.56 and 166.14 in SS. These results indicate a low value o
genetic diversity in Wallachian sheep. The loss o variability was caused by the bottleneck eect and partly also
genetic drit and the unequal contribution o the ounders.

1. Introduction

A genealogical analysis is still an ecient method or genetic di-
versity evaluation in the 21st century. I a sucient pedigree size and
completeness are available, it provides a great deal o inormation on
total genetic diversity. Such inormation is essential or the identica-
tion o endangered populations and the implementation o conservation
measures.

Currently, many indigenous arm animal breeds are endangered by a
loss o genetic diversity across the continents and species, including pigs
(Krupa et al., 2015; Pattison et al., 2007), sheep and goats (Hasinah
et al., 2015; Lenstra et al., 2017; Qwabe et al., 2013; Sharma et al.,
2016), horses (Pinheiro et al., 2013; Vostrá-Vydrová et al., 2016) and
cattle (Browett et al., 2018; Jemaa et al., 2019; Sudrajad et al., 2017).
The main reasons or loss o genetic diversity are the pressures o
modern agriculture and the latest animal product manuacturing
methods. Not only within-breed diversity but also entire breeds can
disappear. It should be noted that the disappearing genetic variability is

mostly unknown and undocumented. Many valuable genes have been
lost orever, even though they could be benecial in the uture (Bruord
et al., 2003).

Europe, Caucasus and North America are the regions that have
incurred the highest loss o genetic diversity o breeds. It is caused by
specialised systems o animal production with a small number o
dominant breeds in these regions and a considerably lower amount o
inormation in other regions. At the same time, in the European-
Caucasian region, the highest number o breeds has been included in
conservation programmes (FAO, 2020).

The indigenous breed o Wallachian sheep belongs to the group o
Racka sheep (with spiral-shaped horns) originated in the Balkan
Peninsula. Wallachian sheep were introduced into the area o the Czech
Republic in the 15th–16th century ater Wallachians colonisation o the
Carpathian Mts. (Milerski, 2019a). It is a triple-purpose breed kept or
meat, milk and wool. The animals o this coarse wool breed are very
modest, long-lived and adapt themselves well to extreme climate
conditions.
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Sumava sheep replaced autochthonous sheep, and their gene pool is
rom the Czech rustic sheep (Horák, 2012). However, the origin o rustic
sheep is not precisely known. Primitive Northern, Eastern and Central
European sheep contributed to the ormation o this indigenous sheep.
Subsequent large-scale crossing with breeds o the Merino type led to the
almost ull extinction o the Sumava sheep that were partly preserved
only in small focks in the oothills and mountain areas o the Sumava
Mts. (Milerski, 2019b). Gradual regeneration was carried out by the
selection o phenotypically similar individuals (Jandurová et al., 2005)
and, since the 1950s, by urther crossing with phylogenetically related
breeds (Horák, 2012). Hence, proportions o Cheviot, Tsigai alba, East
Friesian sheep, Kent and Texel breeds can be ound in their current gene
pool (Milerski, 2019b).

Both breeds have infuenced sheep arming in the mountain and
oothills areas o Central Europe or many years. However, they have a
role in modern arming systems. These are resistant animals with good
grazing ability, and they are excellent or landscape maintenance, agro-
tourism and hybridisation programmes in production focks.

The genealogical analysis o indigenous sheep breeds has been
described in some studies (Gowane et al., 2014; Goyache et al., 2003;
Rochus and Johansson, 2017; Venkataramanan et al., 2013). Previously,
two pedigree studies o the indigenous and Improved Wallachian sheep
have been conducted in Slovakia (Oravcová and Krupa, 2011; Oravcová
and Margetín, 2011). No such study has been carried out or Wallachian
and Sumava sheep.

The objective o this study was to analyse the within-breed genetic
variability o Wallachian and Sumava sheep and to describe the de-
mographic structure o their populations based on pedigree inormation.

2. Material and methods

2.1. Data

Pedigrees o two Czech national sheep breeds included in the gene
resource conservation programme, Wallachian sheep and Sumava
sheep, were analysed. The pedigree data oWallachian sheep contained
10 637 animals registrated in the years 1983–2019, and the Sumava
sheep pedigree contained 58 852 animals registered in 1975–2019. For
all animals with unrecorded sex, sex was assigned based on their posi-
tion in reproduction as a dam or a sire.

A reerence population was created rom individuals born in the
years (2015–2018) to evaluate the current gene pool oWS and SS. The
year 2019 was not included because data or that year were not com-
plete at the time o data processing. The span o our years was chosen
because, among small ruminants, our years covers roughly the whole
last generation, and it has been used or the creation o a reerence
population by many authors (Gowane et al., 2014; Mokhtari et al., 2013;
Sheikhlou and Abbasi, 2016). In the Wallachian sheep, the reerence
population comprised 4 619 animals, including 2 321 emales and 2 298
males. In the Sumava sheep, the reerence population had 8 877 ani-
mals, including 4 500 emales and 4 377 males.

2.2. Pedigree completeness

An evaluation o pedigree completeness is essential or correct
interpretation o the results o the genealogical analysis. Four parame-
ters o pedigree completeness were evaluated beore this analysis: the
mean o complete generation equivalent (CGE) (Boichard et al., 1997),
the maximum number o generations, number o complete generations
(CG) (Mwangi et al., 2016), and pedigree completeness index (PCI)
(MacCluer et al., 1983).

2.3. Genetic variability

The pedigree data were used to estimate the genetic variability o the
analysed populations. The genetic variability was estimated based on

the probability o gene origin and the probability o identity by descent
by the ollowing parameters:

• Inbreeding coecient (Meuwissen and Luo, 1992), average
inbreeding coecients per registration year, rate o inbreeding
(Gutierrez and Goyache, 2005) and average relatedness (Dunner
et al., 1998).

• Genetic conservation index (GCI) (Alderson, 1992).
• Ancestors and ounders with the highest genetic contributions, the
total number o ancestors and ounders, the eective number o
ancestors (a) (Boichard et al., 1997), the eective number o oun-
ders (e) (Lacy, 1989), and the eective number o ounder genomes
(ge) (Lacy, 1989).

• The loss o genetic diversity based on genetic drit and a bottleneck
eect (1  GD) and the loss o genetic diversity based on unequal
contributions o ounders (1  GD*) according to Caballero and Toro
(2000).

2.4. Eective population size

Eective population size (realised eective population size) rom an
individual increase in inbreeding (Gutiérrez et al., 2008) and an increase
in the pairwise coancestry between individuals (Cervantes et al., 2011)
was calculated.

All parameters o the genealogical analysis were computed using the
programme Endog version 4.8 (Gutiérrez et al., 2010).

3. Results

3.1. Basic demographic data

The pedigree records or the Wallachian sheep were collected rom
1983 to 2019. In a total o 255, animals with an unknown birth date
were considered as ounders. The pedigree o the Sumava sheep dates
back to 1975 and contains 5 027 individuals with unknown dates o
birth. The numbers o individuals registered in each o the years are
shown in Supplementary Figure S1.

The Sumava sheep population size rapidly increased ater 1996.
Since 2000, the number o animals has been relatively constant. The
development o the Wallachian sheep population was somewhat more
balanced, and it steadily increased until 2018.

The use o sires and dams in reproduction is shown in Supplementary
Figures S2a, b (WS) and S3a, b (SS). The sires that became athers o a
single ospring accounted or the highest percentage, in both the Wal-
lachian sheep (16 %) and the Sumava sheep (75 %). Wallachian sheep
athers with more than thirty ospring represented only 2.3 % o the
total number o athers. The most requently used sire produced 251
osprings. Approximately 94.8 % o the total number o 5 113 registered
males were excluded rom breeding, i.e., 5 % positive selection. In dams,
the selection was 42 % (2 322 dams out o 5 522 emales).

The Sumava sheep sires with a single ospring accounted or three-
quarters o the total number o registered males. Sires with more than 46
ospring accounted or 1.5 % o all sires. The most requently used sire
produced 528 ospring. Selection among all sires in the total population
was 13.7 % (3 190 out o 23 365). Selection in dams was the same as in
the Wallachian sheep 42 % (14 920 dams out o 35 487 emales).

The average generation interval or the WS reerence population was
4.33 years or both dams and sires. The values between the particular
categories were as ollows: sire-son = 4.22, sire-daughter = 4.05, dam-
son = 4.28, and dam-daughter = 4.63. In SS, the average generation
interval was 4.72. Genetic intervals or the particular pathways were as
ollows: sire-son = 4.58, sire-daughter = 4.66, dam-son = 4.81, and
dam-daughter = 4.83.

K. Machová et al.
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3.2. Evaluation o pedigree completeness

Amaximum o 16 generations could be traced back in the pedigree o
the Wallachian sheep. The average number o complete generation
equivalents (CGE) was 5.66. The pedigree completeness index (PCI) o
the WS reerence population was 1 or ve generations back. In the
Sumava sheep population, the maximum number o generations traced
back was 16, and the average number o CGE was 4.35. The value o PCI
or the SS reerence population was 1. For the two reerence populations,
inormation about the pedigree can be taken as complete. In the WS
pedigree, 50 % pedigree completeness was obtained in the sixth gen-
eration back, but in SS, it was between the th and ourth generation
back. Pedigree completeness in urther generations is illustrated in
Supplementary Figure S4.

3.3. Inbreeding coefcient (F) and average relatedness (AR) coefcient

The rate o inbreeding coecient computed based on CGE was 0.97
% in the Wallachian sheep during the entire studied period. The ΔF in
the Sumava sheep was 0.48 %. The trends o F or SS and WS during the
studied period are illustrated in Fig. 1. Average values o inbreeding
coecientand average relatedness or theWS reerence population were
0.53 (F) and 0.92 (AR), respectively. In SS, the values o both parameters
were lower, with an inbreeding coecient o 0.031 and an average
relatedness coecient o 0.026.

The inbreeding coecient in the Wallachian sheep showed dramatic
fuctuations until 2011. When the number o registered animals per year
exceeded 500, its trend was stabilised. On the other hand, F in the
Sumava sheep steadily increased to almost 4 %, despite the larger
pedigree size and the balanced development o the population observed
since 1999 (Fig. 1).

3.4. Genetic conservation index (GCI)

The average GCI gradually increased in both breeds during the
studied period. It reached the highest values in 2018, when its average
value or newly registered animals was 21.5 % in WS and 49.4 % in SS,
as illustrated in Fig. 2.

3.5. Probability o gene origin

All parameters o the probability o gene origin in the reerence
populations o both breeds are documented in Table 2. TheWS reerence
population was composed o 156 ounders, while the reerence

population o SS consisted o 782 ounders. The eective number o 39
ounders accounted or 25 % o the total number oWS ounders, while
in SS, the eective number o 104 ounders accounted or 13.3 % o the
total. The number o main ancestors that contributed to 50 % o the
genetic variability was 8 or WS and 19 or SS. The most important
ancestor that contributed to the WS reerence population had a contri-
bution o 11.6 %. The marginal contribution o the most important
ancestor in SS was approximately 7.7 %. The cumulative genetic con-
tributions o the ancestors and ounders are shown in Supplementary
Figures S5a and S5b. In both breeds, both curves are very steep at rst,
which indicates the high genetic proportion rom a small number o
ancestors. The eective number o ounders was distinctly dierent rom
the eective number o ancestors in both breeds. Their ratio indicates a
strong bottleneck eect. The eect o genetic drit was approximately
identical in WS and SS. The ratio o the ounder genome equivalent to
the eective number o ounders revealed that up to 74 % o the original
genetic variability in WS and 78 % in SS were transerred to the current
population due to the eect o genetic drit.

In the studied period, total loss o genetic diversity in WS were 4.9 %,
and less than 1 % o these losses were caused by ounders’ unequal
contributions, while a major portion was due to genetic drit. In SS, total
losses o genetic variability reached about hal that value (2.2 %), while
the roles o genetic drit and ounders’ unequal contributions were
similar. The main indicators o genetic diversity are ssummarised in
Table 1.

3.6. Eective population size (Ne)

The eective population size based on an increase in the inbreeding
coecient (NeF) was 50.61 animals in WS and 99.56 animals in SS. The
eective population size computed based on average coancestry was
64.50 in WS and 166.14 in SS.

4. Discussion

This study is the rst genealogical analysis perormed on the Czech
genetic resources o sheep breeds. High inormativeness o the input
data is essential to provide the most accurate estimate o studied pa-
rameters. For this reason, the values o the maximum number o gen-
erations that can be traced back and CGE and PCI should be as high as
possible. In both studied breeds, the pedigree depth was 16 generations
back, and the values o CGE (5.66 and 4.35) can be considered as very
good in comparison with other breeds. These numbers are much higher
than those in the Brazilian Somali sheep o 2.93 (Figueredo et al., 2019),

Fig. 1. The trend o inbreeding coecient (F) in Wallachian (1983–2018) and Sumava sheep (1975–2018). The question mark denotes animals with an unknown
date o birth.
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Indian Nilagiri sheep o 3.75 (Venkataramanan et al., 2013), Segureña
sheep o 1.23 (Barros et al., 2017) and Xalda sheep o Asturias o 1.09
(Goyache et al., 2003). The PCI values or the whole population o WS
or three generations back were as ollows: 97.90, 95.62, and 91.10.
These values or SS were somewhat lower: 89.34, 81.11, and 71.58. Still,
these values indicate the high pedigree completeness and the high
quality o records in the most recent years o sheep breeding, when
considering that these values or the reerence population are constantly
increasing

The average generation intervals computed in this study (4.22 and
4.58) were higher compare to other native breeds that are usually rom 3
to 3.5 (Goyache et al., 2003; Sheikhlou and Abbasi, 2016; Tahmoorespur
and Sheikhloo, 2011; Venkataramanan et al., 2013). In WS and SS, there
is no distinct dierence in generation interval between the particular
pathways, which means that both males and emales are used or
breeding or approximately the same length o time. This situation is
dierent in the population o the indigenous Wallachian sheep in
Slovakia, where the rams are quickly exchanged in each fock, and their
generation interval is shorter. However, this Slovak study included a
very small population o 137 individuals (Oravcová and Krupa, 2011).
According to Ghaouri-Kesbi (2012), a higher generation interval is
indirectly proportional to the interannual loss o genetic diversity. For
conservation focks, the longest possible generation interval is desirable

because it reduces the increase in inbreeding, although it also decreases
genetic gain.

The excessive use o individual sires signicantly contributes to a
decrease in genetic variability. The reproductive potential o emales
compared to males is limited without the use o biotechnologies, as
conrmed in Supplementary Figures S2b and S3b. The representation o
sires in the fock seems relatively balanced in both o these breeds
because, as shown in Supplementary Figures S2a and S3a, the majority
o the males contribute only with a small number o ospring. Even a
single, excessively used sire can signicantly diminish the genetic
variability o a breed i the reproduction o its ospring is also excessive.
These ancestors can be identied based on their high relative contri-
bution to the reerence population.

The average genetic conservation index was gradually increasing in
both breeds. The increase in GCI was steeper in SS than in WS. The
highest interannual increase between 2012 and 2013 was almost 5.8 %
in SS. The mating o animals explains the lower value o GCI in WS with
dierent proportions o the ounder population genotype. In SS, more
than 45 % o the ounder population has been conserved in the current
population, while in WS, it has only been 20 %. A rising GCI indicates an
increasing number o ounders in the pedigrees o individuals, which
implies good breeding practices on arms related to ecient use o
particular animals in breeding.

The ounder contributions to the reerence population o each breed
were unequal. Selection (either natural or articial) reduced the number
o ancestors necessary to explain the current variability to 21. To explain
50 % diversity o the reerence population, the same low number o
ancestors as in Brazilian Somali sheep would be sucient (Figueredo
et al., 2019). The situation in SS is not much better. Although this breed
has a higher number o records in the pedigree, 19 ancestors would be
sucient to produce the current population variability. This number is
lower than Barros et al. (2017) ound or the Segureña breed (425) or
that Oravcová and Margetín (2011) ound or the Improved Wallachian
(246) and Tsigai sheep (107). The ge, it is a relative parameter
comprising ounders’ unequal contributions, bottleneck eects and
random genetic drit related to the particular population o ounders
(Lacy, 1989). Conservation o original diversity in SS was twice as
successul as in WS.

The average inbreeding coecient in WS fuctuated highly during
the period o breed regeneration due to the need to increase the stocks at
the cost o distant or close inbreeding. Since 2000, it has stabilised
around a value 0.05. On the other hand, it has been rapidly increasing in
SS since 2000. Leroy (2014) reported the deterioration o various traits
due to inbreeding depression in sheep and cattle on average by 0.56 %
per 1 % increase in inbreeding. The birth weight o a lamb seems to be a
very important area with an inbreeding depression eect. Its decrease

Fig. 2. An increase in genetic conservation index (GCI) during the registration years in both breeds.

Table 1
Probability parameters o gene origin and genetic diversity o the reerence
population.
Reerence population SS WS

Number o animals 8877 4619
Total number o ounders () 782 156
Eective number o ounders (e) 104 39
Eective number o ancestors (a) 50 21
Founder genome equivalent (ge) 22.797 10.276
Eective number o ounders/eective number o ancestors
(e/a)

2.080 1.857

Founder genome equivalent/eective number o ounders
(ge/e)

0.219 0.263

Eective population size based on an individual increase o
inbreeding (NeF)

99.558 50.615

Eective population size based on an average increase o
coancestry (NeC)

166.139 64.496

Average inbreeding coecient (F) 0.031 0.053
Average relatedness (AR) 0.026 0.092
Increase o inbreeding per generation (ΔF) 0.005 0.010
Losses o genetic diversity through:
Uneven contribution o ounders and genetic drit GD 0.022 0.049
Uneven contribution o the ounders GD* 0.005 0.013
Genetic drit 0.017 0.036
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per 1 % increase in F across breeds is rom 0.001 % to 12.9 % (Barczak
et al., 2009; Gholizadeh and Ghaouri-Kesbi, 2016; Selvaggi et al., 2010;
van Wyk et al., 2009). The maniestation o the inbreeding depression
can be seen in the number o lambs born per total number o lambings in
relation to a 1 % increase in the dam’s inbreeding. VanWyk et al. (2009)
studied this phenomenon and ound a decrease o 0.04 % lambs in
Elsenburg Dormer sheep, as well as Selvaggi et al. (2010). The latter
reported revealed a decrease o 1.03 % in Leccese sheep. The increase in
F has a cumulative eect, and in the WS breed, it could increase the total
inbreeding coecient by 6–7 % over 30 years. According to the CGRFA -
Commission on Genetic Resources or Food and Agriculture (2013),
based on ΔF, this breed would belong to an intermediate category be-
tween the vulnerable and endangered breeds.

The inbreeding coecient is complemented by average relatedness
because its values are predictive or the long-term development o F. I
AR is high, it is dicult to choose suitable unrelated individuals or
mating (Goyache et al., 2003). The individuals within both reerence
populations are genetically related. Nevertheless, the relatedness in SS is
not very high (2.6 %); it is higher than in the Segureña breed (0.06 %) as
determined by Barros et al. (2017) but lower than in the Xalda sheep o
Asturias (3,6 %) described by Goyache et al. (2003), or the Malpura
sheep (5.1 %) described by Gowane et al., 2014. The average relatedness
o the WS reerence population is much higher (9.2 %)compared to SS.
When selecting the animals or breeding, it will be necessary to examine
their relatedness and select individuals with the lowest possible AR.

According to the CGRFA (2013) recommendation or the populations
included in the vulnerable category, an eective population size higher
than 50 animals should be maintained, and this requirement is met in
both studied breeds. A comparison o two parameters, the eective
population size NeF and NeC, shows the population structure and the
possible eect o preerred rams on the ormation o subpopulations.
When the ratio NeF/NeC is higher than one, the population consists o
several subpopulations (Cervantes et al., 2011). In both Wallachian and
Sumava sheep, the value o this ratio was smaller than two (1.67 in SS
and 1.27 in WS). Despite o the act showed that the genetic diversity o
their populations is not very high because o the historical development,
the current management o these breeds seems to be optimal.

5. Conclusion

The historical development o a population can be determined rom
pedigree data. The results o the evaluation o the gene origin indicate
that the populations have lost a signicant part o their genetic vari-
ability compared to the original population o ounders. Based on the
values suggesting an average increase in inbreeding and eective pop-
ulation size in the reerence population, it is concluded that both breeds.
Mainly Wallachian sheep have probably been infuenced by inbreeding
depression. Wallachian sheep are on the edge o critical values, and or
the Sumava sheep, the inbreeding coecient is increasing rapidly while
the population size stagnates. However, with good management, the
breeds have a good chance o maintaining their present genetic di-
versity, because both breeds also have a cryopreservation programme.
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Boichard, D., Maignel, L., Verrier, É., 1997. The value o using probabilities o gene
origin to measure genetic variability in a population. Genet. Sel. Evol. 29, 5. https://
doi.org/10.1186/1297-9686-29-1-5.

Browett, S., McHugo, G., Richardson, I.W., Magee, D.A., Park, S.D.E., Fahey, A.G.,
Kearney, J.F., Correia, C.N., Randhawa, I.A.S., MacHugh, D.E., 2018. Genomic
characterisation o the indigenous irish kerry cattle breed. Front. Genet. 9 https://
doi.org/10.3389/gene.2018.00051.

Bruord, M.W., Bradley, D.G., Luikart, G., 2003. DNA markers reveal the complexity o
livestock domestication. Nat. Rev. Genet. https://doi.org/10.1038/nrg1203.

Caballero, A., Toro, M.A., 2000. Interrelations between eective population size and
other pedigree tools or the management o conserved populations. Genet. Res. 75,
331–343. https://doi.org/10.1017/S0016672399004449.

Cervantes, I., Goyache, F., Molina, A., Valera, M., Gutiérrez, J.P., 2011. Estimation o
eective population size rom the rate o coancestry in pedigreed populations.
J. Anim. Breed. Genet. 128, 56–63. https://doi.org/10.1111/j.1439-
0388.2010.00881.x.

CGRFA, 2013. Drat Guidlines on in Vivo Conservation o Animal Genetic Resources, En.
FAO, Rome, pp. 1–174.

Dunner, S., Checa, M.L., Gutierrez, J.P., Martin, J.P., Cañon, J., 1998. Genetic analysis
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Oravcová, M., Krupa, E., 2011. Pedigree analysis o the ormer Valachian sheep. Slovak
J. Anim. Sci. 44, 6–12.
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indigenous breeds. Assessment of their genetic variability could identify more valuable animals or 
lineages for breeding. In the Czech Republic, there are 28 FAO registered transboundary sheep from 
a total of 36 registered breeds (FAO, 2020). After the year 1989, most of the breeds imported from 
western Europe were bred with local populations by absorbent crossing. Czech populations of the 
same breeds could be so quite genetically distant from western populations and more diverse in 
comparison to western countries. This study aimed to investigate the genetic diversity through 
microsatellite (STR) markers analysis of sheep breeds in the Czech Republic. 

 

2 Material and methods 

2.1  Animal sampling and molecular analysis 

Data were from parentage testing, which was going on in the Czech Republic from 2010 to 2015. The 
original dataset consisted of 15,041 animals representing 30 sheep breeds. Four of them were 
excluded from the analysis due to the low number of animals (<25). The reduced dataset included 
14,999 individuals from 26 breeds: Alpine (AL, n = 106), Berrichon du Cher (BE, n = 251), Cameroon 
(CA, n = 225), Clun Forest (CF, n = 364), Dorper (DP, n = 34), East Frisian (EF, n = 491), German 
Black-headed (GB, n = 88), German Grey Heath (GG, n = 297), Hampshire (HA, n = 116), Charollais 
(CH, n = 764), Jacob (JA, n = 40), Kent (KE, n = 1,288), Kerry Hill (KH, n = 59), Lein (LE, n = 37), 
Lacaune (LA, n = 1,085), Merinolandschaf (ML, n = 324), Oxford Down (OD, n = 458), Ouessant (OU, 
n = 88), Romanov (RO, n = 764), Sumava (SU, n = 474), Skudde (SD, n = 31), Shetland (SH, n = 54), 
Suffolk (SF, n = 5,343), Valachian (VA, n = 340), Texel (TE, n = 1,269), and Zwartbles (ZW, n = 609). 

The minimum animal genotyping call rate for STR markers was set to 99.5%. Of the 25 STR markers 
used in parentage testing, only 11 (CSRD247, D5S2, INRA005, INRA063, MAF065, MAF209, 
MAF214, MCM527, OARCP049, OARFCB020, and SPS115) met this threshold. Except for SPS115, 
all listed STR markers are recommended by ISAG/FAO for parentage testing in sheep. 

2.2 Statistical analysis 

Most of the basic genetic diversity estimators including the effective number of alleles, observed 
heterozygosity, expected heterozygosity, mean number of alleles per locus, Wright’s F statistics and 
Shannon’s information index were computed using GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse, 2006; Peakall 
and Smouse, 2012). Polymorphic information content was calculated by Cervus 3.0.7 (Kalinowski et 
al., 2007). Test of Hardy-Weinberg equilibrium was performed in the internet version of GENEPOP 
(Raymond and Rousset, 1995; Rousset, 2008) by Markov Chain Monte Carlo method 
(dememorisation 1,000, batches 100, iterations per batch 5,000). Subsequently, Wright’s FST index
according to Weir and Cockerham (1984), Nei’s standard genetic distance described by Nei (1978) 
and GST as an analogue to FST adjusted for bias were calculated by GenAlex 6.5 (Peakall and 
Smouse, 2006; Peakall and Smouse, 2012). The FST and GST were calculated using 999 permutations 
and 1,000 bootstraps. 

 

3 Results and discussion 

In this study, 26 sheep breeds reared in the Czech Republic were investigated through STR markers 
analysis. A total of 180 alleles across the 11 analysed STR markers were detected. All of them 
indicated deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (Table 1), which signalises a high impact of 
factors such as migration, gene flow or relatives mating on the genetic variability conserved in the 
dataset. Evaluation of each locus in concrete population revealed that less than 26 % of deviations 
were significant (P < 0.05) (data not shown). The number of alleles per locus ranged from 8 (D5S2) to 
27 (OARCP049) (data not shown). All the studied loci were polymorphic in each breed, except for 
locus CSRD247 in DP population (data not shown). Only 27 private alleles were found in 16 breeds,
10 of them exceeded more than 0.5 % frequency. The highest frequency of private alleles, 
approximately 45 %, was detected in LA. The highest number of private alleles (5) was reported for 
loci INRA063 and OARCB020 (data not shown). 

The mean number of alleles ranged from 3.727 (KH) to 12.273 (SF) (Table 2). Mean number of alleles 
per breed was similar to the study of Tolone et al. (2012), who analysed Comisana, Pinzirita, Sarda 
and Valle del Belice Sicilian breeds and reported values from 5.66 to 9.44. Mean number of alleles per 
locus across analysed breeds was also in agreement with the study of Naqvi et al. (2017) in Pakistan 
breeds (5.73 to 7.62), Othman et al. (2016) in local Egyptian breeds (5.82 to 8.18) and Loukovitis et al. 
(2016) in 13 local Greek breeds (4.59 to 7.34). 
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Informativeness of surveyed loci and breeds was evaluated through Shannon’s information index and 
polymorphic information content (Table 1). Shannon’s information index is not so widely used for 
genetic diversity as for ecology diversity measures possibly due to its difficult interpretation (Hennink 
and Zeven, 1990). Generally, it reflects the level of genetic markers effectiveness and genetic diversity 
inside the population (Moravčíková et al., 2016). The average Shannon’s information index across loci 
showed informativeness at level 1.361. Similarly, the polymorphic information content pointed to the 
high level of polymorphisms across analysed STR markers, and only MAF214 showed a value lower 
than 0.5.  

Average expected heterozygosity over loci ranged from 0.491 (MAF214) to 0.754 (OARFCB020) 
(Table 1). The highest average expected heterozygosity was observed for SU (0.790) and the lowest 
for CA (0.509) (Table 2). Similarly, the observed heterozygosity was the highest for SU (0.792) and the 
lowest for CA (0.493). The fact that SU breed had the greatest heterozygosity is quite surprising. SU is
one of the Czech autochthonous breeds and has been included in the program of Czech genetic 
reserves since 1992, and therefore no hybrids should appear in the studbook since then. This
indicates that even if the gene pool of SU is limited by small population size, its management is better 
compared to evaluated transboundary breeds. Except for CA, GG, CH, OU, RO, and SF, the expected 
heterozygosity was lower than the observed (Table 2). The level of heterozygosity within breeds was 
in agreement with previous studies in different sheep breeds (Peter et al., 2007; Jyotsana et al., 2010; 
Jawasreh et al., 2018; Bravo et al., 2019). In general, the results showed that the heterozygosity 
across and within breeds was sufficient concerning the potential loss of genetic diversity in the next 
generations. 
 

Table 1 Mean number of alleles (MNA), effective number of alleles (NE), Shannon’s information index 
(I), polymorphic information content (PIC), observed (HO) and expected heterozygosity (HE), FIS index, 
95 % confidence interval (FIS 95 %), and Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) computed for each locus

Locus MNA NE I 1 PIC HO HE FIS FIS 95 % HWE 

CSRD247 7.077 2.798 1.142 0.645 0.592 0.582 -0.011 -0.039; 
0.041 

*** 

D5S2 4.308 2.640 1.077 0.580 0.624 0.602 -0.034 -0.064;
0.04> 

*** 

INRA005 8.962 4.273 1.612 0.840 0.739 0.736 -0.004 -0.021; 
0.025 

*** 

INRA063 8.692 3.611 1.474 0.777 0.720 0.698 -0.032 -0.056; 
0.036 

*** 

MAF065 5.731 3.070 1.256 0.758 0.676 0.656 -0.031 -0.056; 
0.035 

***

MAF209 7.692 3.689 1.454 0.802 0.700 0.680 -0.026 -0.052; 
0.040 

*** 

MAF214 4.923 2.214 0.891 0.452 0.500 0.491 -0.018 -0.041; 
0.035 

*** 

MCM527 6.000 3.336 1.319 0.773 0.689 0.669 -0.032 -0.060; 
0.043 

*** 

OARCP049 9.692 4.561 1.669 0.876 0.773 0.749 -0.034 -0,056;
0.034 

*** 

OARFCB020 8.192 4.360 1.606 0.850 0.776 0.754 -0.029 -0.045; 
0.024 

*** 

SPS115 7.346 3.893 1.471 0.841 0.724 0.707 -0.021 -0.052; 
0.048 

*** 

Mean 7.147 3.495 1.361 0.745 0.683 0.666 -0.025

Standard error 0.187 0.080 0.023 0.038 0.009 0.008 0.004   

 *** = P < 0.001 
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Table 2 Number of individuals (N), mean number of alleles (MNA), effective number of alleles (NE), 
Shannon’s information index (I), observed (HO) and expected (HE) heterozygosity, and FIS index 
computed for each sheep breed 

Breed N MNA NE I HO HE FIS 

AL 106 5.091 3.218 1.305 0.738 0.671 -0.096 

BE 251 6.909 3.264 1.319 0.682 0.662 -0.028 

CA 225 5.545 2.280 0.987 0.493 0.509 0.036 

CF 364 6.545 3.352 1.324 0.658 0.653 -0.005 

DP 34 4.636 3.123 1.181 0.628 0.614 -0.021 

EF 491 6.182 2.439 1.080 0.558 0.556 -0.002 

GB 88 7.636 3.997 1.476 0.736 0.703 -0.049 

GG 297 8.000 4.013 1.533 0.723 0.725 0.001 

HA 116 6.909 4.015 1.486 0.726 0.702 -0.036 

CH 764 9.636 3.685 1.508 0.694 0.698 0.004 

JA 40 4.636 2.892 1.171 0.625 0.612 -0.019 

KE 1,288 9.636 4.117 1.547 0.714 0.711 -0.003 

KH 59 3.727 2.571 1.032 0.630 0.572 -0.094 

LE 37 4.636 2.906 1.167 0.683 0.610 -0.110 

LA 1,085 10.000 4.522 1.653 0.744 0.735 -0.012 

ML 324 10.000 4.552 1.676 0.766 0.759 -0.009 

OD 458 7.000 3.449 1.345 0.694 0.680 -0.018 

OU 88 4.818 3.073 1.208 0.634 0.649 0.022 

RO 764 7.727 3.571 1.373 0.675 0.680 0.008 

SU 474 10.273 5.024 1.810 0.792 0.790 -0.002 

SD 31 4.364 2.862 1.141 0.654 0.608 -0.075 

SF 5,343 12.273 3.783 1.469 0.672 0.673 0.001 

SH 54 5.727 3.763 1.434 0.785 0.717 -0.094 

TE 1,269 9.000 3.221 1.375 0.674 0.667 -0.011 

VA 340 8.273 3.777 1.495 0.732 0.715 -0.024 

ZW 609 6.636 3.403 1.292 0.649 0.641 -0.009 

AL – Alpine; BE - Berrichon du Cher; CA – Cameroon; CF – Clun Forest; DP – Dorper; EF – East 
Frisian; GB – German Black-headed; GG – German Grey Heath; HA – Hampshire; CH – Charollais; 
JA – Jacob; KE – Kent; KH - Kerry Hill; LE – Lein; LA – Lacaune; ML – Merinolandschaf; OD – Oxford 
Down; OU – Ouessant; RO – Romanov; SU – Sumava; SD – Skudde; SH – Shetland; SF – Suffolk; 
VA – Valachian; TE – Texel; ZW – Zwartbles 

 

The average FIT value (0.146) showed the prevalence of homozygotes in the analysed dataset (Table 
3). However, the FIS values indicated that at the intra-population level most of the breeds were not 
significantly affected by inbreeding (mean FIS = -0.025) (Table 2). Only six breeds (CA, GG, CH, OU, 
RO, and SF) showed a slight deficiency of heterozygotes, with CA exhibiting the strongest decrease of 
heterozygosity (FIS = 0.036) (Table 2). Such value close to zero could be hardly considered as 
inbreeding. More interesting is that most of the FIS values were negative (Table 2), similarly to the 
study of Niu et al. (2012). This point to prevailing outcrossing within breeds.  

The genetic differences among breeds were quite remarkable, according to average FST (0.168) and 
GST (0.164) (Table 3). Individual variation affected 83.2% of total diversity, and 16.8% of genetic 
similarity was caused by inter-population reduction in heterozygosity. Genetic differentiation among 
the analysed breeds was higher than that reported in five Moroccan sheep breeds (3.6%; Gaouar et 
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al., 2016), Saudi Arabia sheep (3.6 %; Mahmoud et al., 2020), three Colombian indigenous sheep 
(5.4 %; Ocampo et al., 2017) and 10 Iranian fat-tailed breeds (2 %; Vahidi et al., 2016). Our results are 
similar to values reported for breeds reared in Kosovo and Albania (13.9 %; Hoda and Bytyqi, 2017), 
Namaqua Afrikaner sheep from South Africa (10.6 %; Qwabe et al., 2013), or to a comparative study 
focused on Punjab Urial sheep (15.9 %; Pichler et al., 2017). 
 
Table 3 Wright’s F statistics and Nei’s GST 

Locus FIS FIT FST GST 

CSRD247 -0.017 0.224 0.237 0.234 

D5S2 -0.035 0.122 0.152 0.148 

INRA005 -0.003 0.160 0.163 0.159 

INRA063 -0.032 0.127 0.154 0.151 

MAF065 -0.030 0.139 0.164 0.161 

MAF209 -0.030 0.136 0.161 0.157 

MAF214 -0.018 0.162 0.177 0.174 

MCM527 -0.030 0.139 0.164 0.161 

OARCP049 -0.032 0.134 0.160 0.157 

OARFCB020 -0.029 0.106 0.131 0.128 

SPS115 -0.025 0.161 0.181 0.178 

Mean -0.026 0.146 0.168 0.164 

Standard error 0.003 0.009 0.008 0.025 
 

Table 5 Comparison of pairwise FST between the same breeds in the present study (CZ) and in the 
Hungarian study (HU) of Neubauer et al. (2015) 

Breeds CZ HU 

CH vs. LA 0.047 0.730 

CH vs. ML 0.058 0.118 

CH vs. GB 0.052 0.076 

CH vs. SF 0.054 0.084 

CH vs. TE 0.059 0.149 

LE vs. ML 0.082 0.067 

LE vs. GB 0.050 0.051 

LE vs. SF 0.052 0.066 

LE vs. TE 0.060 0.071 

ML vs. GB 0.041 0.094 

ML vs. SF 0.054 0.099 

ML vs. TE 0.063 0.122 

GB vs. SF 0.049 0.052 

GB vs. TE 0.054 0.096 

SF vs. TE 0.065 0.111 

GB – German Black-headed; CH – Charollais; LA – Lacaune; LE – Lein; ML – Merinolandschaf; SF – 
Suffolk; TE – Texel 

Pairwise FST values among all breeds are reported in Table 4 (see page 46). The FST showed that, 
overall, LA, SU, and ML are less distinctive than any other breed. Neubauer et al. (2015) studied 
genetic diversity of CH, LA, ML, GB, SF, and TE breeds based on STR markers and they reported 
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different genetic relationships among breeds compared to our study (e.g. CH vs. TE ). A full 
comparison is provided in Table 5.  

According to Nei's genetic distances (Table 4, see page 45), the highest genetic similarity was found 
between ML and LA breeds (0.179), while the genetically most distant breeds were ZW and CA 
(1.838). The CA seems the most distant to other breeds followed by SD, OU and DP. However, results 
should be interpreted with caution because some genotypes were missing (8 % in KH, locus D5S2; 
25 % in OU, locus MCM527; 25 % SU, locus MCM527). Jawasreh et al. (2018) observed similar 
genetic distances for SF vs. RO (0.42), but different for CH vs. SF (0.41) and RO vs. CH (0.24). 
Nevertheless, this could be caused by a partially divergent set of STR markers. 
 
4 Conclusions 

In summary, this study through 11 highly polymorphic STR markers revealed good genetic 
management in most of the studied sheep breeds. Negative values of Wright's fixation indexes 
indicated breeding of genetically distant animals or exchange of unrelated individuals between 
populations and farms. Only CA, GG, CH, OU, RO, and SF breeds deviated from this scheme. For 
these populations, it would be beneficial to reconsider existing breeding schemes or introduce genetic 
material from abroad. Analysed breeds were genetically distinguishable from each other. However, 
some of them (LA, SF, and ML) exhibited a high level of similarity. Generally, the monitored breeds 
showed sufficient genetic variability that reflects correct breeding practices in particular farms. 
However, it is necessary to consider that the genotyping data come from parentage testing (production 
of breeding rams), which may bias the overall view on the gene pool of selected breeds in the Czech 
Republic. 
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a b s t r a c t

Wallachian and Sumava sheep are autochthonous breeds that have undergone a significant bottleneck
effect and subsequent restoration efforts. The first objective of this study was to evaluate the degree of
genetic variability of both breeds and, therefore, the current management of the breeding. The second
was to determine whether these two breeds still retain their genetic uniqueness in relation to each other
and other breeds, despite regenerative interventions. Our data consisted of 48 individuals of Sumava and
37 individuals of Wallachian sheep. The comparison data contained 25 other breeds (primarily European)
from the HapMap dataset generated by the International Sheep Genomics Consortium. When comparing
all 27 breeds, the Czech breeds clustered with 15 other breeds and formed a single branch with them
according to Nei’s distances. At the same time, however, the clusters of both breeds were integral and
easily distinguishable from the others when displayed with principal component analysis (PCA).
Population substructure analysis did not show any common genetic ancestry of the Czech national breeds
and breeds used for regeneration or, eventually, breeds whose ancestral population was used for regen-
eration. The average values of FST were higher in Wallachian sheep (FST = 0.14) than in Sumava sheep
(FST = 0.08). The linkage disequilibrium (LD) extension per autosome was higher in Wallachian than in
Sumava sheep. Consequently, the Ne estimates five generations ago were 68 for Sumava versus 34 for
Wallachian sheep. Both native Czech breeds exhibit a wide range of inbreeding based on the excess of
homozygosity (FHOM) among individuals, from 0.04 to 0.16 in Sumava and from 0.13 to 0.12 in
Wallachian. Average inbreeding based on runs of homozygosity was 0.21 in Sumava and 0.27 in
Wallachian. Most detected runs of homozygosity (ROH) were less than 5 Mb long for both breeds.
ROH segments longer than 15 Mb were absent in Wallachian sheep. Concerning putative selection signa-
tures, a total of 471 candidate genes in Wallachian sheep within 11 hotspots and 653 genes within 13
hotspots in Sumava sheep were identified. Czech breeds appear to be well differentiated from each other
and other European breeds. Their genetic diversity is low, especially in the case of the Wallachian breed.
Sumava is not so threatened by low diversity but has a larger share of the non-native gene pool.
Ó 2022 The Author(s). Published by Elsevier B.V. on behalf of The Animal Consortium. This is an open

access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Implications

The genetic diversity of small breeds can be threatened by
inbreeding depression and inappropriately performed regenera-
tion. The results of this study show that both breeds retain their
genetic differences from the breeds directly used for regeneration
or their closely related breeds after more than 50 years since the
regenerative interventions. However, at the time, it is clear that
this is not a permanent solution for populations of this type. The

breeds are again threatened by inbreeding. This study demon-
strates the importance of monitoring genetic variability in small
breeds for early intervention in breeding management, which can
prevent its further losses.

Introduction

In a worldwide climate-changing scenario, keeping animals
adapted to harsh environmental conditions becomes increasingly
important. In this sense, local sheep breeds constitute an important
genetic resource due to their rusticity and adaptability to various
agroecological environments. Despite this, more than 100 local

https://doi.org/10.1016/j.animal.2022.100690
1751-7311/Ó 2022 The Author(s). Published by Elsevier B.V. on behalf of The Animal Consortium.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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breeds of sheep and goats have been lost in the last few decades,
and a similar number of them face imminent extinction (FAO,
2022). This phenomenon is mainly caused by the spread of com-
mercial breeds with specialised production, the overuse of a small
number of rams (exacerbated by artificial insemination), and mod-
ern selection procedures (Kijas et al., 2012a).

In the Czech Republic, Sumava andWallachian sheep are breeds
characterised by their adaptability, resistance to harsh conditions
and suitability to extensive management systems in sub-
montane and montane regions (Ptáček et al., 2017). They are
breeds with very good grazing ability and walkability. Both breeds
have a tripartite efficiency (meat, milk, wool) and are included in
the Czech genetic reserves, in the case of Sumava sheep since
1992 and Wallachian sheep since 1999. Sumava sheep has a
genetic origin in Czech peasant sheep, but it did not obtain the sta-
tus of the breed until 1986 (Horák, 2012). Since the second half of
the last century, it has been regenerated by crossing with phyloge-
netically related breeds such as Texel, Cigaya, Lincoln, Kent, Leices-
ter, or Improved Wallachian sheep (Milerski, 2019a). Ancestors
Wallachian sheep came to the Czech lands around the 14th century
from the Eastern Carpathians. As with the Sumava sheep, the
improvement of Wallachian sheep started in the 1950s (Lincoln,
East Frisian sheep), which resulted in the emergence of an inde-
pendent Slovak Improved Wallachian sheep breed. However, in
the Czech Republic, the original Wallachian sheep was renewed
based on breeding a few individuals with the original phenotype
(Milerski, 2019b).

The crucial assumption for preserving local breeds is maintain-
ing their genetic diversity. However, breeding programmes find
this challenging because these populations are usually very small,
and inbreeding practices cannot be avoided (Liu et al., 2021). The
knowledge of the genetic variability, historical development and
kinship in the population is crucial for their conservation. For
Walachian and Sumava sheep, previous studies have analysed
within-breed genetic variability using pedigree and microsatellite
information (Machová et al., 2021, 2020). Nowadays, the availabil-
ity of medium- and high-density single nucleotide polymorphism
(SNP) arrays provides an opportunity to accurately investigate
genetic variability at the molecular level through the evaluation
of genome-wide linkage disequilibrium (LD) extension (Chitneedi
et al., 2017; García-Gámez et al., 2012; Getachew et al., 2020),
effective population size (Ne) (Chitneedi et al., 2017; Pasandideh
et al., 2020) and homozygosity analysis (Chitneedi et al., 2017;
Dzomba et al., 2021; Getachew et al., 2020). In livestock genetics,
runs of homozygosity (ROH) regions, consisting of continuous
homozygous loci assumed to originate from the same ancestor,
are commonly used for inbreeding detection (Addo et al., 2021;
Rodríguez-Ramilo et al., 2019; Signer-Hasler et al., 2019). Long
ROH segments indicate recent inbreeding (<5 generations),
whereas shorter segments indicate a more historical effect (50
generations), because of interruption due to recombination
(Mastrangelo et al., 2017; Meyermans et al., 2020b). The present
study aims to characterise the genetic diversity and inbreeding
levels in Sumava and Wallachian sheep using a medium-density
(50 K) SNP array and to compare our results with previous esti-
mates based on pedigree and microsatellite markers. Furthermore,
these two breeds are compared with other breeds of sheep (Kijas
et al., 2012a) to evaluate their relationship. Eventually, the infor-
mation provided by this study will drive the breeding management
of Sumava and Wallachian sheep.

Material and methods

Our dataset contained 85 DNA samples of two Czech indigenous
sheep breeds, Sumava (48) and Wallachian (37). Individuals were

randomly selected from farms in Northern Moravia and Southwest
Czechia, these breeds’ most important breeding areas. One individ-
ual from each family was selected from each breeding (unrelated
individuals). Sumava and Wallachian sheep come from 8 and 10
breedings, respectively. Nasal swaps were collected, which were
subsequently processed by the Neogen laboratory. In addition to
our original data, 25 different breeds (n = 1 028) from the Sheep
HapMap dataset generated by the International Sheep Genomics
Consortium (ISGC) were used to know the genetic relationships
of our populations with other breeds of sheep, mainly European.
The breeds taken from the ISGC dataset were as follows: African
Dorper (21), African White Dorper (6), Australian Suffolk (109),
Black Headed Mountain sheep (24), Castellana (23), Churra (90),
East Friesian Brown (39), East Friesian White (9), Finnsheep (99),
German Texel (46), Irish Suffolk (52), Karakas (18), Meat Lacaune
(78), Merinolandshaf (24), Milk Lacune (103), New Zealand Rom-
ney (24), Norduz (20), Old Norwegian Spaelsau (15), Rasa Arago-
nesa (22), Sakiz (22), Scottish Texel (80), Spael-white (32), Swiss
Black-Brown Mountain sheep (24), Swiss White Alpine sheep
(24), and Valais Blacknose sheep (24).

Genotyping and quality control

DNA samples corresponding to the Sumava and Wallachian
breeds were genotyped using GGP Ovine 50 K SNP bead chip (Neo-
gen) and Illumina GenomeStudio Software v2.0.5, with a total
number of 45 205 genotyped SNPs with known positions according
to the sheep reference genome Oar_Texel_v4.0. Only SNPs with GC
greater than 0.8 were used for further analysis. Quality control of
these SNPs was performed with PLINK v1.9 software (Chang
et al., 2015; Purcell and Chang, 2019). SNPs with minor allele fre-
quency (MAF) < 0.1, genotyping rate < 0.9 and Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) P < 106 were excluded. In the second step,
individuals with more than 10% of missing genotypes and sex chro-
mosomes were also excluded from the data set.

To make our data mergeable with those obtained from ISGC
genotyped on the 50 K Illumina ovine bead chip, it was necessary
to use only common SNPs for both chips. We performed an addi-
tional quality control procedure to merge both datasets, applying
the parameters described previously for Czech breeds, except for
the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) threshold, which was
increased to P < 105. Additionally, LD pruning was performed for
comparative analysis between breeds. Independent pairwise com-
mand parameters were set to the size of the SNP window of 50, the
number of SNPs per step 5, and the r2 threshold to 0.2. Based on
these settings, 10 780 SNPs and 1 113 individuals were kept for
further analysis.

Linkage disequilibrium

Using the SNPs remaining after the quality control step for
Sumava and Wallachian sheep, we used Haploview v4.2 software
(Barrett et al., 2005) to calculate LD for each pair of SNPs, using
the commands ld-window-kb 1 000 and ld-window-r2 0. In the
first step, a comparison among physical distances between pairs
of markers was made (<20 kb, 20–40 kb, 40–60 kb, 60–100 kb,
100–200 kb, 200–500 kb, 0.5–1 Mb). In the second step, all pair-
wise LD combinations of SNPs with a distance smaller than
500 kb apart were computed separately for both breeds and all
autosomes. The average LD and average LD of adjacent SNPs across
each chromosome were also calculated.

Genetic diversity, inbreeding and effective population size

Genetic diversity within Sumava and Wallachian sheep popula-
tions was estimated by calculating the observed heterozygosity
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(HO) and expected heterozygosity (HE) were computed with PLINK
v1.9. The inbreeding coefficient (FHOM) based on observed versus
expected heterozygosity was also estimated using PLINK. To com-
pare absolute levels to these relative levels of inbreeding, the
inbreeding coefficient based on ROH (FROH) was also computed
with SNP1101 v1.0 (Sargolzaei, 2014). Two different estimates
for FROH were used. The first is based on a comparison of the total
length of ROH with the full length of the genotype FROH/length, and
the second is based on a proportion of SNPs included in the ROH
to the total number of genotyped SNPs FROH/SNPs.

Effective population size (Ne) trends for these breeds were esti-
mated from LD as implemented in SNeP v1.1 (Barbato et al., 2015).
This approach of Ne estimation across generations is based on the
relationship between LD decline and distance between adjacent
markers in the presence of mutations (Corbin et al., 2012):

NTðtÞ ¼ 4f ctð Þð Þ1ðE r2adj ctj
h i1

 /Þ;

where NT(t) is the effective population size t generations ago com-
puted as t = (2f(ct))1 (Hayes et al., 2003), and ct is the specific
recombination rate for a certain physical distance between the
SNPs. For this study, Sved and Feldman’s approximation was used
(Sved and Feldman, 1973) for the recombination rate modification.
r2adj is the LD adjusted for sampling bias, and a is a constant correct-
ing the occurrence of mutations. For our analysis, values of minor
allele frequency (MAF) and / were set to 0.1 and 2.2, respectively,
as investigated by (Corbin et al., 2012). To make our outputs more
comparable to previous studies, the maximum distance between
SNPs was set at 10 Mb to estimate Ne since the fifth generation
(Addo et al., 2021; Deniskova et al., 2019; Liu et al., 2021;
Mastrangelo et al., 2017). An adjustment of r2 was also performed
due to the limited sample size.

Population differentiation, principal component analysis, and model
base structure

The pairwise FST matrix (Weir and Cockerham, 1984) among all
27 populations was calculated using HIERFSTAT (Goudet, 2005) in
R (R Core Team, 2020). Genetic relatedness based on a variance-
standardised relationship matrix was used to perform a principal
component analysis (PCA).

The neighbour-joining trees were modelled based on Nei’s dis-
tance matrix computed and visualised in R. SNPs without genomic
information in at least one sample were removed (847 SNPs). The
number of clusters was selected according to the lowest value of
the Bayes information criterion.

Taking into account the expected historical admixture of the
Czech autochthonous breeds (Sumava and Wallachian) with the
East Friesian White and Brown, German Texel, and New Zealand
Romney breeds, we selected these six populations to investigate
their admixture and their genetic structure with ADMIXTURE
v1.3.0 (Alexander et al., 2009). The most probable number of clus-
ters (K) in the data set was obtained using the default cross-
validation procedure based on the estimation of the prediction
errors for each K (Alexander and Lange, 2011).

Runs of homozygosity analysis

The identification of ROH for Sumava andWallachian sheep was
carried out with the PLINK v1.9 program. The settings were as fol-
lows: minimum length of ROH – 1 Mb; maximum missing SNPs in
ROH per window – 2; maximum heterozygous SNPs per window –
1; minimum scanning window hit rate – 0.05; the maximum gap
between adjacent SNPs and minimum SNP density per ROH was
set as in Abied et al. (2020) – 250 kb and 70 kb, respectively; scan-
ning window and minimum number of SNPs in ROH (l) were 18 kb

for both, as recommended by (Meyermans et al., 2020a). Our value
18 of the minimum number of SNPs (l) was calculated according to
the formula (Purfield et al., 2017), originally proposed by (Lencz
et al., 2007), to minimise false-positive ROH:

l ¼ loge / =ns  nið Þ=ðloge 1 hetð ÞÞ

where ns is the number of genotyped SNPs per individual; ni is the
number of genotyped individuals of the breed; / (set for our study
at 0.05) means the percentage of false-positive ROH, and het is the
mean heterozygosity computed for all SNPs. Values after the first
pruning were substituted. The same value was obtained for both
Wallachian and Sumava sheep.

All identified ROH were subdivided into four categories by
length (1–5 Mb, 5–10 Mb, 10–15 Mb, >15 Mb). Only the first three
categories were needed for theWallachian sheep. The average den-
sity of SNPs and the average number of ROH per individual were
estimated for each category, as well as the count of ROH on each
chromosome.

For the detection of ROH islands (or ROH hotspots, in other
words), an approach based on the percentage of occurrence of SNPs
in ROH was chosen. PLINK v1.9 generated output from ROH detec-
tion was used for the calculation – the number of certain SNP
occurrences divided by the number of animals in each breed. The
top 1% of most frequently observed SNPs in ROH were selected
as potential genomic regions highly associated with ROH in each
breed. SNPs with greater frequency than 1% and a distance  1 Mb
between themselves were identified as ROH islands. The number of
genes contained in each ROH island was determined in the
National Center for Biotechnology Information database (NCBI,
2015) based on the range between the first and last SNPs of each
ROH. Additionally, 0.5 Mb was subtracted/added to the chromo-
some coordinates of these two SNPs to avoid the exclusion of some
genes based solely on the mismatch between the physical posi-
tions of the SNPs in the Oar_v4.0 genome assembly and our Neogen
BeadChip. Only genes with a complete sequence in the given range
were considered.

Results

Quality control

Of 45 205 SNPs genotyped in this study, 551 were duplicates,
134 SNPs were not mapped, and 241 were located on sex chromo-
somes. Thus, 44 654 SNPs mapped onto the 26 sheep autosomes
were subjected to quality control. Of the 97 genotyped animals,
all individuals had missed less than 10% of their genotype. The
number of markers for Sumava removed during quality control
was 8 405 SNPs: 1 134 SNPs were deleted due to low call rate
(<0.90); 5 737 SNPs did not reach minimum MAF (<0.1); 53 mark-
ers were not in HWE (P < 106). The number of markers for Wal-
lachian removed during quality control was 12 610 SNPs: 1 267
SNPs were deleted due to low call rate (<0.90); 9 819 SNPs did
not reach the minimal MAF (<0.1), and 43 markers were not in
HWE (P < 106). The total number of markers used in the Czech
breed analysis was 36 249 SNPs in Sumava and 32 044 in
Wallachian.

The total dataset for comparison with European breeds was cre-
ated based on identical SNPs. These 19 634 SNPs were also sub-
jected to quality control. Of the 1 113 genotyped animals, all
individuals had less than 10% of their genotype missing and passed
the quality control. The number of markers removed during the
quality control was 8 148 SNPs: no SNPs were deleted due to the
low call rate (<0.90); 100 SNPs did not reach the minimum MAF
(<0.1); additional 8 048 markers were not in HWE (P < 105).

K. Machová, H. Marina, J.J. Arranz et al. Animal 17 (2023) 100690

3



Subsequently, LD pruning excluded 706 additional SNPs. Therefore,
10 780 SNP markers were kept for further analysis.

Linkage disequilibrium

The LD decay for both studied breeds is presented in Fig. S1.
Autosomal SNP pairs were sorted into 20 kb bins according to their
increasing mutual distance. Then, an average value of r2 was calcu-
lated for each bin and plotted as a function of the genomic distance
between markers (SNPs). The shortest distances (up to 120 kb,
where ended the sharpest decrease) showed the highest r2 accord-
ing to expectations. r2 reached a value of 0.59 in the first bin 0–
20 kb in Sumava sheep; between 100 and 120 kb, it was 0.37 and
only 0.27 in the last bin. Wallachian sheep had overall higher val-
ues of r2, which started at 0.66 in the first bin, followed by a value
of 0.45 between 100 and 120 kb and ended with 0.33 at 5 Mb. The
decrease in r2 and D’ values depending on the physical distance of
the marker pairs in both breeds is shown in Table S1.

Higher levels of average LD per autosome were observed in
Wallachian than in Sumava sheep for all and adjacent SNPs. Overall
average values of r2 and D’ in Wallachian sheep led in the intervals
of 0.15–0.22 and 0.56–0.67, respectively. In Sumava sheep, these
intervals were 0.08–0.17 for the coefficient r2 and 0.37–0.53 for
the coefficient D’. Furthermore, chromosome 6 reached a signifi-
cantly higher level of LD in the Sumava breed compared to the
other autosomes included in the analysis. However, the Wallachian
breed did not show statistical differences in LD between
autosomes. Table S2 compares the average values of LD on each
chromosome for all SNP pairs and adjacent SNP pairs in both
breeds.

Genetic diversity and effective population size for Sumava and
Wallachian sheep

In the Sumava breed, 36 249 filtered loci with 96% polymorphic
SNPs remained on average. This value was significantly lower in
Wallachian sheep – only 74%. Furthermore, the observed heterozy-
gosity (HO) and the expected heterozygosity (HE) were slightly
higher in Sumava than in Wallachian sheep. Sumava showed
HO = 0.42 ± 0.11 and HE = 0.43 ± 0.08. In the Wallachian sheep,
HO = 0.41 ± 0.12 and HE = 0.40 ± 0.09. A total of 466 loci in the
Sumava and 255 loci in theWallachian breed deviated significantly
from HWE (P < 0.01).

An estimation of the effective population size (Ne) of both
breeds is depicted in Fig. 1. As expected, Sumava sheep had larger
Ne for all displayed generations thanWallachian sheep but suffered
approximately a steeper decline between the 60th and 600th gen-
eration. In the most recent time frame (five generations ago), the
Sumava breed had Ne = 68, and the Wallachian breed had Ne = 34.

Runs of homozygosity in Sumava and Wallachian sheep

There were 1 886 ROH in total in the Sumava breed and 1 995
ROH in the Wallachian breed. The distribution of ROH across all
chromosomes is shown in Fig. S2A and B for Sumava and Wal-
lachian sheep, respectively. Most detected ROH were less than
5 Mb long for both breeds. On average, the ROH of the Sumava
sheep were longer than that of the Wallachian and reached even
larger absolute lengths. However, Wallachian sheep showed ROH
longer on average in the categories 5–10 Mb and 10–15 Mb. Fur-
thermore, the mean density of SNPs in ROH was comparable in
both breeds. All these characteristics are explained in detail in
Table 1.

There were no shared ROH islands shared between the Wal-
lachian and Sumava breeds. Regarding the number of genes con-
tained in each ROH island ±0.5 Mb, a total of 471 candidate
genes were identified in Wallachian sheep distributed to 11 hot-
spots and 653 genes within 13 hotspots in Sumava sheep, as shown
in Table S3. The SNPs within the ROH hotspots above the 1%
threshold for Sumava and Wallachian sheep are shown in Fig. 2.

Inbreeding in Sumava and Wallachian sheep

The average inbreeding values for both Czech breeds are shown
in Table 2. Both breeds exhibit a wide range of inbreeding (FHOM)
among individuals, from  0.04 to 0.16 in Sumava and from 
0.13 to 0.12 in Wallachian (data not shown). Values obtained from
FROH were much higher on average, reaching 21% in Sumava and
27% in Wallachian sheep (data not shown). Based on the propor-
tion of SNPs in ROH (FROH/SNPs), the inbreeding estimate reached,
on average, slightly higher values than the one that considered
their length (FROH/length). Inbreeding based on the excess of homozy-
gosity mainly had very low to negative values, despite the presence
of animals with relatively high FHOM in the dataset.

PCA results are shown in Fig. 3. The principal components 1, 2
and 3 explained 24.4, 19.11 and 18.6%, respectively, of the total

Fig. 1. Estimates of the effective population size (Ne) for Sumava and Wallachian sheep for 5–960 generations ago.
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Table 1
Descriptive statistics for ROH in Sumava and Wallachian sheep.

N ROH Mean density ROH/individual Mean ROH length (b)

Sumava
1–5 Mb 1 626 58.839 21.021 2 913 387
5–10 Mb 234 61.066 3.271 2 951 468
10–15 Mb 23 59.575 0.313 3 036 947
15–20 Mb 3 48.874 0.042 6 369 466
Total 1 886 59.109 24.646 2 925 116

Wallachian
1–5 Mb 1 873 60.264 18.541 2 448 172
5–10 Mb 104 61.178 0.919 2 288 401
10–15 Mb 18 57.635 0.270 2 305 839
Total 1 995 60.288 18.541 2 438 559

Abbreviations: ROH = runs of homozygosity.

Fig. 2. Runs of homozygosity (ROH) hotspots lie above the redline representing a 1% threshold of SNPs incidence in the total number of ROH: (A) 0.208 for Sumava sheep and
(B) 0.343 for Wallachian sheep.

Table 2
Comparison of two types of inbreeding in Sumava and Wallachian sheep.

Breed FHOM ± SD FROH/length ± SD FROH/SNPs ± SD

Sumava 0.01 ± 0.039 0.06 ± 0.037 0.07 ± 0.036
Wallachian 0.02 ± 0.059 0.14 ± 0.045 0.14 ± 0.048

Abbreviations: ROH = runs of homozygosity; FHOM = coefficient of inbreeding based on the excess of homozygosity; FROH/length = coefficient of inbreeding based on ROH length;
FROH/SNPs = coefficient of inbreeding based on the proportion of SNPs in ROH.
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variation associated with breed distinctiveness according to their
variance-standardised relationship. Sumava and Wallachian sheep
tend to group with Sakiz, African Dorper, African White Dorper,
Karakaz, Norduz, Valais Blacknose sheep, German Texel, New Zeal-
and Romney, Swiss Black-Brown Mountain sheep, Swiss White
Alpine sheep, Merinolandshaf, Meat Lacaune and Castellana.

Values of the fixation index were computed for each pair of
breeds. The resulting matrix of relative genetic distinctiveness is
displayed in Table S4. The most different breeds, according to the
average of the FST values, seemed to be both African Dorpers and
both breeds of East Frisian sheep, followed by Sakiz, Wallachian
sheep, and Valais Blacknose sheep. In contrast, Sumava sheep
showed low differentiation from Rasa Aragonesa, Castellana, Aus-
tralian Suffolk and both Lacaune populations. The highest FST val-
ues were observed when comparing African Dorper with East

Friesian White and East Friesian Brown sheep – FST = 0.215 and
FST = 0.213, respectively. The smallest difference (FST = 0.022) was
found between Milk and Meat Lacaune.

Fig. 4 shows the clustering of populations by neighbour-joining
trees based on Nei’s genetic distances among individuals when
comparing 15 (Fig. 4A) and 6 (Fig. 4B) breeds, respectively. The
15 breeds are those that cluster together in PCA analysis. The six
populations are those that, based on historical information, have
an expected relationship to Czech autochthonous breeds. The
graphical representation of the entire data set (27 populations)
includes six clusters and is depicted in Fig. S3. In the last graph,
German Texel and Scottish Texel clustered together, Norduz with
Finnsheep and the two Spaels. Individual branches were observed
for both Suffolks and the two East Friesian populations. The rest of
the included breeds remained undistinguished. For the 15 selected

Fig. 3. Results of the principal component analysis based on a variance-standardised relationship matrix performed on the 27 sheep breeds included in this study.
Abbreviations: ADP = African Dorper; AWD = African White Dorper; ASU = Australian Suffolk; BHM = Black Headed Mountain sheep; CAS = Castellana; CHU = Churra;
EFB = East Friesian Brown; EFW = East Friesian White; FIN = Finnsheep; GTS = German Texel; ISF = Irish Suffolk; KRS = Karakas; MLC = Meat Lacaune; MLA = Merinolandshaf;
LAC = Milk Lacune; ROM = New Zealand Romney; NDZ = Norduz; NSP = Old Norwegian Spaelsau; RAA = Rasa Aragonesa; SKZ = Sakiz; STX = Scottish Texel; NSW = Spael-
white; SUM = Sumava sheep; SBS = Swiss Black-Brown Mountain sheep; SWA = Swiss White Alpine sheep; VAL = Wallachian sheep; VBS = Valais Blacknose sheep.
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breeds, only three populations made their own branches: German
Texel, Valachian Blacknose, and Wallachian sheep. Sakiz, African
Dorpers, Karacas and Norduz created another cluster and the
remaining 7, the last one. The smallest dendrogram focused on
six breeds and consisted of only two multibreed branches. Sumava
and New Zealand Romney shared one of these clusters, and the
second was composed of both breeds of East Friesian sheep.

Model-based structure analysis

For population structure analysis (Fig. 5), the same six breeds
were chosen as for Fig. 4B. The most likely number of clusters
was K = 7. The common pattern of genetic ancestry showed only
East Friesian Brown and White; the rest of the breeds clustered
separately. A minor admixture of New Zealand Romney could be
found in Sumava and German Texel.

Discussion

The conservation of livestock genetic resources constitutes a
challenging mission, even more so for breeds with limited popula-
tion size in a country where sheep farming constitutes only a
minority of livestock production. Regular evaluation of the results
of these efforts is therefore desirable. This study builds on two pre-
vious studies dealing with indigenous breeds of Czech sheep
(Machová et al., 2021, 2020). It provides the first overview of their
population structure and diversity based on SNP analysis. To obtain
a global context for our data, the 25 breeds of the ISGC database
were used to assess genetic similarity and the possible relation
between two Czech autochthonous breeds and other European
breeds. The number of samples represents 0.5–1% of the studied
populations. Due to the small population size of both breeds and
the selection of unrelated individuals, it is a sufficient amount for
the given type of genetic diversity type, and it is in agreement with
other published studies in other indigenous breeds (Ben Jemaa
et al., 2019; Eydivandi et al., 2020; Kumar et al., 2018; Mukhina
et al., 2022).

Sumava sheep had overall lower levels of inbreeding than Wal-
lachian sheep, which agrees with our previous results (Machová
et al., 2021, 2020). This could be due to its larger population or/
and regeneration efforts, which were more intensive than in Wal-
lachian sheep. High levels of FHOM are caused by animals with
heterozygosity higher than randomly expected at the genome-
wide level. No correlation between FHOM and FROH observed by
other authors (Ghoreishifar et al., 2020; Zhang et al., 2015) was
found in our data. FROH, as the absolute rate of inbreeding, reflected
comparable levels of inbreeding in Sumava with those found in
Ovino delle Langhe (0.052), Valle del Belice (0.067), and Sopravis-
sana (0.052) studied by Persichilli et al. (Persichilli et al., 2021).
Similar results were found in the Swiss indigenous breeds Bundner
Oberlander (0.615), Swiss Black- Brown Mountain (0.641), and
Swiss Mirror sheep (0.762) (Signer-Hasler et al., 2019). While the
inbreeding rate in Sumava can be classified as a better average
among autochthonous breeds, Wallachian sheep are among those
with higher values. When we compare our results with the Polish
Olkuska breed, FROH values 0.096, 0.124, and 0.082 found for three
sub-populations of this breed are higher than in Sumava but lower
than in Wallachian (Sobieraj-Kmiecik et al., 2020). In other Polish
breeds, the FROH values were similar to those obtained from Wal-
lachian: Świniarka (0.17), Wrzosówka (0.10) and Polish Merino of
Colored Variety (0.15) (Gurgul et al., 2021).

The identification of specific ROH showed, in some respects
contrasting results with the mean values of inbreeding. Even
though theWallachian showed higher values of inbreeding, includ-
ing the one based on ROH, the average number of ROH per individ-

ual was higher in the Sumava sheep. In addition, the average length
in Sumava reached 2.9 Mb, while Wallachian was only about
2.4 Mb. Animals from the Sumava breed also had more ROH than
those from the Wallachian breed. Thus, these results suggest that
while Wallachian ROH estimates are mainly products of the distant
past, Sumava length ROH indicate a relatively recent inbreeding,
which could have happened approximately-three generations
ago, according to cattle estimates (Ferenčaković et al., 2013). The
ROH islands can be used to identify specific selection signatures
throughout the breed genome, elucidating the genetic nature of
unique breed-specific traits (Liu et al., 2021). Domestication, artifi-
cial selection, and environmental influences have shaped these
breeds’ characteristics for centuries. Both Czech breeds do not
share any ROH hotspots, although they came from the same, rela-
tively small state. Nothing like this has been observed in national
breeds, even from significantly larger countries such as South
Africa (Dzomba et al., 2021), Russia (Yurchenko et al., 2019), China
(Liu et al., 2021), and India (Saravanan et al., 2021), where it would
be easier to believe a historically separated development. The most
probable explanation for the results obtained in Czech breeds will
be the insufficient size of the sample, a too strict selection thresh-
old for ROH islands, or the random selection of genetically very dis-
tant individuals.

Sheep generally have lower LD values than other domestic ani-
mals, such as cattle, pigs, and dogs (Al-Mamun et al., 2015). In
autochthonous Czech breeds, a rapid decline of LD was observed
after 25 kb. On average, higher levels of LD were observed in
Sumava than in Wallachian sheep. In the context of other breeds,
LD levels studied on SNPs distant < 50 kb and on 50 K SNP panel,
Sumava belongs to the average, while Wallachian showed high
levels of LD. For example, close values to the Sumava’s mean r2

value (r2 = 0.1) were found in Xinjiang type of Chinese Merino
(r2 = 0.13) (Liu et al., 2017), Frizarta (r2 = 0.09) (Kominakis et al.,
2017), Australian Merino (r2 = 0.12) (Al-Mamun et al., 2015) and
Santa Inêz (r2 = 0.05) (Alvarenga et al., 2018). Higher levels of LD,
like those from Wallachian sheep, are common for local breeds
such as Barbaresca (r2 = 0.18) (Nel et al., 2022), Churra (r2 = 0.17),
(García-Gámez et al., 2012) or Zandi (r2 = 0.18) (Ghoreishifar
et al., 2019). The average r2 found in Sumava between adjacent
SNPs lies somewhere between the values recorded by Zhao et al.
(Zhao et al., 2014) in Sunite (r2 = 0.12), German Mutton Merino
(r2 = 0.20) and Dorper (r2 = 0.22). However, the values of Sumava
are somewhat underestimated from this comparison because the
distance between syntenic SNPs in the study of Zhao et al. (Zhao
et al., 2014) was shorter (57 kb) than in ours (70–80 kb – data
not shown). The values among adjacent SNPs in Wallachian were
expectedly higher (r2 = 0 0.26), close to the breeds evaluated on
the High-Density SNP chip, like Lamb Supreme (r2 = 0.27), Primera
(r2 = 0.26), or Texel (r2 = 0.26) from New Zealand (Brito et al.,
2017).

The estimation of historical effective population size (Ne) by the
rate of LD decay is a widely spread method of modelling the evo-
lution of genetic diversity of populations (Chitneedi et al., 2017;
Liu et al., 2017; Nel et al., 2022; Prieur et al., 2017). The declining
trend Ne in both studied breeds is a predictable phenomenon, as
both Czech breeds are affected by reducing the effective size of
the population - a small number of breeding males, the bottleneck
effect, and the absence of migration (Charlesworth, 2009).
Although an increase in Ne has already been identified in livestock
populations (Brito et al., 2017; Prieur et al., 2017), most authors
have observed similar decline trends as in our study
(Ghoreishifar et al., 2019; Kominakis et al., 2017; Liu et al., 2021;
Moosanezhad Khabisi et al., 2021; Pasandideh et al., 2020;
Purfield et al., 2017), because the only long-acting mechanism that
reduces LD (and thus increases Ne computed from LD) is the long-
term effects of random mating and recombination (Qanbari, 2020;
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Fig. 4. Dendrogram based on Nei’s genetic distances between animals of 15 sheep breeds in 5 branches: blue branch = Wallachian sheep; red branch = Sakiz, African Dorper,
African White Dorper, Karakas, Norduz; yellow branch = Valais Blacknose sheep; green branch = German Texel; grey branch = New Zealand Romney, Sumava sheep, Swiss
Black-Brown Mountain sheep, Swiss White Alpine sheep, Merinolandshaf, Meat Lacaune, Castellana.Dendrogram based on Nei’s genetic distances between animals of 6
breeds in the four branches: blue branch = East Friesian Brown, East Friesian White; red branch = Wallachian sheep; yellow branch = German Texel; green branch = New
Zealand Romney, Sumava sheep. Abbreviations: ADP = African Dorper; AWD = African White Dorper; CAS = Castellana; EFB = East Friesian Brown; EFW = East Friesian White;
GTS = German Texel; KRS = Karakas; MLC = Meat Lacaune; MLA = Merinolandshaf; ROM = New Zealand Romney; NDZ = Norduz; SKZ = Sakiz; SUM = Sumava sheep;
SBS = Swiss Black-Brown Mountain sheep; SWA = Swiss White Alpine sheep; VAL = Wallachian sheep; VBS = Valais Blacknose sheep.
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Slatkin, 2008). Considering the last 40 generations, our findings are
very similar to those obtained from the German White-headed
Mutton population with the same methodology (Addo et al.,
2021). The German White-headed Mutton had Ne slightly over 50
animals in the past five generations, which remained from the
original 200 after a 35-generation-long decline (Addo et al.,
2021). The same trend of Ne, with significantly lower values com-
pared to other Sicilian breeds, was found in Barbaresca sheep by
Mastrangelo et al. (2017b). On the contrary, Kyrgyz breeds showed
notably higher values of Ne, between 176 and 660 animals in the
5th generation (Deniskova et al., 2019). Nosrati et al. (2021) com-
pared breeds among different locations and continents, and breeds
from Central Europe showed the lowest Ne drop curves; even so,
the two breeds we monitored would belong to the lowest among
them.

In the present study, the relationship between the two indige-
nous Czech breeds and other European sheep breeds was investi-
gated with various approaches (FST, PCA, Admixture, neighbour-
joining trees), and all of them pointed to their apparent unique-
ness. Both Czech breeds made homogeneous clusters without sig-
nificantly deviating individuals in the PCA graphical output based
on the variance-standardised relationship matrix. However, the
proximity of these breeds and among about 13 other European
breeds was evident. The neighbour-joining trees revealed only
one individual of Sumava sheep, who shared a common branch
with the Castellana and Rasa Aragonesa breeds. On a smaller scale,
the entire population of Sumava showed greater proximity to the
New Zealand Romney than the other breeds used for its regenera-
tion - East Friesian and Texel. However, not all of them were pre-
sent in our dataset, and a significant genetic influence of other
regenerative breeds thus cannot be excluded.

On the contrary, Admixture analysis revealed distinct ancestries
in Sumava, which remained stable in several K-values. Some even
affected almost the entire monitored genotype of the individual.
Nevertheless, this admixture should not be interpreted as the influ-
ence of one additional breed because the value of K estimates the
smallest number of populations involved in creating variability of
our selected six breeds, which is probably smaller than the number

of different events (bottlenecks, populations splits and mergings,
gene flow between a new population and its ancestral population,
. . .) that significantly affected the sample. In future, it would be
appropriate to check whether this is a remnant of historical
outcrossing or modern, created by including crossed animals in
the herdbook.

Calculated FST values can be divided into three categories based
on the degree of isolation of populations (from the least to the
most isolated): 0–0.05, 0.05–0.15, and 0.15–0.25 (Grasso et al.,
2014). Breeds from the same region traditionally have lower fixa-
tion indexes between pairs of them due to great gene flow among
populations, as was confirmed for the following sheep breeds: Ber-
ber and D’Man from Morocco; Hamra, Beni-Guil and Ouled-Djellal
from Algeria; Ouled-Djellal from Morocco; and Sardi and Timah-
dite from Northwest Africa, whose pairwise FST does not exceed
0.67 value (Belabdi et al., 2019). For goats kept in the same region,
the FST estimates were lower (<0.05) (Ouchene-Khelifi et al., 2018).
Although the same pattern was observed in various sheep breeds
and locations in the world, for example, in Tibet breeds, FST = 0.03 -
 0.09 (Xiong et al., 2020), in Sicilian breeds, FST = 0.03  0.05
(Mastrangelo et al., 2014), and in Kazakh breeds, FST = 0.02  0.04
(Pozharskiy et al., 2020). This is not the case for the two Czech
breeds analysed here, whose FST = 0.10 indicates only moderate
gene flow between them in a range typical for well-differentiated
breeds originating from different regions of Europe (Kijas et al.,
2012b). There is a strong correlation and consistency that allows
direct comparison between FST values obtained from microsatel-
lites and SNPs (Laoun et al., 2020; Zimmerman et al., 2020). Com-
pared to our previous study, the FST values obtained from the SNPs
array were almost double those obtained from the microsatellites
between Wallachian and Sumava and between them and other
breeds as well (Machová et al., 2020). The number of individuals
used in the previous study was significantly greater (Wal-
lachian = 340, Sumava = 474), but the overall variability detectable
by the markers was significantly lower, even though polyallelic
microsatellites were used (Machová et al., 2020).

Conclusions

In this study, we evaluated the genetic variability of two indige-
nous Czech sheep breeds based on a 50 K SNP-Chip panel and com-
pared it with 25 different breeds. Both breeds appeared to be well
differentiated between each other and among other European
breeds. Due to inbreeding and the effective population size, their
genetic diversity is low, especially in the case of the Wallachian
breed. Sumava, on the other hand, is facing a significant foreign
gene pool. This study identified several regions with a high degree
of homozygosity; further studies should focus on these regions to
determine breed-specific genes under the influence of selection.
The degree of genetic diversity within Sumava and Wallachian
breeds is roughly consistent with the results obtained from pedi-
grees and microsatellite markers, contrary to the degree of inter-
population genetic diversity (FST), which was significantly
different.
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Abstract: Mitochondrial DNA and nonrecombinant parts of Y-chromosome DNA are a great tool
for looking at a species’ past. They are inherited for generations almost unaffected because they do
not participate in recombination; thus, the time of occurrence of each mutation can be estimated
based on the average mutation rate. Thanks to this, male and female haplogroups guide confirming
events in the distant past (potential centers of domestication, settlement of areas, trade connections)
as well as in modern breeding (crossbreeding, confirmation of paternity). This research focuses
mainly on the development of domestic sheep and its post-domestication expansion, which has
occurred through human trade from one continent to another. So far, five mitochondrial and five
Y-chromosome haplogroups and dozens of their haplotypes have been detected in domestic sheep
through studies worldwide. Mitochondrial DNA variability is more or less correlated with distance
from the domestication center, but variability on the recombinant region of the Y chromosome is
not. According to available data, central China shows the highest variability of male haplogroups
and haplotypes.

Keywords: domestication; mitochondrial haplogroups; matrilineal inheritance; patrilineal inheritance;
Y chromosome haplotypes

1. Introduction

Domestic sheep (Ovis orientalis Linnaeus, 1758), together with domestic goat (Capra
aegagrus hircus Linnaeus, 1758), were among the first livestock to be domesticated through
several domestication events between the eleventh and eighth millennia BP [1–3]. Through-
out almost ten millennia, domestic sheep have spread with the help of man to almost all
continents, different climatic zones, and altitudes. This adaptability and production vari-
ability are naturally rooted in its genome. Indeed, most of this functional genetic diversity
comes from wild ancestors in which they have already been segregated [4,5]. Scientists
are increasingly seeking functional genes that cause this natural adaptability due to their
potential use in marker-assisted selection [6–8].

The urial (Ovis vignei Blyth, 1841) was first considered the main ancestor of domestic
sheep, and only after the number of chromosomes in individual related species of the genus
Oviswas revealed, the scientific public leaned towards the theory of a single ancestor, the
European mouflon (Ovis orientalis musimon Pallas, 1811) [9]. According to the latest findings
supported by several mtDNA haplotype studies [10–13], the direct ancestor of the domestic
sheep appears to be the Asian mouflon (Ovis gmelinii Gmelin, 1774), while a close relative of
the sheep, the European mouflon, appears only to be a feralized remnant of the originally
domesticated sheep. This statement was confirmed when the same retrotypes were found
in the Corsican, Cypriot, and Sardinian mouflons as in primitive Nordic sheep breeds [14].
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Modern breeds are characterized by a high frequency and fixation of the retrotype called
enJSRV-18. In contrast, primitive populations, including the European mouflon, do not
carry this retrotype. Instead, they either have a high frequency of enJSRV-7 or are generally
deficient in insertional polymorphic enJSRVs, including enJSRV-7 [14].

Molecular genetic methods provide information today on the dispersion and genetic
diversity of domestic sheep. Over the last few decades, significant progress has been made
in the genomic sequencing of animals, including sheep [15]. However, many methods
targeting specific sections of the genome are also used to study the genetic diversity of sheep:
the study of haplotypes (mitochondrial and non-recombinant parts of the Y chromosome),
autosomal microsatellite markers, and, most recently, single nucleotide polymorphisms,
SNPs [16]. With the increasing amount of genetic information available, our information on
the origin, development, adaptation mechanisms, and variability of livestock is becoming
more accurate [15]. For the study of development and origin, information from Y or mt
haplotypes of primitive national breeds, or even better directly from archaeological finds, is
particularly valuable [17]. Indigenous breeds are not expected to have a larger proportion
of newly introduced genes, as their development is closely linked to the development of
ethnic groups, which usually still breed them in the traditional pastoral way in certain
areas for many centuries and millennia [18–20].

Some studies even point to the possibility of using recombinant sections of gonosomes.
Diversity on the X chromosome and autosomal chromosomes in wild and domestic sheep
across continents revealed a decrease in the diversity of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) on the X chromosome compared to autosomes [21]. On the other hand, a smaller
number of selective SNPs are found on the X chromosome, probably because most target
loci and genes that are long-term are affected by human selection and are located on
autosomes. Chessa et al. [22] focused on these loci and demonstrated that even in the
functional regions of the sheep genome, there is considerable genetic variability, reflecting
years of adaptation, natural or artificial selection, migration, and crossing. They can,
therefore, also be used to study current biodiversity.

This review aims to summarize the current knowledge about the colonization disper-
sion of domestic sheep based on the two most used approaches to this issue, the study
of the variability of mitochondrial and nonrecombinant Y DNA. The meta-analysis in the
form of graphical outputs focused on recent local and transboundary breeds. Commercial
or improved breeds (e.g., Texel) were not included in the dataset.

2. Mitochondrial Haplogroups and Haplotypes

MtDNA is inherited through the maternal lineage and, thus, lacks recombination. At
the same time, it mutates five to ten times faster than nuclear DNA [23]. This may be due
to a lack of repair mechanisms or the formation of free radicals during the phosphorylation
process [24]. The hypervariable region of the mtDNA regulatory region is one of the most
available and effective markers for population genetic studies, which allows monitoring of
the maternal lineage of the gene pool and the related phylogenetic relationships, structure,
and diversity of the population [25].

Assuming that humans take only part of the animal population from the original
domestication center when colonizing new areas, mtDNA haplotype studies should logi-
cally reflect the geographical progression of the domestication of sheep. Thus, the greatest
diversity of mitochondrial haplotypes in sheep can be expected in the Eastern Mediter-
ranean [26]. For autosomal diversity or diversity on the X chromosome, no higher values in
the area of domestication were confirmed. Certainly, the recent breeds kept in these areas
no longer represent the genotype of the original thin-tailed sheep, which were one of the
first to spread further around the world [21].

Of the specific regions monitored in sheep mtDNA, researchers most often focus on
the D-loop region and the cytochrome-b-coding region [27]. More than 900 haplotypes
have been found for cytochrome b [28]. It is currently assumed that there are up to six
different haplogroups into which they can be divided, called A, B, C, D, E, and X. However,
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haplogroup X has so far only been described by a single study [29], and no subsequent
studies have confirmed its existence. Based on genetic material from archaeological finds,
it is assumed that there were originally more haplogroups and that some of them became
extinct [30]. A and B are the most common groups in sheep from Europe (B) and Asia
(A) and were also the first to be identified [10,31]. C is more genetically variable than the
previous two groups but has nothing in common with any wild-type sheep. To a small
extent, this type occurs in native Portuguese sheep, as well as in the Caucasus, the Middle
East, and Asia. The D and E haplogroups are two of the rarest and were found in the
North Caucasus region [26]. D also appears to be the haplogroup closest to the common
ancestor of sheep and mouflon [32]. The last haplogroup was found at the Anatolian
mouflon (Ovis gmelini anatolica Valenciennes, 1856), and it is very close to groups E and
C [29]. The period of formation of these haplogroups is assumed to be sometime in the
period of 5–35 thousand years ago, which is more than 150 thousand years later than the
expected separation of the Cypriot mouflon (Ovis gmelini ophion Blyth, 1841) [13,32].

In addition to the study of population dispersion, the mitochondrial genome is also
used for phylogenetic analyses of the genus Ovis. For example, according to a study that
analyzed mitochondrial cytochrome b sequences [13], argali (Ovis ammon (Linnaeus, 1758))
was the first of the genus Ovis to diverge in Europe. The Meadows collective came to a
somewhat different dating based on a study of complete mitogenomes in domestic and
wild sheep [33]. They determined a calibration point based on the sequence of cytochrome
b of an already extinct relative of the genus Myotragus, which separated 5.35 mya (million
years ago) [33]. Based on this, they estimated the cleavage of the two major mitochondrial
haplogroups, A and B, from the unfrequented C and E to 0.92 mya, and the separation of
C from E to 0.26 mya. Sanna’s team reached a different estimate of the diversification of
mitochondrial haplogroups on samples of whole mtDNA sequences (see Figure 1) [32].
The first separation of the two major branches of haplogroups (C, E and A, B, D) happened
0.3 mya, according to Sanna’s team. Haplogroup D (0.24 mya) was the first to be separated,
groups A and B (0.17 mya) were further distinguished, and C and E (0.12 mya) were the
last [32]. Table 1 provides a comparison of the estimates of five different studies of the three
main divergence points preceding the formation of individual mitochondrial haplogroups.

Table 1. Comparison of approximated divergence times in million years ago (mya) of Argali, Urial
and main mitochondrial haplogroup branches (A, B, D) between different studies.

Study Data Origin Times of Divergence in Mya

Argali Urial Branch of A, B,
D haplogroups

Rezaei et al. (2010) [13] Cytochrome b sequence 1.72 1.26 -
Meadows et al. (2011) [33] Whole mitogenome 2.13 - 0.92

Lv et al. (2015) [34] Whole mitogenome 2.93 2.60 0.89
Sanna et al. (2015) [32] Whole mitogenome 1.11 0.89 0.30
Deng et al. (2020) [35] Whole mitogenome 2.93 2.60 1.02

In any case, it is not possible to assume a connection between the divergence of
any of the five haplogroups and the post-domestication expansion, which according to
archaeological findings, dates as far back as the eighth millennium BP [3,36]. Based on
molecular genetic data, this may have happened two millennia earlier [14,35]. For lineage B,
a primary haplotype may have already been identified in 2019, when a lineage B haplotype
was found in the Sardinian mouflon and which was estimated to split about 110,000 years
ago, about 30,000 years earlier than the expected division of the European mouflon from
sheep lineage B [37].

The sheep probably got to North America by migrating from Asia across the Bering Strait.
Bighorn sheep (Ovis canadensis (Shaw, 1804)) and Alaskan sheep (Ovis dalli (Nelson, 1884)) are
monophyletic from the Siberian snow sheep (Ovis nivicola (Eschscholtz, 1829)) from which
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they separated about 1.6 million years ago [13]. Similar conclusions were reached in later
studies [32,38].

Figure 1. Root phylogram obtained by Bayesian inference from 28 haplogroups. The labels below the
nodes indicate bootstrap values for maximum similarity. Above the nodes are the molecular datings
in millions of years. Cluster 1 contains three groups, one with haplogroup E (RE), the other with
haplogroup C (RC), and the third with all Cypriot mouflons (CYM) and some Anatolian mouflons.
The second cluster has a total of four groups. Three haplogroups of domestic sheep were divided
according to haplotypes D, A, B (RD, RA, RB), and European mouflon (EUM). Some Anatolian
mouflons are also included in haplogroup A. BWS, AWS, UWSmeansOvis canadensis (bighorn sheep),
Ovis vignei (urial), and Ovis ammon (argali), respectively. Taken from [32].

2.1. Europe

The high diversity of sheep mitochondrial lineages could be due to domestication from
several developmentally related ancestors [32]. For this reason, the complete dominance
of haplogroup B mtDNA in Europe (Figure 2) indicates the expansion of the European
population from only a few individuals. Such a low diversity was already present in herds
in the Black Sea area before the Neolithic expansion [39]. With the Neolithic expansion,
progress through Europe accelerated. Sheep reached central Anatolia about 10,000 years
ago [1]. From there, two main dispersal routes led to Europe, via the Mediterranean Sea
and through the Danubian valley. These two European pathways were also confirmed by
research of small ruminant lentiviruses (SRLVs) [40]. The Mediterranean route led from
Cyprus through the Balkan Peninsula and the Apennine Peninsula to Corsica and Sardinia
from which northern Italy and southern France were further inhabited. Domesticated
sheep reached the Iberian Peninsula around 7500 BP. The Danube road led through river
valleys to Central Europe [1]. Sheep entered the Alps, either way, more than 5000 years
ago [41]. However, there was probably another dispersal route to Europe, which led
through Caucasus, Russia to northern Europe [11]. Lineage B was probably the first to
reach Finland, followed by lineage A in the early Middle Ages [42]. Lineage A has spread
across Europe through wool-refining efforts, but the origin of lineages C and D in Central
Europe remains unclear. They could have come to Europe with a prehistoric man or much
later, for example, during the Ottoman expansion [43]. This is consistent with the current
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findings of these two lineages, mainly in the Balkans and the Iberian Peninsula (Figure 3),
which has been under Arab rule for almost seven centuries.

Figure 2. The main dispersal routes of sheep from the place of domestication over Eurasia and Africa
estimated in thousands of years BP. A , B , C , D = routes of major mitochondrial lines [34,44];
1 = Mediterranean route [1,9]; 2 = Danubian route [1,9]; 3 = route to northern Europe [45]; 4 = routes of
ancient sea transport to the Indian subcontinent [46]; 5 = African routes [47–50]. Taken and modified
from [34].

Figure 3. Types and frequencies of mitochondrial haplogroups in different regions of the Eastern
Hemisphere. Color resolution of haplogroups: A , B , C , D , E. The data used to create this map
diagram with Power BI are a compilation of data from studies: [12,17–20,25,26,29,34,42–46,48–76].
On a scale of 21–866 samples per pie chart.
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2.2. Asia

The colonization of Asia was a little more complicated (Figure 2). The study evaluated
the optimal model based on the ABC analysis of mitochondrial lineages, which most likely
occurred during the colonization of Asia, and revealed the next three steps [34]:

1. Lineage A spread first to the Mongolian Plateau and the Indian subcontinent. Later, it
expanded from the Mongolian Plateau to northern and southwestern China. Accord-
ing to [77], lineage A was the most abundant lineage in ancient Bronze Age China
(95.5%). Its abundance increased from west to east.

2. Lineage B headed first on the Mongolian Plateau and colonized northern and south-
western China and India from there.

3. Lineage C also first colonized theMongolian Plateau. From there it headed to northern
China and then to the Indian subcontinent.

The fourth lineage, D, was also found in Central Asia, specifically in the south of the
Tibetan Plateau in one of the local breeds, Linzhou [44]. However, currently there are no
relevant estimates of the time or route of its arrival at this location.

The mainland route to Asia, however, may not have been the only one. Another
possibility of importing the maternal lineages A and B to India seems to be the sea route
from the ancient port of Lóthal at the mouth of the Indus river [46]. At the time of
Harappan culture (~2.4 thousand BP), this place had trade links with Africa and West
Asia. The Mongolian Plateau was identified as the area with the highest variability [34].
Even several cases of heteroplasmy were found there, which must have existed in this
area for several millennia [51]. The Mongolian Plateau acted as a migratory hub from
which the lineages spread from the Middle East to Asia [34,52]. Specifically for lineages
A and B, high nucleotide diversity is found in India [19,34] and for lineage C in northern
China [34]. According to some authors, this diversity is so significant that it cannot come
from the same domesticated animals that gave rise to these lineages in the more eastern
areas. Therefore, independent domestication events could also have occurred on the Indian
subcontinent [46] or in China [53,78].

So far, no study has confirmed that the Indonesian region has any original breed of
sheep. The current breeds are, therefore, mainly descendants of European breeds imported
by the Dutch in the second half of the 19th century [54] or fat-tailed sheep brought by Arab
traders in the early 18th century [79]. However, these imported breeds were often crossed
with local thin-tailed sheep of unknown origin, which were imported even earlier, probably
by traders from Asia. [54]. This is probably the source of haplogroup A in Indonesia.

2.3. Africa

Evidence of the presence of sheep in Africa dates back to a much earlier time than in
Southeast Asia [47]. Sheep probably penetrated North Africa through two routes about
7000 years ago. The first is the same colonization dispersion that crossed the Mediterranean
Basin, the second led across Sinai, then down to and over the Red Sea [1]. There were
several scattering routes on the African continent itself, south to the Middle Nile Valley,
west to central Sahara, and north to Libya. Another possibility remains the spread of sheep
from the Mediterranean along the northern shores of Africa. The last route discussed in
Africa is the direct trade link between East Africa and the Arabian Peninsula [47]. As in
Europe, mitochondrial haplogroup B is dominant in Africa (Figure 3), as confirmed in
different locations—South Africa [80], Sudan [48], Kenya [49], West Africa, and the Canary
Islands [50].

2.4. America and Australia

The settlement of the other two continents of America and Australia is already a matter
of modern history. The first sheep brought to Central America by the Spaniards were either
hair type (West African furry sheep) or coarse wool type (Churro breed from Iberia), which
were later crossed with merino and gave rise to the Creole type of sheep [9]. However, it is
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highly probable that other breeds from the area of the Iberian Peninsula, such as Manchega,
Latxa, Castellana, or Rasa Aragonesa, also contributed to the creation of Creole sheep [81].

The first hairy sheep were brought to America from the Canary Islands by Columbus
and the first colonists and later along with slaves from other parts of West Africa [82]. West
African sheep arrived in America in the early seventeenth century, and their contribution
to the gene pool of contemporary hairy American sheep is the most significant [83]. A
strong European influence was revealed in the gene pool of Creole fur sheep, which is,
however, most likely caused by a later cross with merino sheep [84]. Whole-genome
structural analysis of Spangler et al. showed the main influence of European breeds,
especially Creole wool breeds [83]. Based on the mitochondrial maternal lineage, the
origin cannot be specified because in the West African, European, and Canary sheep,
maternal lineage B, which is also present in America, predominates [50]. However, another
mitochondrial analysis found in Mexican Creole sheep several mitochondrial haplotypes
common to both Creole sheep and two strains of Spanish sheep—Churro (Churra, Laxta,
Churra Galega Mirandesa, Braganana) and Entrefino (Aragonesa, Manchega, Castellana,
Castellana Stela) [81]. H2 haplotype was identified as the main ancestral mitochondrial
haplotype in Mexican Creole sheep and haplotypes H21 and H32, present in both Cuba
and Mexico as the possible original ones derived from hairy sheep [85].

However, it is already very difficult to study the evolution of “native” Creole sheep
through genetics. The main reason is a strong disruption of the original gene pool by
importing and crossing commercial breeds in the 19th and 20th centuries to Mexico [85–87]
and other Central and South American countries [88,89].

The first sheep were brought to Australia from India, South Africa (thick-tailed), and
Spain (merino) after 1788 and from the British Isles (Saxony Merino, Southdown, Romney)
after 1840 [9]. It was, therefore, possible to assume the existence of the same lineages and
most of the haplotypes (mt and Y) as in the populations from which Australian breeds
originated. This expectation was confirmed by a study carried out on 18 breeds kept in
Australia, which revealed 55% abundance of lineage B and 45% abundance of lineage A [69].

3. Haplogroups and Haplotypes of Male Y Chromosomes

The mutation rate of the male-specific region of the Y chromosome (MSY) is about
fifty times lower than that of mtDNA, i.e., about 0.93 × 10−10 mutations per generation per
site [35]. However, as with mitochondrial haplotypes, their use to study the phylogeny of a
species is complicated by the fact that all members of the genus Ovis can interbreed and
form fertile hybrids. Such insertion of a distant paternal or maternal lineage into a gene pool
of another species often occurs in areas of overlap of distribution areas [13,18,29,64,90,91].
Estimates of urial and argali cleavage time have been performed in sheep based on male
haplotypes so far only by [35]. In this case, the urial haplotype grouped with Asian mouflon
haplotypes, in contrast to the mitochondrial genome where it formed a separate branch.

A key finding for the use of male haplotypes to study the population expansion of
sheep populations was the discovery of eight SNP sites (oY1–oY8) in the sex-determining
gene (SRY) on MSY [92]. And only one of them (oY1) showed variability even within the
species and not only between them [93]. Subsequently, the microsatellite marker SRYM18
was discovered and thanks to it, the first 18 Y chromosomal haplotypes H1–H18 were
defined [93].

In general, not as many studies have been performed in the field of research on male
sheep haplotypes as in the mitochondrial genome (Figure 4). The first large worldwide
study revealed, with the help of two markers (SRY SNP oY1 and microsatellite SRYM18) in
domestic sheep, seven male haplotypes (H4–H10) that form two haplogroups [92]. Further
research has taken over this methodological approach, including the nomenclature of
the identified haplotypes. Follow-up studies revealed another H12 haplotype-specific for
the Turkish Sakiz breed [93,94]. Other new haplotypes were subsequently discovered in
Croatia—H18 [58] and northern China—H19, Ha, Hb [95,96]. Paternal genetic diversity
of sheep has also been studied in Estonia and Finland on samples from the Bronze and
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Iron Ages [17]. However, only one SNP marker on the SRY gene (G-oY1) was monitored;
thus, it does not provide any further information on the variability of the male genome in
Europe [17].

Figure 4. Species and frequencies of male haplotypes based on microsatellite markers in different
areas of the Eastern Hemisphere. Color resolution of haplotypes: H4 H5 H6 H7 H8 H9
H10 H12 H18 H19 Ha Hb . The data are a compilation of the results of five studies [58,92–96].
On a scale of 5–386 samples per pie chart.

The last breakthrough in this area was made in 2020 when whole-genome sequences
were used to create a new set of MSY 495 SNPs in sheep [35]. Based on 179 samples of
rams sequenced in the whole genome, they identified 49 different Y haplotypes. Based on a
selection of 79 SNPs and two others published in previous studies (oY1; oY2), the study
identified 58 other different haplotypes for domestic sheep belonging to four haplogroups:
y-HA, y-HB, y-HC, and y- HD [35]. A total of 614 sheep from populations all over the world
performed this genotyping. However, only native breeds were selected for our review
(Figure 5).

Based on the genome-wide study of breeds from all over the world, a certain weak
relationship was found between the degree of genetic variability and the distance from
the domestication center [8]. For haplotypes inherited solely by paternal or maternal
lineage, this phenomenon should be more pronounced because they are not affected by
the recombination process and are transmitted from generation to generation in practically
unchanged form. So far, however, current research does not suggest anything like this
(Figures 4 and 5).

Overall, the highest variability of male haplotypes is in sheep populations from areas
close to the original center of domestication in the Middle East [95]. However, more data
will be needed to support this assumption. Current findings so far point to the greatest
variability in central China; see Figure 4. In contrast, the diversity of mitochondrial lines
so far supports this assumption, as all known lines have been found in Turkey and Israel
(Figure 3)—in the supposed original place of domestication.
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Figure 5. Male Y haplotypes and haplogroups occurring in native sheep breeds in the Eastern
Hemisphere. Illustrated with program Power BI (Microsoft, 2022) [55]. The pictured data were
taken over together with the nomenclature of the included haplotypes (H1–11; H13–33; H35–58) and
haplogroups (y-HA; y-HB1; y-HB2; y-HC; y-HD) [35]. On a scale of 1–135 samples per pie chart.

4. Historical Background

It can be concluded that the highest diversity of the genome can be found as close as
possible to the place of origin, as has been shown, for example, in humans [97]. For sheep,
research in this area is a bit more complicated. Due to the controlled reproduction and trade
of animals over long distances practically from the beginning of breeding, it is possible
to infer a faster and more rapid spread of genetic material than was the case in humans.
Initially, sheep farming focusedmainly onmeat, and specialization in secondary production
elements, such as wool and milk, probably did not occur until many millennia later in Asia
(7–6 thousand years BP) and millennia later in Europe [14,35,98]. Specialization in wool
production probably originated in Southwest Asia and only then spread to Europe, which is
confirmed by the study of retroviruses [14] and by the analysis of DNA of European sheep
from the Bronze Age [99]. The introduction of a new breed into Central Europe in the late
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Stone Age is also indicated by archaeological findings. A comparison with older findings
confirmed the increase in the body frame of sheep breeds bred in the area of Bohemia and
Moravia [100] and since the beginning of the Bronze age as well in Hungary [101]. Another
example is the spread of merino sheep from the Iberian Peninsula since the second half of
the 15th century throughout Europe [102]. Most primitive breeds today have withstood the
second wave of migration to Europe in a semi-wild or wild state in isolated areas without
predators or outside areas economically prone to introgression [14].

The first expansion of sheep went along with man mainly overland to Europe, Africa,
and then deeper into Asia during the Mesolithic and Neolithic periods. Sheep reached
other continents (America and Australia) much later with the first European colonists. The
use of haplotypes to study the distribution of domestic sheep and its breeds in modern
history is almost impossible by modern modes of transport. Particularly, commercially used
breeds create something like a “global population” in which it is not possible to exclude the
genetic proximity of individuals on different continents. Mitochondrial and Y haplotypes
do not generate sufficiently genetically unique markers to study genetic diversity at this
level. However, their potential for studying the phylogeny of the species, and especially its
population dispersion, remains untapped.

5. Conclusions

The aim of this study was to capture the process of monitoring the dispersion and
development of domestic sheep populations in different parts of the world through the
study of male and female non-recombinant sections of DNA. The current review supports
the existence of one domestication center in the Middle East. Nevertheless, crossbreeding
with wild sheep species has probably often happened and occasionally continues to occur
even now. This could be the reason why central China shows such high variability in male
haplotypes. However, it can also be caused by the extinction of these variants in the Middle
East, with Central Asia being a kind of reservoir of variability originating from the ancient
sheep brought in from the fertile crescent.

The main challenge for the future is to involve more countries and regions while
increasing the number of animals used for sequencing. Only based on a larger amount
of these data combined with the genetic material from excavations, it will be possible to
identify other domestication centers or refute their existence. It would also be necessary
to unify the methodology and nomenclature of haplotypes for better comparability of the
results of different research. But perhaps we may never know the truth because a vast
amount of information is already lost forever.
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5 Souhrnné výsledky a diskuse

Tato kapitola pojednává o výsledcích publikovaných prací a rozvádí je v širším kontextu.

Detailní výsledky a metodiky jednotlivých prací jsou detailně popsány v podkapitolách 4.1–

4.5. Pro větší přehlednost je každé práci věnována samostatná podkapitola uváděna v pořadí,

ve kterém byly práce seřazeny v předchozím oddílu.

5.1 Hodnocení genetické diverzity dvou českých původních plemen ovcí

(Machová et al. 2021)

V současnosti je existence mnoha původních hospodářských plemen zvířat napříč kontinenty a

druhy ohrožena ztrátou genetické diverzity, včetně prasat (Pattison et al. 2007; Krupa et al.

2015), ovcí a koz (Qwabe et al. 2013; Hasinah et al. 2015; Sharma et al. 2016; Lenstra et al.

2017), koní (Pinheiro et al. 2013; Vostra-Vydrova et al. 2016) i skotu (Sudrajad et al. 2017;

Browett et al. 2018; ben Jemaa et al. 2019b). Nejvíce ohrožený je sdružený region Evropy,

Kavkazu a Severní Ameriky kvůli všeobecnému zaměření na intenzivní chovy, v nichž

převládá malé množství plemen s vysokou produkcí (FAO 2020). Z akutní potřeby

záchranných opatření pro ohrožená plemena vyplývá i potřeba monitoringu genetické diverzity,

v němž i v 21. století má své stálé místo genealogická analýza.

Naše studie vůbec poprvé provedla analýzu rodokmenu dvou plemen ovcí (valašské a šumavské

ovce) zařazených do genetických rezerv České republiky. Pro co nejhodnotnější výstup

z genealogické analýzy je nezbytný kvalitní vstup v podobě vysoce informativního rodokmenu.

V rámci naší studie jsme se zaměřili na dva hlavní ukazatele, efektivní počet kompletních

generací (CGE) a na index kompletnosti rodokmenu (PCI). Oba rodokmeny námi sledovaných

plemen dosahovaly velmi dobrých hodnot jak PCI (1 pro pátou generaci nazpět od referenční

populace), tak CGE (5,66 u valašské a 4,35 u šumavské). Pro srovnání, jiná původní plemena

mají CGE výrazně nižší, například indická nilagiri 3,75 (Venkataramanan et al. 2013),

španělská segureña 1,23 (Barros et al. 2017) nebo xalda 1,09 (Goyache et al. 2003).

Podle Ghafouri-Kesbi (2012) ovlivňuje nepřímo roční ztrátu genetické diverzity generační

interval, protože čím je delší, tím pomalejší bude nárůst inbreedingu. I v tomto ohledu jsou se

svým generačním intervalem delším než čtyři roky obě česká plemena lepší než jiná plemena

pohybující se obvykle mezi třemi až pěti lety (Goyache et al. 2003; Tahmoorespur & Sheikhloo
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2011; Venkataramanan et al. 2013; Sheikhlou & Abbasi 2016). Tento efekt generačního

intervalu na genetickou diverzitu je ale spíše kosmetický, protože na její skutečnou hodnotu

v rámci populace nemá žádný vliv. Důležitější roli hraje využívání samců v populaci. Ve

slovenských chovech ovcí dochází k rychlé výměně samců ve stádech valašské ovce a jejich

generační interval je kratší než u obou českých plemen (Oravcová & Krupa 2011), u nichž nebyl

pozorován žádný výrazný rozdíl v délce generačního intervalu samců a samic.

Hlavní ukazatele genetické diverzity nejsou příznivé, zvláště u valašské ovce. Konkrétně

konzervace genetické diverzity základní populace je u valašské ovce o polovinu menší než u

ovce šumavské (fge = 10,3 vs. fge= 22,8). Podobné je to i u průměrného koeficientu inbreedingu

(F = 5 % vs. F = 3 %) a jeho nárůstu za generaci (ΔF = 1 % vs. ΔF = 0,5 %), který je u ovce

valašské naopak asi o polovinu vyšší. Tyto hodnoty nejsou v absolutním měřítku nijak vysoké,

pokud ale vezmeme do úvahy metaanalýzu provedenou (Leroy 2014), znamenaly by tyto

hodnoty u valašské a šumavské ovce téměř stejnoměrný (0,97 % na 1 % ΔF po standardizaci

na směrodatnou odchylkou produkčního znaku) každoroční pokles produkce vlny. Průměrná

příbuznost, jakožto prediktor dlouhodobého vývoje inbreedingu v uzavřené populaci, je u

valašské ovce (AR = 9,2 %) výrazně vyšší nejen ve srovnání s ovcí šumavskou (AR = 2,6 %),

ale i v mezinárodním kontextu. Například u ovce malpura byla zaznamenána hodnota AR 5,1

% (Gowane et al. 2014), u ovce xalda 3,6 % (Goyache et al. 2003) a u ovce segureña pouze 0,1

% (Barros et al. 2017). U plemen seguereña a xalda však mohou být hodnoty silně zkresleny

malou hloubkou rodokmenu (Goyache et al. 2003; Barros et al. 2017). Efektivní velikost

populace vypočítaná na základě individuálního nárůstu inbreedingu je u valašské ovce přesně

na hranici 50 jedinců stanovených Komisí genetických zdrojů pro výživu a zemědělství

(CGRFA 2013) jako kritérium pro umístění do kategorie plemen „ohrožená“. U šumavské ovce

je situace o něco lepší, ale stejně u tohoto koeficientu nedosahuje ani 100 hypotetických jedinců

(NeF = 99,6). Efektivní velikost populace vypočtená na základě nárůstu příbuznosti je u obou

plemen o něco lepší, konkrétně u šumavské ovce 166,1 a u valašské 64,5.

Celkově lze shrnout, že obě populace ztratily značnou část genetické variability oproti původní

zakladatelské populaci. Podle hodnot průměrného nárůstu inbreedingu a efektivní velikosti

populace u referenční populace je možné usuzovat, že se obě plemena, hlavně však valašská

ovce, mohou potýkat s důsledky inbrední deprese. Valašská ovce se pohybuje na hranici

kritických hodnot Ne i ΔF a u šumavské ovce se rychle zvyšuje koeficient inbreedingu, přičemž
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populace stagnuje. Při dobrém managementu chovu ale mají dobrou šanci na udržení současné

genetické diverzity, protože obě plemena mají i kryokonzervační program.

5.2 Genealogická analýza populace zubra evropského (Machová et al.

2022b)

Oproti předcházející genealogické analýze u ovcí je analýza rodokmenových knih zubra

evropského (Bison bonasus (Linnaeus, 1758)) v řadě ohledů specifická. Na druhou stranu,

přesto že je zubr samostatným živočišným druhem, je značná (v minulosti dokonce výhradní)

část jeho populace pod lidskou kontrolou. Historicky jeho populace totiž poklesla natolik, že i

mezi plemeny hospodářských zvířat by byla s tak obrovským efektem hrdla lahve ojedinělá.

Současný genofond populace zubra totiž vychází z pouhých 12 rozdílných genotypů (Slatis

1960). Od doby prvních záchranných pokusů ale uplynulo už více než 100 let a současná

populace čítá už více jak 2,5 tisíce dospělců a z kategorie míry ohrožení druhu „vyhynulý

v přírodě“ se dostala až na „téměř ohrožený“ (Plumb et al. 2020).

Výsledky studie ukázaly poměrně vysoké hodnoty maximálního počtu sledovatelných generací

(23) i CGE (6,72) v porovnání s námi studovanými plemeny ovcí (CGEv = 5,66; CGEš = 4,5),

ale dokonce i s produkčními chovy skotu, u nichž by se dala očekávat vyšší čísla vzhledem

k tomu, že jsou dlouhodobě kompletně chována v zajetí. Například u dánských plemen skotu

(holštýnsko-fríský skot, jersey, dánský červený skot) byly vypočítány hodnoty CGE = 7,20,

CGE = 7,36, respektive CGE = 6,77 (Sørensen et al. 2005). Ještě menších hodnot dosahovalo

plemeno brown swiss v Německu (CGE = 6,24) (Wirth et al. 2021), španělského lidijského

plemene (CGE = 5,50) (Cortés et al. 2019) , nebo plemene normand v Kolumbii (CGE = 5,21)

(Sarmiento et al. 2017). Toto srovnání má samozřejmě svoje limity v celkovém stáří rodokmenu

plemene a nejednotnosti celosvětových záznamů, které oba snižují CGE ať už absolutně

(rodokmen sahá jen několik generací zpět) nebo relativně (větším množstvím neznámých

předků). Tímto druhým faktorem je významně limitována i informativnost rodokmenu zubra.

Hlavním důvodem je navracení jedinců z volné přírody do rodokmenových záznamů. O těchto

jedincích už neexistují záznamy o původu a vystupují tak v rodokmenu jako noví zakladatelé,

i když jimi být nemohou.

S přihlédnutím k úplnosti rodokmenu by tak všechny sledované koeficienty měly být chápány

jako chybné, protože skutečná hodnota musí být v této konkrétní populaci zákonitě nižší.

S dalšími zařazenými jedinci se tento problém jen prohlubuje, jak jsme sledovali během naší
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studie na poměru mezi efektivním počtem předků a zakladatelů. Rok před zařazením tehdy

poslední rodokmenové knihy z roku 2020 byla hodnota tohoto poměru 1,13, se zařazením

záznamů z roku 2021 už jen 1,0. Co se týče hodnot průměrného koeficientu inbreedingu a

průměrné příbuznosti, je situace obdobná. Studie zabývající se dvěma stády v Bieszczadech

zaznamenala jejich průměrnou příbuznost 24,44 %, respektive 32,98 %, a průměrný F 13,70 %

a 37,63 % (Olech & Perzanowski 2002). I pro celé linie byly dosud vypočítány vyšší hodnoty

koeficientu inbreedingu než v této studii (zhruba 17 % pro nížinnou i nížino-kavkazskou linii).

V letech 1996-2002 se jeho hodnoty u nově narozených zvířat pohybovaly okolo 50 % pro

nížinnou a 30 % pro nížino-kavkazskou linii (Olech 2003).

Blízký příbuzný bizona evropského bizon americký rovněž prošel několika efekty hrdla lahve

a jeho současná populace byla založena na méně než 100 jedincích (Skotarczak et al. 2020). I

tak vykazuje populace zubra nižší genetickou variabilitu při porovnání výsledků této studie

s hodnocením provedeným Skotarczak a kol. (2018). Ta byla provedena na 4 269 bizonech, u

nichž průměrný F dosahoval 3,26 % a nejvyšší naměřený F 46,87 %, přičemž u zubra tato

studie ukázala průměrný F 17,881 % a maximální 71,83 %. Velmi nízká byla i hodnota AR 0,31

%, oproti 16,07 % AR pozorované u zubra. Jinak tomu bylo v případě efektivní velikosti

populace. Ne vypočtená na základě nárůstu bizona amerického čítala 11,64 hypotetických

jedinců (Skotarczak et al. 2018), kdežto u zubra 23,93. Podobná hodnota byla zaznamenána

rovněž u buvola jafarabadi, Ne = 10,40 (Malhado et al. 2013). Hodnotu Ne = 28, tedy velmi

blízkou té, která byla získána během této studie, vypočítali na základě mikrosatelitní analýzy

v Bělověžském pralese u 71 zvířat narozených v letech 1996 až 2005 Tokarska a kol. (2009).

Uzavřené populace s tak malým počtem zakládajících jedinců se běžně ve volné přírodě

vyskytují a některé dokonce procházejí in situ speciaci (Whittaker et al. 2017). Vznik takových

populací je však častěji zachycen u nových plemen domestikovaných zvířat nebo laboratorních

kmenů, na jejichž vzniku se přímo podílí člověk (Yuan et al. 2013; Huson et al. 2020; Machová

et al. 2020; Okumura et al. 2021). Nejčastějším problémem takových populací je těžká inbrední

deprese (Kyriazis et al. 2021). V některých případech je však populace díky efektu hrdla lahve

očištěna od silně škodlivých mutací a populace je pak nadále životaschopná i po stovky let

(Robinson et al. 2018). To by snad mohl být i případ zubra evropského, jehož populace

nevykazuje žádné závažné známky inbrední deprese (Tokarska et al. 2015). V případě chovů

držených v zajetí by stejně tak mohla mít podobný efekt adaptace na chov v zajetí, tato studie
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ale zahrnovala všechny typy chovu (chov ve volnosti, chov částečně v zajetí, chov v zajetí),

které jedinci mohli během svého života i střídat, takže není možné určit rozsah těchto vlivů.

5.3 Analýza genetické variability 26 plemen ovcí v ČR (Machová 2020)

Genealogická analýza má neopomenutelné limity, kterými byly ovlivněny předcházející dvě

studie. Jsou to především chyby v zápisu do rodokmenu, neúplnost rodokmenu a omezenost na

mendelistickou dědičnost vloh (Leroy 2011). Pro komplexní zhodnocení genetické variability

případně možnou srovnatelnost její míry s dalšími populacemi je nutné využít molekulárně

genetické metody. Řada autorů využívá pro tyto účely právě mikrosatelity jako dostupné a

vysoce informativní markery (Rochus & Johansson 2017; Škorput et al. 2018; Zeng et al. 2019;

Goleman et al. 2019). Ze stejného důvodu byly použity mikrosatelity i v této studii zaměřené

na zhodnocení vnitrodruhové genetické diverzity a zároveň mezidruhové diverzity šumavské a

valašské ovce v kontextu dalších 24 plemen chovaných v České republice.

Celkový počet alel na lokusech se pohyboval v rozmezí mezi 8 a 27 alelami. Jedinečné alely

byly nalezeny pouze u 16 plemen v celkovém počtu 27, z nichž pouze deset přesáhlo četnost

větší než 0,5 %. Nejvíce jich bylo nalezeno na lokusech INRA063 a OARCB020 (5). Průměrný

počet alel na plemeno byl v rozpětí 3,73 – 12,27. Podobné hodnoty v užším rozpětí (5,66 –

9,44) získali u lokálních plemen i Tolone kol. (2012) u sicilských ovcí, Naqvi a kol. (2017) u

pákistánských (5,73 – 7,62), Othman a kol. (2016) u egyptskách (5,82 – 8,18) a Loukovitis a

kol. (2016) u řeckých ovcí (4,59 –7,34).

Průměrná očekáváná heterozygotnost (HE) napříč lokusy se pohybovala od 0,49 do 0,75.

Nejvyšší HE mezi plemeny byla pozorována u šumavské ovce (HE = 0,79) a nejnižší u

kamerunské ovce (HE = 0,51). V podstatě stejných hodnot u nich dosahovala i heterozygotnost

pozorovaná. Skutečnost, že šumavská ovce měla na sledovaných lokusech největší

heterozygotnost je poměrně překvapivé, protože už od roku 1992 je zařazena mezi české

genetické rezervy a v její plemenné knize by se tedy neměli vyskytovat žádní kříženci.

Z pozorovaných hodnot tak vyplývá, že i když je její genofond limitován malou velikostí

populace, jeho management je lepší ve srovnání s ostatními hodnocenými přeshraničními

plemeny. Celková úroveň heterozygotnosti byla u sledovaných plemen v souladu

s předchozími studiemi provedenými na různých plemenech ovcí (Peter et al. 2007; Jyotsana et

al. 2010; Jawasreh et al. 2018; Bravo et al. 2019). Výsledky ukázaly dostatečnou úroveň
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heterozygotnosti uvnitř plemen i mezi nimi, co se týče potenciální ztráty genetické diverzity

v příštích generacích.

Průměrná hodnota FIT (0,15) ukázala na prevalenci homozygotů, hodnoty FIS většiny plemen

však nenaznačovaly, že by na vnitropopulační úrovni byla plemena významně ovlivněna

inbreedingem (prům. FIS = -0,03). Pouze šest plemen vykazovalo mírný deficit heterozygotů,

z nich nejvyšší kamerunská ovces FIS = 0,04). Hodnotu takto blízkou nule nelze považovat za

důkaz, byť mírné, příbuzenské plemenitby. Většina hodnot FIS byla ale záporná, podobně jako

u studie Niu a kol. (2012), což je možné chápat jako důsledek převládajícího outcrossingu uvnitř

plemen. Genetické rozdíly mezi plemeny byly na základě průměrných hodnot FST a GST

poměrně výrazné. Genetická diferenciace mezi nimi byla vyšší než u pěti marockých (3,6 %

(Gaouar et al. 2016)), tří saúdskoarabských (3,6 % (Mahmoud et al. 2018)) a kolumbijských

(5,4 % (Ocampo et al. 2017)) i 10 íránských tlustoocasých plemen ovcí (2 % (Vahidi et al.

2016)). Nejnižší stupeň genetické odlišnosti podle FST vykazovaly lacaune, šumavská ovce a

merinolandshaf. Výsledky této studie jsou blízké hodnotám publikovaným pro plemena

z Kosova a Albánie (13,9 % (Hoda & Bytyqi 2017)), pro plemeno namaqua afrikaner

z Jihoafrické republiky (10,6 % (Qwabe et al. 2013)) nebo ve srovnávací studii zaměřené na

pandžábskou urial (15,9 % (Pichler et al. 2017)).

Podle Neiových genetických vzdáleností byla nejvyšší genetická podobnost zjištěna mezi

plemeny merinolandshaf a lacaune (0,18), zatímco nejméně geneticky podobná si byla plemena

zwartbles a kamerunská ovce (1,84). Kamerunská ovce se jeví být ostatním sledovaným

plemenům geneticky nejvzdálenější. Podobná genetická vzdálenost byla pozorována (Jawasreh

et al. 2018) v Jordánsku při porovnávání plemene suffolk s romanovskou ovcí (0,42), ale

srovnání charollais a suffolk (0,41) nebo charollais a romanovské ovce (0,24) ukázalo výrazně

odlišné hodnoty oproti této studii (0,29, resp. 0,44). To by však mohlo být způsobeno částečně

odlišnou sadou markerů.

Studovaná plemena obecně vykazovala dobrou genetickou variabilitu, která odráží správné

chovatelské postupy v jednotlivých chovech. Vyšší úroveň podobnosti vykazovala pouze

plemena lacaune, suffolk a merinolandschaf. Je však nutné vzít v úvahu fakt, že analyzovaná

data pocházejí z testování rodičovství (produkce plemenných beranů), což celkový pohled na

genofond může mírně zkreslit. Významnějším limitem této studie by mohla být absence
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některých genotypů. U plemene kerry hill chybělo 8 % genotypů na lokusu D5S2 a u šumavské

ovce a ouessantské ovce chybělo 25 % genotypů na lokusu MCM527.

5.4 Genetická diverzita dvou původních plemen ovcí pomocí genomové

analýzy jednonukleotidových polymorfismů (Machová et al. 2023)

Mikrosatelity jsou sice velice informativní markery, ale při počtu 11 kusů, jako v předcházející

studii, nemohou ani zdaleka postihnout variabilitu napříč celým genomem. Dále se ukázalo, že

rozlišovací kapacita tohoto počtu markerů nemusí být dostačující ani pro určení příslušnosti

jedinců k plemenům, natož pro identifikaci novější „evoluční“ události, jako je vznik plemene

(Deniskova et al. 2016). I když i menší množství vhodných mikrosatelitůmůže stačit pro vysoce

přesné výsledky (Yilmaz et al. 2018). Šance na vazbu mikrosatelitu s významným lokusem

(produkce, onemocnění, odolnost, …) je ale daleko menší než u SNP. Proto byly v další fázi

hodnocení genetické diverzity šumavské a valašské ovce v kontextu 25 plemen z databáze

ISGC (International Sheep Genomics Consortium) využity jednonukleotidové polymorfismy.

Počet vzorků představuje 0,5 – 1 % z celkového početního stavu sledovaných populací.

Vzhledem k malé velikosti populace obou plemen a selekci nepříbuzných jedinců je to

dostatečné množství pro daný typ studie genetické diverzity a je v souladu s dalšími

publikovanými studiemi u jiných původních plemen (Kumar et al. 2018; ben Jemaa et al. 2019a;

Eydivandi et al. 2020; Mukhina et al. 2022). Po kontrole kvality bylo použito celkem 36 249

SNP pro šumavskou ovci a 32 044 pro ovci valašskou. Pro porovnání diverzity českých plemen

s 25 dalšími hlavně evropskými plemeny bylo použito 10 780 společných SNP pro 1 113

jedinců.

Šumavská ovce vykazovala nižší úroveň příbuzenské plemenitby než ovce valašská, což

souhlasí s předchozími výsledky analýz rodokmenů a mikrosatelitů (Machová 2020; Machová

et al. 2021). To by mohlo být způsobeno její větší populací nebo/a regeneračními opatřeními,

které bylo u šumavské ovce v začátcích chovu intenzivnější než u valašské ovce. Nebyla

pozorována žádná korelace mezi FHOM a FROH jako u jiných autorů (Zhang et al. 2015;

Ghoreishifar et al. 2020). FROH jakožto absolutní míra inbreedingu byla u šumavské ovce (FROH

= 0,07) srovnatelná s plemeny ovino delle langhe (0,05), valle del belice (0,07) a sopravissana

(0,05), které studovali Persichilli a kol. (2021). Podobné hodnoty získali i Signer‐Hasler a kol.

(2019) u původních švýcarských plemen bundner oberlander (0,06) a swiss black – brown

mountain (0,06). Zatímco inbreeding šumavské ovce lze řadit k lepšímu průměru mezi
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autochtonními plemeny, valašská ovce (FROH = 0,14) patří k těm s vyššími hodnotami. To je

vidět i na porovnání s polským plemenem olkuská ovce, hodnoty FROH zjištěné u tří jeho

subpopulací jsou sice vyšší než u šumavské ovce, ale nižší než u valašské ovce (Sobieraj-

Kmiecik et al. 2020). Ostatní polská plemena mají hodnoty blízké valašské ovci: swiniarka

(0,17), wrzosówka (0,10) a barevná varieta polského merina (0,15) (Gurgul et al. 2021).

Identifikace konkrétních ROH ukázala v některých ohledech kontrastní výsledky s průměrnou

úrovní inbreedingu. I přesto, že valašská ovce vykazovala vyšší hodnoty příbuzenské

plemenitby, včetně té založené na ROH, její průměrný počet ROH přepočtený na jedince byl

nižší než u šumavské ovce. Průměrná délka ROH šumavského plemene dosahovala až 2,9 Mb,

zatímco u valašského to bylo jen asi 2,4 Mb a jejich celkový počet byl nižší. Tyto výsledky tedy

naznačují, že zatímco u valašských ovcí vznikly ROH ve vzdálené minulosti, u šumavských

ovcí jsou důsledkem relativně nedávného příbuzenského křížení vzniklého, soudě podle odhadů

u skotu (Ferenčaković et al. 2013), zhruba před třemi generacemi. Ostrůvky ROH lze použít

k identifikaci specifických znaků selekce v genomu plemene a objasnit tak genetickou povahu

jedinečných rysů specifických pro zkoumané plemeno (Liu et al. 2021). Domestikace, umělý

výběr a prostředí utvářely vlastnosti těchto plemen po staletí. Obě česká plemena nesdílejí mezi

sebou žádné ostrůvky ROH, přestože pocházejí ze stejného státu. Nic takového nebylo

pozorováno u dalších národních plemen, a to ani z výrazně větších zemí jako je Jihoafrická

Republika (Dzomba et al. 2021), Rusko (Yurchenko et al. 2019), Čína (Liu et al. 2021) a Indie

(Saravanan et al. 2021), kdy by bylo snazší uvěřit historicky oddělenému vývoji.

Nejpravděpodobnějším vysvětlením proto bude nedostatečná velikost vzorku, malé množství

SNP, příliš přísný selekční práh pro ostrůvky ROH nebo náhodný výběr geneticky velmi

vzdálených jedinců.

Ovce mají obecně nižší hodnoty vazebné nerovnováhy (LD) než ostatní domácí zvířata, jako

jsou skot, prasata a psi (Al-Mamun et al. 2015). U autochtonních českých plemen byl pozorován

rychlý pokles LD po 25 kb. Průměrné hodnoty LD u valašské ovce byly vyšší než u šumavské.

V kontextu ostatních plemen u SNP vzdálených méně než 50 kb na panelu 50 K SNP (Al-

Mamun et al. 2015; Kominakis et al. 2017; Liu et al. 2017; Alvarenga et al. 2018) patřila

šumavská ovce k průměru, zatímco valašská ovce k těm s nejvyššími hodnotami LD. Vyšší

hladiny LD podobné těm zjištěným u valašské ovce jsou běžné u lokálních plemen např.:

barbaresca (r2 = 0,18) (Nel et al. 2022), churra (r2 = 0,17) (García-Gámez et al. 2012), nebo

zandi (r2 = 0,18) (Ghoreishifar et al. 2019).
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Odhad historické efektivní populace na základě rozpadu LD je široce rozšířená metoda

modelování vývoje genetické diverzity populací (Liu et al. 2017; Chitneedi et al. 2017; Prieur

et al. 2017; Nel et al. 2022). Klesající trend Ne u obou studovaných plemen je předvídatelný

jev, neboť obě česká plemena jsou ovlivněna snižováním Ne – malým počtem chovných samců,

efektem hrdla lahve, absencí migrace (Charlesworth 2009). Přestože i nárůst Ne již byl

v populačních studiích hospodářských zvířat zaznamenán (Brito et al. 2017b; Prieur et al.

2017), většina autorů ale obvykle pozoruje podobné trendy poklesu jako v této studii

(Kominakis et al. 2017; Purfield et al. 2017; Ghoreishifar et al. 2019; Pasandideh et al. 2020;

Moosanezhad Khabisi et al. 2021; Liu et al. 2021), protože jediný dlouhodobě působící

mechanismus, který snižuje LD, jsou náhodné páření a rekombinace (Slatkin 2008; Qanbari

2020). S ohledem na posledních 40 generací jsou hodnoty Ne prezentované v této studii

podobné těm u německého white-headed mutton (Addo et al. 2021). Německá bělohlavá ovce

měla v posledních pěti generacích Ne jen lehce přes 50 jedinců po 35 generací trvajícím poklesu

z odhadovaných původních 200 (Addo et al. 2021). Nosrati a kol. (2021) porovnávali plemena

z různých lokalit a kontinentů a plemena ze střední Evropy vykazovala nejnižší křivky poklesu

Ne, i tak by mezi nimi však česká národní plemena patřila k těm nejnižším.

V této studii byl různými postupy zkoumán i vztah dvou českých plemen s ostatními

evropskými i světovými plemeny a všechny potvrdily jejich genetickou jedinečnost. Obě

plemena vytvořila homogenní shluky bez výraznějších odchylek jedinců v PCA na základě

rozptylově standardizované matice příbuznosti. Nicméně blízkost těchto plemen s dalšími

zhruba 13 byla evidentní. Kladogramy vytvořené metodou neighbour-joining odhalily pouze

jediného jedince šumavské ovce, který sdílel větev s plemeny castellana a rasa aragonesa.

V menším měřítku vykazovala populace šumavské ovce větší blízkost k novozélandskému

romney než k ostatním plemenům použitým historicky k její regeneraci. Ne všechny z nich ale

byly v datovém souboru obsaženy, takže nelze vyloučit významný genetický vliv jiných

plemen. Naopak analýza příměsí předků odhalila u šumavské ovce výrazné příměsi, které

zůstávaly stabilní v různých hodnotách K. Některé dokonce přes celý genotyp jedince. Neměly

by však být interpretovány jako vliv jednoho dalšího plemene, protože hodnota K odhaduje

nejmenší počet populací podílejících se na vytváření variability vybraných šesti plemen, který

v reálu bude pravděpodobněmenší než počet různých událostí, jež významně ovlivnily vzorek.

Vypočtené hodnoty FST lze rozdělit do tří kategorií podle stupně izolovanosti populací (od

nejméně do nejvíce izolovaných): 0–0,05, 0,05–0,15 a 0,15–0,25 (Grasso et al. 2014). Plemena
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ze stejného regionu mají mezi sebou tradičně nižší fixační indexy kvůli velkému toku genů

mezi populacemi (Belabdi et al. 2019). Ačkoliv byl tento stejný vzorec pozorován u různých

plemen ovcí v různých světových lokalitách (Mastrangelo et al. 2014; Xiong et al. 2020;

Pozharskiy et al. 2020), pro zde analyzovaná česká plemena to neplatí, protože jejich vzájemné

FST = 0,1 indikuje pouze mírný tok genů mezi nimi v hodnotách typických spíše pro výrazně

oddělená plemena z různých evropských regionů (Kijas et al. 2012b). Na základě silné korelace

a konzistence srovnání mezi hodnotami FST z mikrosatelitů a SNP (Laoun et al. 2020;

Zimmerman et al. 2020) je možné přímé srovnání s předchozí studií. Ve srovnání s naší

předchozí studií byly hodnoty FST získané z SNP téměř dvojnásobné oproti hodnotám získaným

z mikrosatelitů mezi valašskou a šumavskou ovcí i mezi nimi a jinými plemeny (Machová

2020). Počet jedinců použitých v předchozí studii byl signifikantně větší ale celková variabilita

detekovatelná pomocí markerů byla významně nižší, i když byly použity polyalelické

mikrosatelity (Machová 2020).

5.5 Expanze ovcí po domestikaci v kontextu mitochondriálních a Y

chromozomových haploskupin a haplotypů (Machová et al. 2022a)

Molekulárně genetické metody dnes poskytují nejen informace o genetické diverzitě domácích

ovcí, ale i o jejich vývoji a původu. Pro studie tohoto typu jsou cenné zejména informace z Y

chromozomových nebo mitochondriálních haplotypů primitivních lokálních plemen, nebo ještě

lépe, přímo z archeologických nálezů (Rannamäe et al. 2016). U obou těchto případů je velká

pravděpodobnost zachování původních vloh. Indigenní plemena obvykle nemají větší

zastoupení nově zavlečených genů, protože je jejich vývoj úzce spjat s vývojem etnických

skupin, které je v určitých oblastech obvykle i po mnoho staletí až tisíciletí chovají tradičním

pasteveckým způsobem (Pardeshi et al. 2007; Zhao et al. 2017; Nigussie et al. 2019). Pro

studium pohlavně specifických haplotypů se využívají stejné metody jako pro studium

genetické diverzity – sekvenování části genotypu, mikrosatelitní markery i SNP (Kijas et al.

2009).

Mitochondriální DNA (mtDNA) se dědí po mateřské linii, a proto u ní nedochází k

rekombinaci. Zároveň mutuje pětkrát až desetkrát rychleji než jaderná DNA. Hypervariabilní

oblast regulační oblasti mtDNA je jedním z nejdostupnějších a nejúčinnějších markerů pro

populačně genetické studie, který umožňuje sledování genofondu mateřské linie

(Mukhametzharova et al. 2018). Za předpokladu, že lidé při kolonizaci nových oblastí odeberou
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pouze část zvířecí populace z původního domestikačního centra, by studie haplotypů mtDNA

měly logicky odrážet geografický postup domestikace ovcí. Největší diverzitu

mitochondriálních haplotypů u ovcí lze tedy očekávat ve východním Středomoří (Meadows et

al. 2007). U autozomů nebo na X chromozomu ale nebyly potvrzeny vyšší hodnoty variability

v oblasti domestikace. Plemena chovaná v současnosti v těchto místech již nejsou ta samá

původní tenkoocasá plemena, která se jako první rozšířila dále do světa (Chen et al. 2018).

V současnosti bylo objeveno asi šest různých haploskupin, nazývané A, B, C, D, E a X.

Haploskupina X však byla dosud popsána pouze jedinou studií a žádné následné studie její

existenci nepotvrdily (Demirci et al. 2013). A a B jsou nejběžnější haploskupiny u ovcí z

Evropy (B) a Asie (A) a byly také první identifikované (Hiendleder et al. 2002; Wood & Phua

2009). C je geneticky více variabilní než předchozí dvě skupiny, ale na rozdíl od nich nemá

podobnost s žádnou divokou ovcí. V malé míře se tento typ vyskytuje u původních

portugalských ovcí a také na Kavkaze, na Středním východě a v Asii. Haploskupiny D a E jsou

dvě z nejvzácnějších a byly nalezeny v oblasti severního Kavkazu (Meadows et al. 2007). Na

základě genetického materiálu z archeologických nálezů se předpokládá, že původně bylo

haploskupin více a některé z nich vyhynuly (Dymova et al. 2017).

Četnost mutací v samčím nerekombinujícím úseku chromozomu Y (MSY) je asi padesátkrát

nižší než u mtDNA, tj. asi 0,93 × 10−10 mutací na lokusu za generaci (Deng et al. 2020). Stejně

jako u mitochondriálních haplotypů je však jejich použití ke studiu fylogeneze druhu

komplikováno skutečností, že všichni zástupci rodu Ovis se mohou křížit a vytvářet plodné

hybridy. Klíčovým zjištěním pro použití samčích haplotypů ke studiu populační expanze

populací ovcí byl objev osmi SNP (oY1–oY8) v genu určujícím pohlaví na MSY (Meadows et

al. 2006). Však pouze jeden z nich (oY1) vykazoval variabilitu jak v rámci druhu, tak mezi

druhy (Meadows & Kijas 2009). Následně byl objeven mikrosatelitní marker SRYM18 a díky

němu bylo definováno prvních 18 Y chromozomálních haplotypů H1–H18 (Meadows & Kijas

2009). Poslední průlom v této oblasti byl učiněn v roce 2020, kdy byly použity celogenomové

sekvence k vytvoření nové sady MSY 495 SNP u ovcí. Na základě 79 SNP a dvou dalších

publikovaných v předchozích studiích (oY1; oY2) tato studie identifikovala 58 dalších různých

haplotypů patřících do čtyř haploskupin: y-HA, y-HB, y-HC a y-HD (Deng et al. 2020).

Současné poznatky podporují existenci jediného domestikačního centra na Blízkém východě. I

mimo toto prvotní centrum domestikace však pravděpodobně docházelo (a občas i dnes
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dochází) ke křížení s volně žijícími druhy ovcí. To by mohl být důvod, proč střední Čína

vykazuje tak vysokou variabilitu samčích Y haplotypů. Ke stejnému výsledku ale mohlo vést i

vymírání těchto variant na Blízkém východě. V takovém případě by byla střední Asie jakýmsi

genetickým rezervoárem těchto původních variant pocházejících ze starověkých ovcí

z úrodného půlměsíce.
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6 Závěr

Celosvětové klima se mění, a proto je stále důležitější chovat plemena schopná se přizpůsobit

různým drsným podmínkám prostředí. Bohužel původní plemena nesoucí cenné vlohy pro

přizpůsobení místním agroekologickým podmínkám se celosvětově vytrácí. I české genetické

rezervy šumavská a valašská ovce byly a jsou stále ohroženy rozšířením plemen se

specializovanou produkcí přesto, že historicky byly ekonomicky klíčovými plemeny

hospodářských zvířat v horských a podhorských oblastech a ovlivňovaly i tamní kulturu.

Postupně sice získávají svou roli i v moderních zemědělských systémech, protože mají dobrou

pastevní schopnost pro údržbu krajiny, jsou odolná a hodí se pro agroturistiku i pro využití

v hybridizačních programech. Stále se však jedná o málopočetná plemena, která mohou být

ohrožena příbuzenskou plemenitbou.

Odhady genetické variability získané na základě genealogické analýzy naznačují, že populace

ztratily značnou část své genetické variability oproti původní populaci zakladatelů. Vzhledem

k mezigeneračnímu zvyšování koeficientu inbreedingu a nízké hodnotě efektivní velikosti

populace u referenční populace je zřejmé, že obě plemena mohou být ohrožena výskytem

inbrední deprese, především ovce valašská. Valašská ovce se pohybuje na hranici kritických

hodnot v řadě ukazatelů. Šumavská ovce je na tom o něco lépe, ale rychle u ní narůstá koeficient

inbreedingu při stagnující velikosti populace. Při srovnání s genealogickou analýzou zubra

evropského, který také prošel silným efektem hrdla lahve, vyvstává otázka, zda podobné studie

u zvířat chovaných částečně volně a částečně v zajetí vůbec provádět. Vypočítané hodnoty

koeficientů určujících míru genetické diverzity jsou u zubra sice vysoké, ale z hlediska

historického vývoje jeho populace určitě výrazně podhodnocující skutečnost. Vzhledem

k managementu chovu se jejich hodnoty dokonce meziročně snižují, což přirozeně není možné.

Prostřednictvím 11 vysoce polymorfních STR markerů se podařilo zhodnotit genetickou

variabilitu šumavské a valašské ovce v kontextu dalších plemen chovaných v České republice.

Je však nutné vzít v úvahu, že genotypizační údaje pocházejí z testování rodičovství (produkce

plemenných beranů), což může celkový pohled na genofond vybraných plemen zkreslit.

Většina sledovaných populací má na základě záporných hodnot Wrightových fixačních indexů

dobrý genetický management. Chovatelé zřejmě dbají na rozmnožování nepříbuzných zvířat a

výměnu chovných zvířat mezi chovy. Do této skupiny patří i šumavská a valašská ovce.

Šumavská ovce vykazovala dokonce vůbec nejvyšší heterozygotnost ze všech sledovaných
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plemen. Druhou skupinu tvořila plemena kamerunská, ouessantská, šedá vřesová, romanovská

ovce, suffolk a charollais. U této druhé skupiny by bylo vhodné přehodnotit stávající

šlechtitelská opatření případně obohatit genetický fond o dovezená zvířata ze zahraničí. Ani

jedno z obou sledovaných českých plemen nejevilo známky výraznější genetické blízkosti

s jiným plemenem. Nejvyšší blízkost mezi sebou vykazovala na základěNeiových genetických

distancí plemena lacaune, suffolka a merinolandschaf.

I v mezinárodním srovnání s 25 dalšími plemeny prostřednictvím 50tisícového SNP čipu se obě

česká plemena projevovala jako dobře odlišená. Podle hodnot koeficientu inbreedingu a

efektivní velikosti populace je jejich genetická diverzita nízká, zejména v případě valašské

ovce. Toto zjištění je v dobré shodě s prvotní genealogickou analýzou. Šumavská ovce má

výrazně nehomogenní genofond, který může být například důsledkem regeneračních snah nebo

dlouhodobé genetické izolovanosti některých chovů. V rámci této studie se rovněž podařilo

identifikovat několik oblastí s vysokým stupněm homozygotnosti, na které by se měly budoucí

studie zaměřit ve snaze odhalit geny specifické pro tato plemena. Celkově lze shrnout, že stupeň

genetické variability u šumavské a valašské ovce byl při použití různých metodických postupů

(rodokmen, mikrosatelity, SNP) podobný. Stupeň mezipopulační genetické diverzity se však

podle očekávání výrazně lišil.

Mitochondriální DNA a nerekombinantní části DNA chromozomu Y jsou skvělým nástrojem

pro nahlédnutí do minulosti druhu. Dědí se po generace téměř neovlivněně, protože se neúčastní

rekombinace; čas výskytu každé mutace lze tedy odhadnout na základě průměrné rychlosti

mutace. Díky tomu samčí a samičí haploskupiny dokládají chovatelsky významné události v

dávné minulosti (potenciální centra domestikace, osidlování oblastí, obchodní spojení) i v

moderním chovu (křížení, potvrzování otcovství). V rámci této práce byla rešerše zaměřena

především na vývoj domácích ovcí a jejich postdomestikační expanzi, ke které došlo

prostřednictvím lidského obchodu z jednoho kontinentu na druhý. U domácích ovcí bylo dosud

celosvětově zjištěno pět mitochondriálních a pět haploskupin Y-chromozomu a desítky jejich

haplotypů. Vzhledem k původu šumavské a valašské ovce se dá předpokládat jejich příslušnost

právě k v Evropě dominující mitochondriální haploskupině B, nicméně žádná studie to

prozatím nezkoumala. Y chromozomové haploskupiny a haplotypy u českých národních

plemen oproti tomu již zkoumány byly, ale jen na velmi malém počtu vzorků (<5).
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Genetická variabilita ohrožených populací byla vyhodnocena různými populačně genetickými

metodami a jejich porovnáním došlo ke zpřesnění odhadu genetické diverzity šumavské a

valašské ovce. Celkový odhad genetické diverzity zubra evropského prostřednictvím provedené

genealogické analýzy zpřesněn nebyl. Došlo ale k odhalení dosud nepublikované genetické

příměsi nížino-kavkazské linie do nížinného poddruhu.
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8 Seznam zkratek

FAO Organizace pro výživu a zemědělství (Food and Agriculture Organization of the

United Nations)

CGRFA Komise genetických zdrojů pro výživu a zemědělství (Commission on Genetic

Resources for Food and Agriculture)

DAD-IS Informační systém diverzity domácích zvířat (Domestic Animal Diversity

Information System)

GWAS Celogenomová asociační studie (genome-wide association study)

HBD Úseky homozygotní dle původu na úrovni jedince (homozygous-by-descent)

HMM Markovův skrytý model (Hidden Markov Model)

HWE Hardy-Weinbergova rovnováha (Hardy-Weinberg equilibrium)

IBD Úseky DNA identické dle původu (identity-by-descent)

IBS Úseky DNA identické dle stavu (identity-by-state)

ISAG Mezinárodní společnost pro genetiku zvířat (International Society for Animal

Genetics)

ISGC Mezinárodní konsorcium pro genomiku ovcí (International Sheep Genomics

Consortium)

LD Vazebná nerovnováha (linkage disequilibrium)

MCMC Monte Carlo metoda Makovových řetězců (Markov chain Monte Carlo method)

MSY Specificky samčí region chromozomu Y (male-specific region of the Y

chromozome)

OCS Optimální kontribuční selekce (optimal contribution selection)

PCA Analýza principiálních komponent (principal component analysis)

QTL Lokusy kvantitativních vlastností (quantitative trait loci)
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RADseq Sekvenování DNA s restrikčním místem (restriction site associated DNA

sequencing)

RAPD Náhodná amplifikace polymorfní DNA (random amplification of polymorphic

DNA)

RFLP Polymorfismus délky restrikčních fragmentů (restriction fragment length

polymorphism)

ROH Dlouhé úseky homozygotních genotypů (runs of homozygosity)

SNP Jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphism)

SSR Jednoduchá repetitivní sekvence (simple sequence repeat)

STR Krátké tandemová repetice (short tandem repeat)

UCE Ultrakonzervovaný elementy (ultraconserved element)

VNTR Tandemové repetice s proměnným počtem opakování (variable number tandem

repeat)

WGS Celogenomové sekvenování (whole genome sequencing)


