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Dragana Snjegota, doktorska disertacija Ug

Vuk (Canis lupus Linnaeus, 1758) predstavlja karnivornu i visoko mobilnu vrstu sa
holarkti¢kom rasprostranjeno$c¢u, koja obuhvata razlicite tipove stanista, od tundri i tajgi na
sjeveru do pustinja na jugu (Peters i Mech, 1975, Randi 2011), $to se moZe objasniti velikom
ekoloskom fleksibilnos¢u vrste. Vuk se pojavio prije oko milion godina u Pleistocenu,
najvjerovatnije u Evroaziji, odakle je preko Beringovog kopnenog mosta migrirao u Sjevernu
Ameriku prije oko 750 000 godina (Kurten, 1968), te na taj nacin, ve¢ u kasnom Pleistocenu,
postao kopnena vrsta sisara sa najSirom distribucijom (Kurtén i Anderson, 1980, Mech 1966,
1970). Konflikti sa ljudima zbog straha ¢ovjeka za sopstvenu sigurnost, kompeticije za plijen
sa lovcima i opasnosti za stoku uticali su na masovne i nemilosrdne progone vrste, narocito
tokom 18. i 19. vijeka, Sto je posljedi¢no dovelo do rapidnog opadanja brojnosti u Evropi, a u
nekim podruc¢jima i istrebljenja vrste. Progon je narocito bio intenzivan na prostoru zapadne i
centralne Evrope, gdje su prezivjele samo male, izolovane populacije na lIberijskom i
Apeninskom poluostrvu (Breitenmoser, 1998). U juznoj i isto¢noj Evropi lovni pritisak na
vuka bio je znatno manji tako da je vuk opstao na daleko Sirem prostoru, prije svega, Karpata,
Dinarida i Balkanskih planina (Mech i Boitani, 2004). Nestanak vuka na veéem dijelu
njegovog istorijskog areala ostavio je znacajne posljedice na strukturu i funkcionisanje
ekosistema koje je vrsta prethodno naseljavala (Ripple i sar., 2014). Fragmentacija staniSta
usljed Sirenja poljoprivrednih povrsina i kréenje Suma, primarnog stanista vuka (Peters i Mech,
1975, Carbyn i Trottier, 1987, Voigt i Berg, 1987), faktori su koji su, pored gore navedenih,
takode uticali na smanjenje veli¢ine populacija (Delibes, 1990) Sto je rezultiralo geografskom i
genetickom izolovanosc¢u populacija koje su prezivjele (Ginsberg i Macdonald, 1990, Wayne i
sar., 1992) i bitno je uticalo na opadanje njihove geneticke varijabilnosti (Randi i sar., 1995,
Ellegren, 1999).

U posljednjim decenijama razvijen je veliki broj genetickih markera koji su nasli primjenu u
populaciono - genetiCkim istrazivanjima i omogucili da znacajno poboljS$amo saznanja o
ekologiji, raznovrsnosti, evoluciji i filogeografskoj istoriji ove karnivorne vrste (Ersmark i
sar., 2016). Najcesc¢e primjenjivani geneticki markeri u istrazivanju populacione genetike vuka
su mikrosateliti i mitohondrijalna DNK, pomoc¢u kojih se nastoji utvrditi geneticka
varijabilnost i struktura populacija, protok gena izmedu populacija, ukrStanje u srodstvu,
efekat uskog grla, te filogenija i filogeografija vrste (Hindrikson i sar., 2016). Populaciona

diferencijacija i geneticka varijabilnost vuka najcesc¢e su analizirani primjenom autozomalnih
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mikrosatelita pri ¢emu je utvrdena jasna struktura vrste na nivou Evrope. Cak i na regionalnom
nivou, u odsustvu velikih geografskih barijera, registrovano je postojanje lokalnih struktura,
Sto se tumaci uticajem ekoloskih faktora, razlikom u plijenu, vrstom predjela, te razlikom u
stanistu (Pilot i sar., 2010, Mufoz-Fuentes i sar., 2009, Czarnomska, 2013). lako su
sprovedena brojna istraZzivanja na evropskom nivou, ostale su populacije koje nisu dovoljno
istrazene, medu kojima se nalazi i dinarsko - balkanska populacija, ¢iji centralni dio
naseljavaju vukovi Bosne i Hercegovine. Dosadasnja molekularno - geneticka istrazivanja
sprovedena u okviru ove populacije ukazuju na postojanje lokalne geneticke strukture koja bi
mogla imati znacaja za buduce upravaljanje i zaStitu vuka na ovom prostoru (Djan i sar.,
2014). S obzirom da dinarsko - balkanska populacija vuka predstavlja vazan izvor geneti¢ke
varijabilnosti za susjedne populacije (Fabbri i sar., 2014, Pilot i sar., 2010, Razen i sar., 2016),
neophodno je izvrsiti obimnija istrazivanja ove populacije. Filogeografske studije koje su
podrazumijevale analizu sekvenci dijela kontrolnog regiona mitohondrijalne DNK (CR-1
mtDNK) vuka pokazale su da ne postoji jasan alopatrijski obrazac distribucije haplotipova na
na prostoru ¢itavog areala (Randi, 2011) te da se haplotipovi iz Evrope, Azije i Amerike ne
mogu razdvojiti u razli¢ite geneti¢ke klastere (Vila i sar., 1999). Ipak, uoc¢ava se prisustvo
strukture na lokalnom nivou, $to je najvjerovatnije posljedica skorasnje restrikcije protoka
gena (Pilot i sar., 2006, 2010). Pilot i sar. (2010) navode da se na nivou Evrope uocava
distribucija haplotipova vuka u dvije haplogupe koje se razlikuju u frekvenciji haplotipova, ali
se prostorno preklapaju. Filogeneticka struktura vuka na globalnom nivou moze predstavljati
posljedicu posljednjeg glacijalnog maksimuma koji je dostigao svoj vrhunac u Pleistocenu.
Promjene tokom ovog perioda uticale su na geografsku distribuciju, demografsku dinamiku i

geneticku varijabilnost biljnih i zivotinjskih populacija (Hewitt, 2004, Stewart, 2010).

Vuk predstavlja kljuénu vrstu za funkcionisanje i opstanak stabilnog ekosistema. Najbolji
primjer prethodno navedenog predstavlja primjer reintrodukcije vukova u nacionalni park
Yellowstone (Sjedinjene Americke Drzave). U cilju oporavka narusenog ckosistema
nacionalnog parka vrsta je nakon 70 godina odsustva uzrokovanog uglavnom antropogenim
aktivnostima vra¢ena na ovaj prostor. Nakon reintrodukcije zapaZeni su efekti koji su
iznenadili naucnike, jer je primje¢eno da su vukovi imali izuzetno vaznu ulogu u oporavku
navedenog ekosistema, $to je naknadno uoceno i u drugim svjetskim prirodnim rezervatima.

Nakon reintrodukcije, uoene su kaskadne promjene u ekosistemu. Redukcijom brojnosti
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biljojeda (dominantno krupnih ungulata) vukovi su doprinijeli oporavku travnatih podrudja,
povecanju brojnosti drugih zivotinja, pa ¢ak i smanjenju erozije tla, te izmjeni tokova rijeka
usljed bujanja priobalne vegetacije. Primjer iz nacionalnog parka Yellowstone jasno ukazuje na
tzv. kiSobran efekat koji vuk ima u ocuvanju drugih Zivotinja, njihovih zajednica, ali i
ekosistema u cjelini. Upravo zbog potrebe da se ocuva stabilnost ekosistema koje vuk
naseljava, neophodno je sprovoditi posebne mjere aktivne zastite ove harizmati¢ne krupne
karnivore. Zbog prethodno navedenog, u mnogim evropskim zemljama tokom 20. vijeka
poceli su da se sprovode programi monitoringa i zastite vuka (Boitani i Paquet, 2009, Chapron
I sar., 2014), pri ¢emu su za kreiranje globalne konzervacione strategije (Linell i sar., 2007) i
monitoring lokalnih populacija (Caniglia i sar.,, 2010) koris¢ene geneticke informacije.
Sprovedeni programi zastite doveli su do uspjeSnog oporavka vrste u vecini evropskih zemalja
(Chapron i sar., 2014).

U Bosni i Hercegovini, za koju je evidentirano opadanje brojnosti od strane Zavoda za
statistiku i LovaCkog saveza Bosne i Hercegovine, a dodatno potvrdeno preliminarnim
geneti¢kim analizama (Boitani, 2000, Djan i sar., 2014, Snjegota i sar., 2016), vuk i dalje
predstavlja nezasticenu lovnu divljac. Vukovi Bosne i Hercegovine su veoma malo istrazeni u
prethodnim studijama (Trbojevi¢, 2015) i pored toga Sto predstavljaju centralnu subpopulaciju
dinarsko - balkanske populacije vuka koja ima izuzetan znacaj u povezivanju susjednih
populacija. 1z navedenih razloga neophodno je izvrsiti detaljniju geneticku karakterizaciju
vukova Bosne i Hercegovine. Prethodno navedeno iniciralo je nastavak zapocetih molekularno
- genetickih istrazivanja koja su podrazumijevala povecavanje veli¢ine uzorka i proSirivanje
teritorije uzorkovanja, sa ciljem dobijanja rezultata koji su neophodni za uspostavljanje
odrzivog menadzmenta vrste i kreiranja plana zastite vuka Bosne i Hercegovine, ali i dinarsko

- balkanske populacije u cjelini.
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2.1. VUK

Vuk, Canis lupus Linnaeus, 1758 se prema bioloskoj klasifikaciji svrstava u klasu sisara
(Mammalia), red zvijeri (Carnivora), porodicu mesojeda (Canidae), rod Canis. Pored njega, u
porodici Canidae nalaze se pored ostalih i: lisica, kojot, Sakal, africki divlji pas i australijski
divlji pas dingo. Prema literaturnim navodima vuk ima 32 podvrste, medu kojima je pet
podvrsta izumrlo (Mech, 2001), a medu podvrstama koje danas imaju najvecée rasprostranjenje
u prirodi su: Canis lupus lupus Linnaeus, 1758 (evroazijski vuk), Canis lupus albus Kerr, 1972
(tundra vuk), Canis lupus campestris Dwigubski, 1804 (stepski vuk) i Canis lupus pallipes
Sykes, 1831 (indijski vuk) (Wilson i Reeder, 2005). Ranije opisana podvrsta C. I. kurjak
(Bolkay, 1925) sa prostora Bosne i Hercegovine nije danas prihvaéena od strane vodecih
taksonoma Wilson i Reeder (2005) koji navedenu podvrstu tretiraju kao jedan od brojnih

sinonima nominotipske podvrste.

Prvi ¢lanovi podporodice Caninae, prema odredenim autorima, su se pojavili tokom ranog
Oligocena (prije oko 30 miliona godina) u Sjevernoj Americi, dok drugi pretpostavljaju da su
se prvi predstavnici pojavili u Evropi i Sjevernoj Americi jo$ tokom srednjeg Eocena (prije
oko 35 miliona godina) (Figueirido i sar., 2015). Smatra se da se najstarija vrsta roda Canis, C.
lepophagus, pojavila tokom ranog Pliocena u Sjevernoj Americi (Cherin i sar., 2013).
Nesuglasice o vremenu pojave prvih Caninae-a javljaju se zbog nedovoljno istrazenih fosilnih
nalaza iz perioda kasnog Miocena i ranog Pliocena (Morales i Aguirre., 1976), te iz istog
razloga odredeni paleontolozi smatraju da je diverzitet podporodice Caninae tokom Pliocena u

Holarkti¢kom podrucju bio ve¢i od dokumentovanog (Cherin i sar., 2013).

Prvi, pravi evropski predstavnik roda Canis, vrsta C. estruscus, pojavio se prije oko 1,8
miliona godina istovremeno sa promjenama faune koje su desile u tom periodu. Tokom
tranzicije iz srednjeg u kasni Villafranchian® desava se tzv. wolf - event? (Cherin i sar., 2013),
a neki nalazi ukazuju da se wolf - event desio u Kini ¢ak prije oko 3 miliona godina, tokom

kasnog Villafranchian-a.

illafranchian je geoloski period (3,5-1 milion godina) koji se preklapao sa zavrietkom Pliocena i pocetkom Pleistocena.
Znacajnost ovog perioda ogleda se u evoluciji najranijih hominida u modernog c¢ovjeka - australopitekusa (Australopithecus,
lat.). Pored toga, u ovom periodu evoluirale su brojne Zivotinjske vrste i njihovi preci, kao $to su npr.: crvena lisica, mala
(rida) lasica, barska koka, Tuscany jaguar.

“Wolf-event predstavlja dogadaj koji oznacava evolucionu ekspanziju roda Canis u Evroaziji, tokom ranog Pleistocena, prije
oko 1,8 miliona godina. Povezan je sa procesima formiranja mamutovskih stepa i kontinentalne glacijacije.

-6-
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Stoga, opste prihvac¢eno misljenje je da ovaj dogadaj nije bio trenutni, ve¢ je vremenski trajao i
bio je prac¢en brojnim uzastopnim disperzijama. Najnoviji podaci ukazuju na prisustvo dvije
vrste roda Canis tokom ranog Pleistocena u Evropi: C. arnensis (Francuska, Spanija) i C.
estruscus (Gr¢ka). Za navedene vrste se zna da predstavljaju razvojne linije Sakala, odnosno,
vuka, ali evolutivna povezanost izmedu navedenih vrsta joS uvijek je nejasna (Cherin i sar.,
2013). Evropske karnivorne vrste su tokom ranog Pleistocena dozivjele ekspanziju u odnosu
na ostale vrste sisara. Ipak, u srednjem Pleistocenu poc¢eo je da jaca uticaj roda Homo §to se
reflektovalo u smanjenju diverziteta roda Canis, te je u tom periodu umjesto dvije vrste sa
pocCetka epohe, preostala jedna, Siroko rasprostranjena vrsta C. mosbachensis (Von
Koenigswald, 2003) koja je direktno evoluirala u vrstu C. lupus. Prema Kurtenu (1968) prvi
vukovi (C. lupus) su se vjerovatno pojavili u Evroaziji, prije oko milion godina, u periodu
izmedu srednjeg i kasnog Pleistocena. U navedenom periodu Evroazija je bila povezana sa
Sjevernom Amerikom Beringovim kopnenim mostom?, preko koga je vrsta, prije oko 750 000
godina, migrirala u Sjevernu Ameriku i na taj nacin postala kopnena vrsta sisara sa najsirom
distribucijom u kasnom Pleistocenu (Kurtén i Anderson, 1980, Mech 1966, 1970).

Holarkti¢ka rasprostranjenost vuka U proSlosti podrazumijevala je njegovo prisustvo u
razli¢itim tipovima staniSta, od tundri i tajgi na sjeveru do pustinja na jugu (Peters i Mech,
1975, Randi, 2011) $to se moze objasniti velikom ekoloskom fleksibilnos¢u vrste. Osim toga
vukovi mogu tokom zivota prelaziti velika geografska rastojanja. U Skandinaviji su
dokumentovane jedinke koje su tokom zivota prelazile distance u rasponu od 200 do 1000 km,
a u sjevernoj Americi od 500 do 900 km (Fritts, 1983, Mech i sar., 1995, Wabakken i sar.,
2001, Walton i sar., 2001). Vukovi prelaze ogromna rastojanja iz tri osnovna razloga:
kompeticije za prirodne resurse, kompeticije za partnera, te izbjegavanja ukrstanja u srodstvu.
Postoje podaci (Nelson i Mech, 1984, Person i sar., 1996) da su sposobni prevazici i vodene

barijere i da mogu plivati i do 4 km da bi se domogli kopna ili plijena.

Danas, vukovi naseljavaju Siroko rasprostranjena stanisSta umjerene i hladne klimatske zone.
Naseljavaju tundre, Sume, planine i stepe cijele sjeverne hemisfere (sjever Azije, Evropa,

Sjeverna Amerika), te na taj nacin pokazuju mogucnost adaptacije na razli¢ite klimatske i

3Beringov kopneni most ili Beringija predstavlja potopljeni kopneni most koji je postojao u Pleistocenu, tokom posljednjeg
ledenog doba i povezivao je Sjevernu Ameriku i Aziju. Preko njega su se prije 10 000 godina prvi ljudi naselili u Sjevernu
Ameriku. Nije poznata precizna putanja kojom su se kretali iz razloga $to su svi arheoloski i drugi tragovi potopljeni.
zavrSetka ledenog doba i podizanja nivoa mora.

-7-
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ostale uslove spoljasnje sredine. Nisu prisutni samo u zonama tropskih kisnih Suma i pustinja.
Smatra se da ove biomske oblasti predstavljaju fizicke barijere za njihov prodor u juznu
hemisferu (Butzeck i sar., 1988). Prema IUCN-u vuk ne spada u kategoriju ugrozZenih vrsta, ali

ipak postoje lokalne populacije koje su joS uvijek ugrozene.

Na podruéju evropskog kontinenta, u 28 evropskih zemalja, prema Chapron i sar. (2014),
prisutno je oko 12000 vukova, na teritoriji preko 8000000 km?. Od toga, oko 3900 jedinki
naseljava podrucje Dinarida smjeStenih na jugu Evrope, u zapadnom dijelu Balkanskog
poluostrva. Ove jedinke formiraju dinarsko - balkansku populaciju vuka. Ovoj velikoj
evropskoj populaciji pripadaju i vukovi sa teritorije Bosne i Hercegovine (Chapron i sar.2014).
Hindrikson i sar. (2016) navode da je dinarsko - balkanska populacija bila izolovana vise od
jednog vijeka, te da vjerovatno sadrzi znacajan dio geneticke varijabilnosti koja je u proslosti
bila prisutna u Siroko rasprostranjenoj evropskoj populaciji (Gomer¢i¢ i sar., 2010, Djan i sar.,
2014, Fabbri i sar., 2014, Moura i sar., 2014, Pilot i sar., 2010). Pored toga, uoceno je da ima
veoma vaznu ulogu u rekolonizaciji susjednih populacija (Fabbri i sar., 2014, Pilot i sar., 2010,
Razen i sar., 2016). Cinjenica da je Balkan bio jedan od glavnih refugijuma tokom posljednjeg
ledenog doba u potpunosti opravdava potrebu da se detaljnije istrazi ova evropska populacija.
| pored svega navedenog genecticka struktura dinarsko - balkanske populacije vuka nije u
potpunosti istrazena, a medu najmanje istrazenima su vukovi sa teritorije Bosne i
Hercegovine, koji zauzimaju centralnu poziciju u okviru navedene populacije. Areal vuka u
Bosni i Hercegovini obuhvata Citav planinski pojas Dinarida. Na sjeveru zemlje prisutan je
samo sporadi¢no ili u potpunosti odsustvuje (Sofradzija i Muzaferovi¢, 2007, Chapron i sar.
2014, Trbojevi¢, 2015). Dokumentovani protok gena izmedu subpopulacija na prostoru
¢itavog Balkanskog poluostrva ukazuje da oni pripadaju istoj — dinarsko - balkanskoj
populaciji (Strbenac i sar. 2005, 2008, Gomergié i sar. 2010, Moura i sar., 2014; Pilot i sar.,
2006, 2010). Neusaglasenost o brojnosti vukova na teritoriji Bosne i Hercegovine (350 jedinki
Lovacki Savez Bosne i Hercegovine; 400 jedinki (Boitani, 2000, Milenkovi¢ i sar., 2007); 650
jedinki (Chapron i sar., (2014)) proistice zbog nepostojanja kontinuiranog monitoringa i
istrazivanja ove populacije. Nekoliko autora (Boitani, 2000, Djan i sar., 2014, Trbojevi¢, 2015,
Snjegota i sar., 2016) uocilo je pad brojnosti navedene populacije i potencijalnu diferencijaciju
(substrukturiranje). | pored evidentnog pada brojnosti ne postoje napori da se upravljackim i/ili

konzervacionim mjerama zastiti i oporavi populacija vuka u Bosni i Hercegovini.
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Vuk (SI. 1) predstavlja, poslije smedeg medvjeda (Ursus arctos), najveceg kopnenog
predatora u Evropi. S obzirom da ima Sirok areal i naseljava razlicita stanista, odlikuje ga
izuzetan fenotipski diverzitet u pogledu velicine tijela, mase i boje krzna (Mech, 1970,
Boitani, 1995, 2000).

- n f .
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Slika 1. Vuk (Canis lupus). Lokalitet: Kupreska rijeka, Republika Srpska, Bosha i
Hercegovina (fotozapis sa Bushnell Trophy Cam kamere; Rufford Small Grant projekat - The

Grey Wolf Conservation in Bosnia & Herzegovina: The Next Step)

Prosje¢na duzina tijela vuka iznosi od 1 do 1,6 m (od glave do repa); duZina repa od 30 do 50
cm. Visina ramena se krece izmedu 65 1 80 cm, s tim da su zenke sitnije u odnosu na muzjake.
Tjelesna masa varira izmedu 20 i 80 kg kod muZjaka, odnosno, 18 i 50 kg kod Zenki. Veoma
dobro su im razvijena Cula sluha, mirisa i vida. Najkrupnije jedinke naseljavaju Arkticka
podrucja, a krenuvsi ka jugu smanjuje im se veli¢ina tijela Sto predstavlja adaptaciju na
specifiéne klimatske uslove (Bergmanovo ekogeografsko pravilo). Maksimalan Zivotni vijek
im je oko 16 ljudskih godina (Mech i Boitani, 2003). Vuk u divljini vodi socijalni nacin
Zivota; Zivi u grupama - ¢oporima (Sl. 2) koji se sastoje od 2 do 36 jedinki koje saraduju u

lovu, reprodukciji i odbrani teritorije. U osnovi, ¢opor je porodica koju je formirao
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reproduktivni par (alfa muzjak i Zenka), a pored njih tu se nalaze i mladunci i nekoliko
odraslih jedinki koji predstavljaju potomke reproduktivnog para iz prethodnih godina (Mech,
1970, Rothman i Mech, 1979).

T @ cameraName 30°F- 11:. 11-04-2016 18:54:27

Slika 2. Copor. Lokalitet: Janj, Republika Srpska, Bosna i Hercegovina (fotozapis sa Bushnell
Trophy Cam kamere; Rufford Small Grant projekat - The Grey Wolf Conservation in Bosnia

& Herzegovina: The Next Step).

Stabilnost 1 dinamiku cCopora reguliSe stroga hijerarhija; alfa par je visoko pozicioniran,
koordiniSe svaku aktivnost ¢opora i ima najvecu privilegiju prilikom ishrane i reprodukcije.
Alfa zenka je jedina Zenka u Coporu koja se pari. Ona agresivnim ponaSanjem sprijecava ostale
Zzenke da se pare (Olson, 1938, Murie, 1944, Young i Goldman, 1944). Vukovi postaju
reproduktivno sposobni u Zivotnoj dobi od dvije godine starosti. Pare se jednom godisnje
(Fritts 1 Mech, 1981, Mech i Hertel, 1983, Mech, 1995) u periodu od januara do aprila, $to
zavisi od klimatske zone koju naseljavaju (Rosenzweig, 1968). Estrusni ciklus zenki traje 5 do
7 dana, a bremenitost oko 2 mjeseca, nakon ¢ega okote od 1 do 11 mladunéadi o kojima brine
cijeli ¢opor (Mech, 1970, 1973, Mech i Hertel, 1983, Stahler i sar., 2002). Smatra se da su

vukovi poceli da vode socijalan nacin zivota, pracen kooperativnoséu u lovu, ¢uvanju i zastiti
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teritorije, te brizi o mladima, u periodu tokom tranzicije Miocena u Pliocen, istovremeno sa

povecanjem veli¢ine mozga grupe kojoj pripadaju (Cherin i sar., 2013).

Pored toga $to vode socijalni nain Zivota, vukovi su izuzetno teritorijalne zivotinje (Mech,
1973, Mech i sar., 1988). Veli¢ina teritorije moZe da im varira od 80 do 2500 km? (Sjeverna
Amerika) ili od 100 do 500 km? (Evropa). Veliina teritorije zavisi od: veli¢ine Sopora (Mech,
1970, Peterson, Woolington i Bailey, 1984), gustine plijena (Walters i sar., 1981), vrste reljefa,
geografskih i morfoloskih karakteristika (Peterson, Woolington i Bailey, 1984, Peterson i
Page, 1988), ali i antropogenog uticaja. Teritorija svakog Copora se stoga moze smatrati malim
ekosistemom (Haber, 1977). Svaki Copor ograni¢ava svoju teritoriju markiranjem pomocéu
fecesa i urina (Eisenberg i Kleiman, 1972, Johnson i sar., 1972, Peters i Mech, 1975, Gosling,
1982, Doty, 1986). Ukoliko se desi kontakt izmedu susjednih ¢opora dolazi do sukoba koji se
ponekad zavrSavaju smrtnim ishodom (Peters i Mech, 1975, Zimen, 1976, Harrington i Mech,
1979).

Ono sto vukove dodatno izdvaja i ¢ini posebnim u odnosu na vec¢inu drugih Zivotinjskih vrsta
je nain komunikacije. Vukovi imaju razvijen kompleksan sistem komunikacije koji je
zasnovan na stavu tijela, facijalnoj ekspresiji (Schenkel, 1947, Zimen, 1981), zvuénim
signalima - nacinu zavijanja (Mech, 1970, 1988, Harrington i Mech, 1979, Schassburger,
1993, Coscia i sar., 1991, Coscia, 1995) i olfaktornoj komunikaciji (Montagna i Parks, 1948,
Parks, 1950, Aoki i Wada, 1951, Brown i Johnston, 1983, Mech, 2001).

U pogledu ishrane vukovi su oportunisti; hrane se onim §to im je dostupno u podrucju koje
naseljavaju. Metabolizam im je prilagoden na bilo koju vrstu 1 na bilo koji izvor hrane da bi
prezivjeli i opstali. Pretezno se hrane krupnim biljojedima kao Sto su: divlja svinja (Sus
scrofa), srna (Capreolus capreolus), jelen (Cervus elaphus), jelen lopatar (Dama dama); ali i
sitnijim ki¢menjacima, beski¢menjacima, povréem i vo¢em (Ciucci i sar., 1996, Meriggi i sar.,
1996, Pezzo i sar., 2003, Peterson i Ciucci, 2003). Ukoliko nemaju drugi izvor hrane mogu se
hraniti i leSevima uginulih zivotinja. U slucaju da je troficka baza jako oskudna, hranu mogu
pronalaziti i na lokalnim deponijama. U podru¢jima sa razvijenim ekstenzivnim stocarstvom
plijen im je i stoka koju, ako nije dobro ¢uvana, lakSe love nego divlja¢. Tom prilikom vukovi
mogu nanijeti velike Stete lokalnim sto¢arima (Castroviejo, 1975, Reig i Palacios, 1985,

Cuesta i sar., 1991, Barrientos, 1993). Na Aljasci, i u Kanadi se hrane i ribom.
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2.2. MOLEKULARNI MARKERI U POPULACIONO-GENETICKIM ANALIZAMA
DIVLJIIH ZIVOTINJA

Primjena molekularnih markera u populaciono - geneti¢kim studijama pocela je 60-ih godina
20. vijeka analizama polimorfizama proteinskih molekula - alozima, upotrebom multilokusne
enzimske elektroforeze, te objavljivanjem prvih podataka o nivou geneti¢ke varijabilnosti,
dobijenih navedenim molekularnim pristupom (Harris 1966, Johnson i sar., 1966, Lewontin i
Hubby 1966). lako su predstavljali revoluciju u analizi geneti¢ke varijabilnosti, nizak nivo
polimorfnosti proteinskih molekula te ¢injenica da su pod pritiskom selekcije? predstavljali su
limitirajuce faktore u njihovoj Siroj upotrebi. Dvije decenije nakon njihovog otkri¢a, americki
nauc¢nik, biohemicar Kary Mullis, predstavio je novu, revolucionarnu - PCR metodu kojom je
omoguceno analiziranje geneticke varijabilnosti na nivou DNK. Daljnji razvoj PCR metode, a
zatim i tehnologija sekvenciranja, te njihova automatizacija, doveli su do prave molekularno -
gencticke revolucije Sto je za posljedicu imalo pojavu i unapredenje velikog broja
molekularnin  markera baziranih na polimorfizmu DNK, npr. mitohondrijalna DNK,
mikrosateliti, polimorfizam pojedina¢nih nukleotida (SNP - single nucleotide polymorphism,
engl.), itd. Shodno tome, razvijali su se i novi analiti¢ki pristupi i programski paketi za analizu
molekularnih podataka (Luikart i England, 1999; Sunnucks, 2000), te nove nau¢ne discipline
(molekularna ekologija, konzervaciona genetika, prediona genetika)® koje su dale odgovore na
brojna pitanja o biologiji neke vrste. Konstantan razvoj molekularnih metoda bio je znacajan i
u istrazivanju populacija divljih Zivotinja (Honeycutt i sar., 1999) Sto je ranije bilo ograni¢eno

iskljucivo na primjenu ekoloskih metoda.

Analiziranjem polimorfnosti molekularnih markera dobijaju se informacije o nivou geneticke
varijabilnosti, odnosno, evolucionom potencijalu odredene vrste, populacije ili ekosistema
(Frankham i sar., 2002). Geneticka varijabilnost ostaje neizmijenjena tokom vremena

iskljucivo u slucaju idealne, Hardy - Weinbergove, populacije, dok u prirodnim populacijama

*Varijabilnost kodirajucih regiona smanjuje se usljed selekcionog pritiska kojim se nastoje ukloniti mutacije iz navedenih
regiona, tako da varijabilnost kodirajucih regiona predstavlja samo mali fragment ukupne genomske varijabilnosti. Sa druge
strane selekcioni pritisak u nekodirajuéim regionima je nizak te se u ovim regionima akumuliraju mutacije, a samim tim
povecava se geneticka varijabilnost. Iz tog razloga nekodirajuci regioni se uglavnom koriste u populaciono - genetickim
analizama.

SIstrazivanja u okviru Molekularne ekologije daju nam podatke o ekologiji i evoluciji divljih Zivotinja (Freeland, 2005).
Konzervaciona genetika istrazuje faktore koji dovode do potencijalnog izumiranja vrste i aktivnosti koje je potrebno sprovesti
u cilju oporavka populacije te vrste (Frankham i sar., 2002). Prediona genetika istraZuje uticaj geografskih i uslova
spoljasnje sredine na strukturiranje geneticke varijabilnosti na populacionom i nivou jedinki (Manel i sar., 2003).
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brojni faktori (veliina populacije, mutacije, geneticki drift, prirodna selekcija, migracije, ne-
slucajno ukrstanje, raznovrsnost sredine) uticu na geneticku kompoziciju odredene grupe
jedinki i dovode do izmjene nivoa geneti¢ke varijabilnosti. Gubitkom geneticke varijabilnosti
u prirodnim populacijama vrsta povecava se rizik od njihovog is¢ezavanja (Saccheri i sar.,
1998). Filogeografskim analizama prostorne distribucije genetickih linija, odnosno
filogeografskih obrazaca nastalih djelovanjem evolucionih faktora, objedinjuju se rezultati
istrazivanja brojnih bioloskih disciplina: molekularne genetike, populacione genetike,
demografije, filogenetike, paleontologije i sl., te se nastoji izvrsiti rekonstrukcija istorijske
distribucije vrsta na Zemlji, puteva migracija i povezanosti izmedu vrsta (Avise, 2000).
Egzaktna populaciono - genetic¢ka istrazivanja odredene vrste povec¢avaju nasa znanja 0 samoj
vrsti i omogucavaju kreiranje i primjenu adekvatnog monitoringa i odgovaraju¢ih mjera zaStite
(Russello i Amato, 2004).

2.2.1. Mikrosateliti

Mikrosateliti su otkriveni u kasnim 80-im godinama 20. vijeka (Litt i Luty, 1989, Tautz, 1989,
Weber i May, 1989), a otkricem PCR metode pocinje njihova izuzetno Siroka primjena u
oblasti medicine, poljoprivrede, populacione i konzervacione genetike. Uskoro po otkri¢u
utvrdeno je da su gusto rasuti u nuklearnom genomu biljaka (Morgante i sar., 1998, Nybom i
sar., 1992, Squirrell i sar., 2003), Zivotinja (Fries i sar., 1990, Ellegren, 1991, Stallings i sar.,
1991) i ljudi (Valdes i sar., 1993), ali da se nalaze i u genomima organela, ukljucujuéi i
animalnu mtDNK (Lunt i sar., 1998). Poslednjih nekoliko decenija privlace paznju istrazivaca
zbog viSestruke primjene: mapiranja gena, dokazivanja ocinstva, forenziCkih analiza,
utvrdivanja demografskih procesa (Ellegren, 2004), te prakti¢ne i jednostavne primjene u
populaciono - geneti¢kim istrazivanjima (Wright i Bentzen, 1995, Schlétterer, 2000). lako su
prajmeri za amplifikaciju mikrosatelita i protokoli za njihovu primjenu prvenstveno razvijeni u
oblasti humane genetike, razvoj novih protokola omoguéio je da postanu mocan alat i U

istrazivanjima genoma Zivotinja (Schlotterer, 2000).

Mikrosateliti (STR, SSR, VNTR) su kratke nekodiraju¢e DNK sekvence ¢iji se osnovni motiv
duZzine od 1 do 9 nukleotida. Ove kratke nekodiraju¢e sekvence se tandemski ponavljaju 10 do
100 puta, a broj ponavaka rijetko prelazi 70 puta (Page i Holmes, 1998). Predstavljaju veliku

frakciju nekodiraju¢e DNK, gdje im je ofuvana pozicija u genomu, dok se u kodiraju¢im
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regionima relativno rijetko uocavaju (Stallings i sar., 1991). Najzastupljeniji ponovci su
dinukleotidi, rijede tri- i tetranukleotidi. Kod primata su registrovani i mononukleotidni
ponovci (Toth i sar., 2000). Najc¢es¢i motiv u genomima sisara, prema Schldtterer-u (1998), je
GT/AC i javlja se na svakih 30 kb. S obzirom na strukturu osnovnog motiva, mikrosatelitski
regioni mogu biti potpuni (jednostavni), (npr. (TG)14) i kompozitni (slozeni). Kod slozenih
mikrosatelita motiv koji se ponavlja predstavlja kombinaciju ponovaka (npr. (TA)s(TG)14) ili
je prekinut nukleotidima koji se ne ponavljaju (npr. (GA)4sTCC(GA)10). Gotovo ravnomjerna
distribucija po cijelom genomu, visok stepen polimorfizma, mala veli¢ina (uglavnom <300
nukleotida), kodominantnost i biparentalno nasljedivanje ¢ini ih veoma pogodnim za geneticka
istrazivanja. Posebno vazna karakteristika je da su grani¢ne sekvence mikrosatelitskih lokusa
visoko konzervativne unutar, ali i izmedu srodnih vrsta. Zato se prajmeri koji se sintetiSu za
amplifikaciju lokusa odredene vrste uglavnom mogu primijeniti za Sirok spektar srodnih
taksona (Avise, 2000).

Nekodirajuéi mikrosatelitski lokusi odlikuju se visokom stopom mutacija, od 10° do 10° po
generaciji, po lokusu (Weber i Wong, 1993, Primmer i sar., 1996, Schug i sar., 1997), te su
zbog toga visoko polimorfni. Polimorfizam se ogleda u razli¢itom broju ponovaka, odnosno,
razli¢itoj duzini alela (razli¢itom alelu). Smatra se da su osnovni mutacioni mehanizmi koji
dovode do polimorfizama mikrosatelitskih lokusa replikativno proklizavanje (replication
slippage, engl.) i nejednak crossing-over. Faktori koji dovode do ovih mehanizama su brojni i
razli¢iti (npr. veli¢ina alela, lokacija, sadrzaj GC ponovaka u grani¢nim regionima).
Replikativno proklizavanje predstavlja osnovni mutacioni mehanizam mikrosatelitskih lokusa
(Wolff i sar., 1989) i desava se tokom replikacije DNK. Kada dode do privremenog
razdvajanja DNK lanaca, jedan lanac formira "lupu”, strukturu koja onemoguéava ponovno,
pravilno spajanje novosintetisanog lanca sa lancem matricom. Pretpostavlja se da se
proklizavanje primarno deSava tokom sinteze lanca koji zaostaje (lagging strand, engl.),
(Schldtterer i Tautz, 1992). Ukoliko se nakon pogreSnog sparivanja lanaca nastavi sinteza
ovog DNK molekula dolazi do promjene broja ponovaka (duzine) lokusa u smislu da ¢e se
broj ponovaka povecati ili smanjiti u zavisnosti na kojem lancu se formirala lupa (Schlotterer i
Tautz, 1992, Ellegren, 2004). Rekombinacije, drugi mutacioni mehanizam, mogu uticati na

izmjenu duzine mikrosatelitskih lokusa nejednakim crossing-over-om ili genskom
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konverzijom, tokom mitoze ili mejoze. U zavisnosti od motiva, nejednaka izmjena moze biti

jednosmjerna (kontrakcija ili ekspanzija) i dvosmjerna (istovremeno kontrakcija i ekspanzija).

Mutacioni modeli, kojima se objasnjava evolucija mikrosatelita, veoma su bitni u statistickoj
analizi podataka jer brojni parametri geneticke udaljenosti i populacione substrukturiranosti
zavise upravo od primijenjenog modela. Prvi ustanovljeni model, model neograni¢enog broja
alela (IAM - infinite alleles model, engl.), pretpostavlja da mutacijom lokusa sa odredenim
brojem ponovaka dolazi do stvaranja novog alela sa neodredenim brojem ponovaka (Kimura i
Crow, 1964). S obzirom da je prvenstveno razvijen za alozime, IAM model ne posmatra
mogucnost pojave homoplazijeG. Zbog ograni¢ene veli¢ine i visoke stope mutacija ona je
veoma cCest fenomen kod mikrosatelita, te iz tog razloga ovaj model nije u potpunosti
adekvatan za mikrosatelitske lokuse. Pojavljivanje homoplazije dovodi do podcjenjivanja
ukupne geneticke varijabilnosti i geneticke udaljenosti sa jedne, a precjenjivanja nivoa
slicnosti izmedu populacija sa druge strane, te je za mikrosatelitske lokuse bilo potrebno
razviti adekvatniji mutacioni model. Drugi model, model postepenih mutacija (SMM -
stepwise mutation model, engl.) (Ohta i Kimura, 1973, 1978, Ellegren, 1999), koji se bazira na
pretpostavci da novi aleli nastaju dodavanjem ili oduzimanjem jednog ponovka konstantnom
brzinom tokom replikacija (Ellegren, 2004, Li i sar., 2001), pokazao se adekvatnijim za
mikrosatelite. Prema ovom modelu, §to je veca razlika u duzini izmedu alela ve¢i je broj
mutacionih dogadaja i viSe vremena je proteklo od razdvajanja od zajednickog pretka. Za
razliku od IAM modela, SMM model uzima u obzir homoplaziju. Tre¢i, prelazni dvofazni
model (TPM - two - phase mutation model, engl.) pretpostavlja da novi aleli nastaju uglavnom
putem SMM modela, ali mogu povremeno nastati i putem IAM modela i za njega vaZzi da
najrealnije prikazuje evoluciju mikrosatelita. Smatra se da mikrosatelitski lokusi sa duzinom
ponovaka od 3 do 5 bp evoluiraju po SMM modelu, a mono- i dinukleotidni po TPM modelu.
Zbog ocekivano niskog niva homoplazije u pomenutim analizama sugeriSe se da se prilikom
istrazivanja geneti¢kih veza i strukture populacije primjenjuje 1AM model (Estoup i sar.,
1995).

®Homoplazija je fenomen koji nastaje kada mutacijom mikrosatelitskih lokusa, koji vode porijeklo od razli¢itin predaka,
nastanu isti aleli (isti po duZini, razliciti po porijeklu; duzina alela nije informativna i ne ukazuje na stepen srodstva), (Estoup
i Cornuet, 1999). Odreden stepen homoplazije postoji i kod alozima, ali IAM modelom se, bez obzira na nju, uspjesno
objaSnjava uocena alozimska varijabilnost (Nei, 1987).
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2.2.2. Mitohondrijalna DNK

Siroka primjena mitohondrijalne DNK (mtDNK) kao molekularnog markera po¢inje 80-ih
godina 20. vijeka, kada postaje najpopularniji marker u genetickim analizama prirodnih
populacija (Galtier i sar., 2009). Prvobitno, varijabilnost mtDNK analizirana je primjenom
RFLP metode’, a nakon otkri¢ca PCR metode, ovaj genom organele i njegovi fragmenti postaju
nezaobilazan geneticki marker u istrazivanjima geneticke strukture populacija i filogeografske
istorije vrste. Razvojem tehnologija sekvenciranja povecava se njena informativnost kao
molekularnog markera. RFLP metoda se u analizi varijabilnosti mtDNK pocela primijenjivati
jo$ krajem 60-ih godina proSlog vijeka, a prve statisticke analize za izracunavanje stepena
razlicitosti izmedu sekvenci mtDNK razvijene su 1977. godine (Upholt, 1977). Stoga, ne ¢udi
da su struktura i geneticka osnova varijabilnosti animalne mtDNK razjasnjene mnogo prije
nego Sto je sekvenciranje kompletnog genoma mtDNK postalo gotovo rutina (Brown i
Simpson, 1982, Attardi, 1985, Wallace, 1982, 1986, Cantatore i Saccone, 1987, Gray, 1989,
Wolstenholme, 1992, Miya i sar., 2003). Danas se zna da je animalna mtDNK kruZna,
dvolan¢ana molekula, duzine od 15 do 20 kb (kilobaza), ne sadrzi introne i nasljeduje se preko

majke. Spoznaja da se nasljeduje maternalno®

I zenskom linijom prenosi na potomke
predstavlja njenu najvazniju osobinu u svojstvu genetickog markera (Dawid i Blackler, 1972,
Hutchinson i sar., 1974, Giles i sar., 1980, Gyllensten i sar., 1985, Avise i Vrijenhoek, 1987).
Iz tog razloga mtDNK genotipovi se posmatraju kao haplotipovi (molekularni klonovi), a
uocene evolutivne veze izmedu njih kao procjene matrijarhalne filogenije (Avise i sar., 1979).
Za mtDNK je karakteristicno odsustvo rekombinacija (Bruford i sar., 2003) Sto olakSava
filogeneticke i filogeografske analize. Sa funkcionalnog aspekta, sastoji se iz 37 gena (22
tRNK gena, 2 rRNK gena i 13 protein-kodirajucih gena) koji se nalaze u kodiraju¢em regionu.
Sa filogenetickog aspekta, s obzirom na uniparentalnu transmisiju molekula, kompletan

mtDNK genom predstavlja jednu povezanu genealosku jedinicu sa velikim brojem alela

(Avise, 2000). Pored kodiraju¢eg, mtDNK sadrZi i nekodirajuci region koji se naziva kontrolni

"RFLP metoda se primjenjuje u analiziranju stepena varijabilnosti homolognih DNK sekvenci. Podrazumijeva fragmentisanje
molekula DNK restrikcionim endonukleazama, nakon cega se dobijeni fragmenti elektroforetski razdvajaju. U zavisnosti od
prisustva restrikcionih mjesta dobijaju se fragmenti DNK razlicite duzine cijim se poredenjem uocava stepen varijabilnosti
sekvenci.

8Prema literaturnim navodima (Kondo i sar,. 1990, Avise, 1991, Gyllensten i sar., 1991) biparentalno nasljedivanje mtDNK je
karakteristicno kod nekih kvasaca, nekih 3koljki i miSeva (1/1000 mtDNK je porijeklom od oca).
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ili region D - petlja (D loop, engl.), i sadrzi hipervarijabilni region koji je podijeljen na
hipervarijabilni region 1 (HV1) i hipervarijabilni region 2 (HV2). Predstavlja mjesto pocetka
procesa replikacije i transkripcije, tako da je u ovom regionu varijabilnost nukleotida i duzina
sekvenci najveca (Hoelzel i sar., 1994). Duzina mu iznosi oko 1 kb. Za ki¢menjake je u ovom
regionu karakteristi¢no prisustvo troclane strukture - D petlje, po kojoj se kontrolni region
Cesto 1 naziva u literaturi (Taberlet, 1996). U genetickim analizama znacajan je zato $to se u
njemu akumuliraju mutacije (najcesce tackaste) Sto predstavlja osnovu za razlikovanje
haplotipova (Avise i sar., 1994). Brzina stope supstitucije nukleotida kontrolnog regiona je tri
do pet puta veca u odnosu na preostali dio mtDNK genoma, a pet do deset puta veca u odnosu
na jedarnu DNK (Lee i sar., 1997). S obzirom da brzo akumulira informacije, moze se koristiti
za opisivanje relativno skoradnjih evolutivnin dogadaja (Kim i sar., 1998) na nizim

organizacionim nivoima (vrsta ili populacija) (Zhang i Hewitt, 1996, Brudford i sar., 2003).
2.3. POPULACIONO - GENETICKA ISTRAZIVANJA VUKA

Populacija vuka iz Kanade (Kennedy i sar., 1991) je medu prvim u kojoj je proucavana
geneti¢ka varijabilnost primjenom proteinskih polimorfizama - alozima. Ovim analizama je
detektovan umjeren nivo heterozigotnosti populacije u poredenju sa prirodnim populacijama
ostalih ¢lanova reda Carnivora. U paralelnoj studiji varijabilnosti 40 alozimskih lokusa kod
italijanskih vukova, uocen je slican nivo varijabilnosti (Randi i sar., 1993). S obzirom na malu
rezoluciju navedenih markera u daljnja istraZzivanja je bilo potrebno uvesti markere vece
rezolucije. Danas se populaciono - genetic¢ka istrazivanja vuka sprovode primjenom razlicitih
molekularnih markera: autozomalnih mikrosatelita, polimorfizama pojedina¢nih nukleotida
(SNP), gena glavnog histokompatibilnog kompleksa (MHC - major histocompatibility
complex, engl.), mitohondrijalne DNK, mikrosatelitskih regiona Y hromozoma i SNP-ova Y

hromozoma (Hindrikson i sar., 2016).
2.3.1. Mikrosateliti u populaciono - geneti¢kim istrazivanjima vuka

Primjena autozomalnih mikrosatelitskih lokusa u populaciono - geneti¢kim istrazivanjima
vuka primarno je pocela sa ciljem detekcije geneticke varijabilnosti unutar prirodnih
populacija. Navedeni markeri korisé¢eni su i u analizi prostorne strukture populacija vuka u

Evropi. Najveci procenat analiza koje su do sada sprovedene bio je ograni¢en na odredenu

-17 -



Dragana Snjegota, doktorska disertacija Pregled literature

zemlju ili limitirani region (Flagstad i Reged, 2003, Jedrzejewski i sar., 2005, Fabbri i sar.,
2007, Godinho i sar., 2011, Jansson i sar., 2012, 2014, Hindrikson i sar., 2013, Plumer i sar.,
2016, Djan i sar., 2016, Snjegota i sar., 2016), a mali je broj obimnijih istrazivanja koja su u
analiziranju populacione strukture vukova podrazumijevala vec¢u teritoriju (Pilot i sar. 2006;
Aspi i sar. 2009, Sastre i sar., 2011, Fabbri i sar., 2014, Pilot i sar., 2010, Montana i sar.,
2017). Analizom mikrosatelitskih lokusa utvrdeno je da metapopulaciju vuka Evrope ¢ini 10
populacija (SI. 3): Sijera Morena (juzna Spanija), sjevero - zapadno iberijska (sjeverna Spanija
i Portugalija), alpska (Francuska, Svicarska, Italija), italijanska (Apenini, Italija), dinarsko -
balkanska (podrucje od Slovenije na sjeveru do Bugarske i Grcke na jugu), karpatska
(Rumunija, Ceska, Slovacka, Poljska, Srbija), centralno evropska (zapadna Poljska, Njemacka
i Danska), balticka (Estonija, Letonija, Isto¢na Poljska), karelijanska (Finska) i skandinavijska
(Norveska i Svedska) (Kaczensky i sar., 2013). Brojnost navedenih populacija je razli¢ita i
varira od nekoliko hiljada jedinki (npr. na Karpatima i Balkanu) do svega par jedinki u jednom
Coporu (npr. planine Sijera Morene) (LOpez - Bao i sar., 2015). Trenutni geneticki status
populacija vuka u Evropi najvjerovatnije je posljedica fragmentisanosti i prolongirane
izolacije (Vilai sar., 1999, Vonholdt i sar., 2008, Pilot i sar., 2010).

Primjenom navedenih markera uoc¢ena je varijabilnost veca u sjevero - isto¢nim, a manja u
jugo - zapadnim dijelovima areala. Najmanja ukupna geneti¢ka varijabilnost uocena je u
populacijama u Italiji i na Iberijskom poluostrvu (gdje se uocava i najmanji broj alela), a
najveca u dinarsko - balkanskoj populaciji vuka. Navedena distribucija geneti¢ke varijabilnosti
moze biti posljedica skorasnje demografske istorije (nekontrolisanog lova i prolaska
populacija kroz usko grlo), slabije povezanosti (izolacije u perifernim podru¢jima areala vuka

u Evropi) i uslova spoljasnje sredine (Hindrikson i sar., 2016).
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Slika 3. Distribucija vuka u Evropi (modifikovano iz Chapron i sar., 2014)

Istrazivanje geneticke varijabilnosti i populacione strukture vuka Bosne i Hercegovine u
ve¢em obimu, primjenom mikrosatelitskih lokusa, sprovedeno je od strane Snjegota i sar.
(2016). U navedenom istrazivanju koris¢en je panel od 18 autozomalnih mikrosatelitskih
lokusa (The Canine Genotypes™ Panel 1.1 kit) proizvodaca Finnzymes Diagnostics, sa ciljem
utvrdivanja nivoa geneticke varijabilnosti, detekcije populacione strukture, te odredivanja
protoka gena. IstraZivanje je sprovedeno na uzorku od 20 jedinki za koje je, prema osnovnim
parametrima genetiCke varijabilnosti (H0=0,66; He=0,76), detektovan umjeren nivo
varijabilnosti, slicno kao i tokom istrazivanja geneticke varijabilnosti vuka u Hrvatskoj
(Ho=0,66, He=0,72), gdje se varijabilnost povecavala tokom vremena i dostigla komparativni
nivo sa varijabilnos¢u vuka Bosne i Hercegovine (Fabbri i sar., 2012, 2014). Uocene
vrijednosti neznatno su vece od vrijednosti koje su uocili Lucchini i sar. (2004) i Fabbri i sar.
(2014), analiziranjem malog broja jedinki vuka ograni¢enog dijela teritorije Bosne i
Hercegovine. Primjenom istog panela mikrosatelitskih lokusa Djan i sar. (2016) su uocili

slican nivo geneti¢ke varijabilnosti u populaciji vuka u Srbiji.
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Snjegota i sar. (2016) detektovali su statisticki znadajnu manju heterozigotnost populacije
vuka Bosne i Herecegovine, te strukturiranje i izdvajanje dva geneticka klastera koji se
geografski preklapaju. Uoceno preklapanje dva geneticka klastera moZe biti posljedica
Valundovog efekta® ali i malog broj jedinki uklju¢enih u istraZivanje. Djan i sar. (2016) su
takode wuocili strukturiranje populacije vuka Srbije, gdje se klasteri takode geografski
preklapaju, Sto je ukazalo da se vukovi Srbije mogu posmatrati kao jedna konzervaciona
jedinica. Za vuka Bosne i Hercegovine uocene su visoke vrijednosti Fis koeficijenta. Ove
vrijednosti mogu ukazati na ukrStanje u srodstvu, ali i biti signal pove¢anja homozigotnosti.
Sli¢ni rezultati registrovani su i unutar populacije vuka iz Hrvatske (Lucchini i sar., 2004,
Fabbri i sar., 2014), Bugarske i Gr¢ke (Moura i sar., 2014) i Srbije (Djan i sar., 2016).
Detektovan genetic¢ki signal skorasnjeg opadanja brojnosti populacije moze biti posljedica
genetickog uskog grla populacije vuka na teritoriji Bosne i Hercegovine. Uocene promjene
isti¢u potrebu za njihovim daljnjim istraZzivanjem i monitoringom u cilju kreiranja plana zastite

i sprovodenja odgovarajucih konzervacionih mjera.
2.3.2. Mitohondrijalna DNK u populaciono - geneti¢kim istrazivanjima vuka

I pored velikog rasprostranjenja i kompleksne evolucione istorije vuka vecina geneti¢kih
analiza sprovedenih primjenom kontrolnog regiona mtDNK ograni¢ena je na specifi¢ne
geografske regione (Randi i sar., 2000, Aggarwal i sar., 2007, Weckworth i sar., 2010, Djan i
sar., 2014). U najve¢em broju studija analizirani su kratki, ali visoko informativni, fragmenti
kontrolnog regiona mtDNK (Vila i sar., 1999, Valiére i sar., 2003, Sharma i sar., 2004,
Jedrzejewski 1 sar., 2005). Opsezna istrazivanja, koja su obuhvatila ve¢i broj uzoraka i §iru
teritoriju, sprovedena su od strane Vila i sar. (1999) i Pilot i sar. (2010). U istraZivanju
sprovedenom od strane Vila i sar. (1999) analizirano je 259 uzoraka sa 30 lokacija Sirom
svijeta, pri ¢emu su detektovana 34 haplotipa. Pored toga, utvrdeno je da su fluktuacije u
veli¢ini populacije tokom kasnog Pleistocena ostavile posljedice na geneticku varijabilnost
vrste. Pilot i sar. (2010) sproveli su istrazivanje na evropskom nivou, na uzorku od 947 jedinki
iz 23 evropske zemlje. U navedenom istrazivanju detektovana su 23 haplotipa na nivou

Evrope 1 njihova distribucija u 2 haplogrupe koje se geografski preklapaju, ali imaju razli¢itu

®Valundov efekat (Wahlund effect) predstavlja opadanje heterozigotnosti populacije uzrokovano strukturiranjem populacije.
Ukoliko dvije ili vise subpopulacija imaju razlicite frekvencije alela ukupna heterozigotnost se smanjuje bez obzira $to su
subpopulacije u Hardi-Weinbergovoj ravnotezi. Smatra se da uzrok Valundovog efekta moze biti geografska barijera protoka
gena.
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frekvenciju izmedu populacija u jugozapadnom, odnosno, istocnom dijelu Evrope.
Poredenjem sa sekvencama na svjetskom nivou, u istom istrazivanju, detektovano je 30
haplotipova u Aziji, 18 u Sjevernoj Americi, 3 zajednicka haplotipa za Evropu 1 Aziju, te 1
zajednicki za Evropu i Sjevernu Ameriku. Hindrikson i sar. (2016) navode da su na nivou

Evrope, ukljuc¢ujuc¢i Rusiju i Kavkaz, detektovana 43 razlicita haplotipa.

Dosadasnje filogeografske studije vrste Canis lupus ukazale su na odsustvo jasne strukture na
globalnom nivou, te na stvaranje strukture na lokalnom nivou (Vila i sar., 1999, Pilot i sar.,
2010). Za razliku od Evroazije gdje su prisutne obje haplogrupe, u Sjevernoj Americi se
uocava samo jedna haplogrupa (haplogrupa 1). Analiza istorijskih uzoraka vuka u Evropi
pokazala je da su svi drevni vukovi Evrope pripadali haplogrupi 2, koja je imala dugoro¢nu
prevlast na ovim podru¢jima (40 000 godina prije, ali i poslije posljednjeg glacijalnog
maksimuma). Medutim, poredenjem frekvencija haplotipova recentnih i predackih vukova
uoceno je da je haplogrupa 2 zamijenjena haplogrupom 1 tokom poslednjih nekoliko hiljada
godina. Haplogrupa 2 danas se moze uglavnom uociti kod vukova u Italiji, na Balkanu i
Karpatima, a u Aziji su identifikovana samo 4 haplotipa koja pripadaju navedenoj haplogrupi.
Paralelna izmjena haplogrupa, uocena i kod vukova u Sjevernoj Americi, dovela je do
nestanka haplogrupe 2 na tom podruéju i potpune dominacije haplogrupe 1. Sli¢nost u ishrani
vukova Evrope i Sjeverne Amerike u kasnom Pleistocenu, kada se desila izmjena u frekvenciji
haplotipova, ukazuje na mogu¢i uticaj ekoloskih faktora na navedene izmjene (Pilot i sar.,
2010).

Prvobitna geneticka karakterizacija vukova Bosne i Hercegovine izvrSena je analizama dijela
kontrolnog regiona mtDNK. Navedena istrazivanja vrSena su na malom uzorku (po nekoliko
jedinki) u okviru istraZivanja dinarsko - balkanske populacije vuka (Lucchini i sar., 2004,
Gomerci¢ i sar., 2010, Fabbri i sar., 2014, Moura i sar., 2014), a istraZivanje sprovedeno od
strane Djan i sar. (2014) na nivou centralnog Balkana, ukljucilo je, do tada, najveéi broj
jedinki iz Bosne i Hercegovine. Navedeno istrazivanje (Djan i sar., 2014) sprovedeno je na
uzorku od 87 vukova (53 iz Srbije, 18 iz Makedonije, 16 iz Bosne i Hercegovine) za koje je
amplifikovan dio kontrolnog regiona mtDNK i dodatno su preuzete sekvence iz banke gena
(GenBank, engl.), tako da se ukupan set podataka sastojao iz 192 sekvence. Cilj istrazivanja

bio je utvrdivanje nivoa geneticke varijabilnosti, uocavanje potencijalne substrukture i
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genetickih signala ekspanzije ili genetickog uskog grla populacije, te evaluacija filogeografske
pozicije populacije vuka na podruéju centralnog Balkana. Djan i sar. (2014) detektovali su
visok nivo geneti¢ke varijabilnosti koji je bio u skladu sa rezultatima prethodnih istrazivanja
na Balkanu i Evropi (Ellegren i sar., 1996, Randi i sar., 2000, Valiere i sar., 2003, Pilot i sar.,
2010, Gomer¢ic€ i sar., 2010, Hausknecht i sar., 2010, Sastre i sar., 2011, Moura i sar., 2014,
Fabbri i sar., 2014), Sto je vjerovatno posljedica postojanja kontinuirane metapopulacije vuka
na nivou Evrope u proslosti. MorfoloSka istrazivanja populacije vuka sa podrucja Srbije
(Milenkovi¢, 1997) ukazala su na diferenciranost ove populacije, a kao glavni uzrok
diferenciranja navedeno je postojanje geografske barijere - doline rijeke Morave. Sa istom
pretpostavkom testirana je hipoteza o diferenciranosti vukova centralnog Balkana primjenom
mtDNK (Djan i sar., 2014) ali nije statisti¢ki podrzana. Ipak, utvrdeno je diferenciranje vuka
centralnog Balkana na dvije grupe: zapadnu - u kojoj se nalaze vukovi Bosne i Hercegovine i
Hrvatske, te isto¢nu - U kojoj se nalaze vukovi Srbije i Makedonije, a kao potencijalan (iako
malo vjerovatan) uzrok ovakve podjele navodi se rijeka Drina, koja predstavlja fizi¢ku granicu
izmedu Srbije sa jedne, odnosno, Bosne i Hercegovine sa druge strane. Za zapadnu grupu, u
kojoj se nalaze vukovi Bosne 1 Hercegovine, utvrdena je veca geneticka varijabilnost, te jasni
signali genetickog uskog grla, §to moZe biti posljedica pada brojnosti populacije koji se desio
1980. godine, na ta je potencijalno uticao lovni pritisak ovog dijela populacije. Snjegota i sar.
(2014) nastavili su geneticka istrazivanja vuka Bosne i Hercegovine, te su analizirali kontrolni
region mtDNK 17 jedinki, za koje su (na osnovu 4 detektovana haplotipa) potvrdili visok nivo
geneticke varijabilnosti. Analiziranje demografske istorije ukazalo je na opadanje brojnosti
populacije, §to je u skladu sa prethodno utvrdenim rezultatima (Fabbri i sar., 2014, Djan i sar.,
2014). Pored toga, testirali su i hipotezu o postojanju substrukturiranosti populacije,
zasnovanu na rezultatima filogeografskih istrazivanja odredenih biljnih 1 Zivotinjskih vrsta sa
podru¢ja Bosne i Hercegovine, prema kojima dolina rijeke Neretve predstavlja granicu
razdvajanja filogenetickih grupa (Buzan i sar., 2010, Surina i sar., 2014). Ipak,
substrukturiranost analizirane populacije vuka nije uocena $to moze biti i posljedica primjene
neadekvatnog markera (mtDNK) za istraZivanje strukture populacije, sa jedne strane, te malog
broja analiziranih jedinki sa druge strane. Slican obrazac registrovan je morfometrijskom

analizom vukova iz Bosne i Hercegovine i Srbije (Trbojevi¢ i Cirovi¢, 2016).
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2.4. UTICAJ LEDENIH DOBA NA VUKA

U epohi Pleistocena, u periodu izmedu 50000 i 10000 godina, brojne vrste tadaSnje megafaune
su iscezle, ukljucuju¢i mamute, velike kopnene ljenjivce i sabljozube tigrove. Navedene
promjene veoma dugo intrigriraju naucnike koji neprestano pokusavaju naci razloge za njih, te
ih uglavnom objasnjavaju posljedicama klimatskih promjena i antropogenih uticaja - kao to
su deforestacija i/ili pretjerano izlovljavanje (Hofreiter i sar., 2015). Prema Hewittu (1999)
ledena doba tokom Pleistocena imala su izuzetan uticaj na iscezavanje vrsta te oblikovanje
danasnje megafaune, odnosno, tadasnjeg biodiverziteta. Ipak, ni jedno od ovih objasnjenja nije
u potpunosti prihvac¢eno iz razloga Sto su na kontinentima razliciti uticaji vjerovatno dovodili
do drugacijih efekata na pleistocensku megafaunu (Barnosky i sar., 2004). Leonard i sar.
(2007) proucavali su populacije vukova kasnog Pleistocena Isto¢ne Beringije i Sjevero-
zapadnog dijela Sjeverne Amerike. Podaci dobijeni navedenim proucavanjem ukazali su da su
u odredenom periodu tokom Pleistocena vukovi migrirali iz Evroazije u Ameriku, preko
Beringovog kopnenog mosta. Kasnije tokom Pleistocena, na podruéju Sjeverne Amerike i
Evroazije, uporedno sa adaptiranjem na lokalne ekoloSke uslove, razvijale su se razlicite
ekomorfoloske varijante. Krajem Pleistocena, tadasnja populacija vuka sjeverne hemisfere je
iS¢ezla, zajedno sa iS¢ezavanjem brojnih vrsta tadasnje megafaune, nakon ¢ega je doslo do

najezde savremenog sivog vuka (Canis lupus) na navedenom podruéju.

Wayne (1993) navodi da je posljednja glacijacija u Novom i Starom svijetu veoma redukovala
geografski opseg kretanja vuka i veli¢inu populacije. Ovo smanjivanje veli¢ine populacije
tokom maksimuma glacijacije praceno je ekspanzijom tokom interglacijala. Vuk je veoma
adaptibilna vrsta i visoko - mobilni predator za koga je utvrdeno da tokom Zivota prelazi
razdaljine i po 1000 km (Fritts, 1983, Delgiudice i sar., 1987, Mech, 1995). Zahvalju¢i velikoj
pokretljivosti njegove populacije su se tokom interglacijalnih perioda rapidno Sirile u pogodna
staniSta Sto je rezultovalo admiksijom i1 povecanjem geneticke varijabilnosti u odredenim
populacijama. Kontrakcije populacija tokom glacijacija drasticno su uticale na opadanje
genetiCke varijabilnosti vrste tokom Pleistocena, a admiksija u periodima interglacijala
onemogucila je razjasnjenje strukture u proslosti. Vila i sar. (1999) su uocili drastican pad
geneticke varijabilnosti u populaciji vuka tokom perioda glacijacija, a Randi (2011) navodi da

su klimatske i ekoloSke promjene kao i sastav plijena mogli imati presudan uticaj na nestanak i
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izmjenu genotipova i ekotipova vukova u proslosti, kao i na procese adaptacije modernog,
recentnog vuka. Leonard i sar. (2007) su proucavanjem genetickog diverziteta, morfologije i
ishrane vuka kasnog Pleistocena iz Isto¢ne Beringije dosli do veoma zanimljivih rezultata.
Autori su uocili razlike u morfologiji izmedu savremenih vukova Sjeverne Amerike i
pleistocenskih vukova iz juznijih podrucja. Pored toga, uocili su nepodudarnost 16 haplotipova
kontrolnog regiona mitohondrijalne DNK istorijskih vukova sa haplotipovima savremenih
vukova navedenog podruc¢ja Sto je dovelo do velike geneticke udaljenosti izmedu njih. Sa
druge strane, uocili su savrSenu podudarnost sekvenci/haplotipova pleistocenskih vukova
sjevernog dijela Evroazije i Amerike. Predstavlja se da su oni tada vjerovatno predstavljali
kontinuiranu i gotovo panmikti¢nu populaciju koja se u ekoloSkom i genetickom pogledu
znatno razlikovala od populacije savremenog vuka. Ipak, i pored velike mobilnosti,
pleistocenske populacije vuka su is¢ezle krajem ove epohe. 1z tog razloga nisu doprinijeli
genetickom diverzitetu modernih vukova. Smatra se da su savremeni holarkti¢ki vukovi,
vjerovatnije, potomci vukova iz juznih refugijuma (Leonard i sar., 2005), odnosno,
Balkanskog, Pirinejskog i Apeninskog poluostrva (Hewitt, 1999), Sto nije slucaj samo sa
vukovima ve¢ i ostalim biljnim i Zivotinjskim vrstama koje su ucestvovale u postglacijalnim

rekolonizacijama.

lako ne postoji dovoljno dokaza, u nau¢noj literaturi je opSte prihvaceno da su na danasnju
intraspecijsku geneticku diferencijaciju bitno uticala glacijacija, odnosno, populaciono -

geneticki procesi koji su se odigrali u metapopulaciji vuka tokom pleistocenske glacijacije.
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Dosadasnja istrazivanja vuka Bosne i Hercegovine sprovedena su uglavnom u okviru Sirih
analiza dinarsko - balkanske populacije. Rezultati ovih studija imaju ograni¢eni domet u
genetickoj karakterizaciji vukova na prostoru Bosne i Hercegovine jer su bili bazirani na
malom uzorku (svega nekoliko jedinki) koji je porijeklom samo sa dijela areala (Lucchini i
sar., 2004; Gomer¢i¢ i sar., 2010; Fabbri i sar., 2014; Djan i sar., 2014). Vukovi Bosne i
Hecegovine predstavljaju centralnu, a najmanje istrazenu subpopulaciju dinarsko - balkanske
populacije vuka, za koju je utvrdeno da ima izuzetan znaaj u rekolonizaciji susjednih
populacija. Radi preciznije i detaljnije geneticke karakterizacije navedenih populacija, bilo je
neophodno povecati uzorak i prostorni obim uzorkovanja na prostoru sa koga nedostaju

informacije (Bosna i Hercegovina).

Ciljevi ovog istraZivanja, baziranog na analizama varijabilnosti autozomalnih mikrosatelitskih
lokusa i sekvenci dijela kontrolnog regiona (CR) mitohondrijalne DNK vuka Bosne i

Hercegovine su:

e utvrdjivanje nivoa geneticke varijabilnosti vukova Bosne i Hercegovine analiziranjem
18 mikrosatelitskih lokusa i amelogenina (lokusa specificnog za determinaciju pola)
nuklearne DNK i dijela kontrolnog regiona (CR-1) mitohondrijalne DNK

e detekcija prostornog obrasca geneti¢ke varijabilnosti vukova Bosne i Hercegovine
analiziranjem mikrosatelitskih lokusa

e analiza srodstva izmedju jedinki vukova sa teritorije Bosne i Hercegovine primjenom
mikrosatelitskih lokusa

e detekcija genetickih signala prolaska vukova Bosne i Hercegovine kroz usko grlo

e odredjivanja efektivne veli¢ine populacije (Ne) vukova Bosne i Hercegovine

definisanje haplotipova mtDNK kod vukova sa teritorije Bosne i Hercegovine i
definisanje filogeografskog polozaja vukova Bosne i Hercegovine u evropskom
kontekstu

Rezultati ovog istraZzivanja bi trebalo da imaju aplikativni znacaj. Dobijeni podaci se mogu
koristiti za kreiranje budu¢eg monitoringa, ali mogu predstavljati i dobru osnovu za izradu

nacionalnog Akcionog plana i Plana upravljanja vukom u Bosni i Hercegovini.
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U ovom istrazivanju postavljeno je nekoliko radnih hipoteza:

1. primijenjeni autozomalni mikrosatelitski lokusi, dostupni u komercijalnom kompletu
hemikalija - The Canine Genotypes™ Panel 1.1 kit (Finnzymes, Thermo Fisher Scientific,
Vantaa, Finland) adekvatni su i pokazuju zadovoljavajuci nivo polimorfnosti neophodan za:
analizu geneticke varijabilnosti, detekciju populacione strukture, analizu srodstva, detekciju
ukrstanja u srodstvu i uoc¢avanje prolaska populacije vuka Bosne i Hercegovine kroz geneti¢ko

usko grlo;

2. primjenjeni prajmeri (CR1 i CR2R) adekvatni su za produkovanje sekvenci dijela
kontrolnog regiona mtDNK, dovoljno informativnih za detekciju nivoa geneticke

varijabilnosti, detekciju mtDNK haplotipova i filogeografske analize;

3. primjenom oba molekularna markera moguce je detektovati nivo geneticke varijabilnosti
proucavane populacije vuka Bosne i Hercegovine, za koji se o¢ekuje da ¢e biti u skladu sa
rezultatima varijabilnosti koje su detektovane u prethodnim analizama u dinarsko - balkanskoj

populaciji, u odnosu na ostale evropske populacije vuka;

4. populacija vuka Bosne i Hercegovine, kao i dinarsko - balkanska populacija vuka,
pokazuju lokalnu strukturiranost i distribuciju mtDNK haplotipova u dvije haplogrupe, Sto je

detektovano i za populaciju vuka na nivou Evrope;

5. populacija vuka Bosne i Hercegovine prosla je kroz geneti¢ko usko grlo u skorijoj proslosti,
a istorijska demografska rekonstrukcija ukazuje da se ekspanzija haplogrupe 2 desila mnogo
ranije u prosSlosti u odnosu na ekspanziju haplogrupe 1, koja se veze za period posljednjeg

glacijalnog maksimuma;

6. rezultati dobijeni u ovom istrazivanju informativni su za uspostavljanje pravilnog

menadzmenta vrste i kreiranja plana zastite populacije vuka Bosne i Hercegovine.
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5.1. MATERIJAL

U istraZivanju su koriS¢eni uzorci misi¢nog tkiva 79 jedinki vuka, sakupljenih na razli¢itim
lokalitetima na teritoriji Bosne i Hercegovine (Sl. 4). Uzorci miSi¢nog tkiva sakupljani su u
periodu od 2008. do 2017. godine, od jedinki koje su odstrijeljene tokom lova ili su sluc¢ajno
nastradale (pored saobracajnica i sl.); nijedna jedinka nije Zrtvovana u cilju izrade disertacije.
Nakon uzorkovanja, uzorci su konzervirani u 96% etanolu, u plasticnim kivetama zapremine

1,5-2 ml i cuvani na temperaturi od -20°C.
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S A "~ Hrvatska

Sava

50

Slika 4. Karta lokaliteta sakupljenih i analiziranih uzoraka vuka (Canis lupus) sa podrucja
Bosne i Hercegovine
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5.2. METODE
5.2.1. 1zolacija DNK

Amplifikaciji i analiziranju mikrosatelitskih lokusa i kontrolnog regiona mtDNK vuka, sa
podruc¢ja Bosne i Hercegovine, prethodila je ekstrakcija ukupne, genomske DNK. DNK je
ekstrahovana iz uzoraka misi¢nog tkiva metodom fenol-hloroform-izoamilalkohol (organske)

ekstrakcije, modifikovanoj prema Sambrook i Russell (2001).

Postupak ekstrakcije zapocet je odmjeravanjem i maceriranjem oko 25 mg misi¢nog tkiva na
staklenoj podlozi, nakon ¢ega je macerat prebacen u plasti¢nu, sterilnu kivetu, zapremine 1,5
ml. U kivetu sa maceratom dodato je 380 ul digestionog pufera (0,1% SDS, 100 mM NacCl,10
mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0), 10 ul rastvora proteinaze K (40mg/ml) i 10 pul B -
merkaptoetanola. Sadrzaj svake kivete promijeSan je na vorteksu i inkubiran 45 minuta na
65°C (na svakih 15 minuta sadrZaj u kivetama je kratko promijeSan na vorteksu). Nakon
inkubacije, kivete sa sadrzajem su centrifugirane 5 minuta na 12000 rpm, tokom cega se
izdvojio supernatant (oko 400 pl) koji je prebacen u novu, sterilnu kivetu (1,5 ml). U svaku
kivetu dodata je jedna zapremina fenola, sadrzaj je ponovo promijeSan na vorteksu, a zatim
centrifugiran 4 minute na 12000 rpm, tokom ¢ega se izdvojila gornja - vodena faza, koja je
pazljivo prebacena (bez zadiranja u donju vodenu fazu) u novu sterilnu kivetu (1,5 ml).
Dodata je jedna zapremina hloroform:izoamilalkohol (24:1) smjeSe, sadrZzaj je blago
promijesan na vorteksu i centrifugiran 4 minuta na 12000 rpm, nakon ¢ega se izdvojila gornja
vodena faza (u slu¢aju da gornja - vodena faza nije bila dovoljno ¢ista ponovljeni su koraci
ispiranja fenolom i hloroform:izoamilalkohol smjeSom) koja je prebacena u novu sterilnu
kivetu (1,5 ml). U nju je dodata 0,1 zapremina 3 M Na-acetata i dvije zapremine 95% etanola,
prethodno rashladenog na -20°C. Potom je izvrSena precipitacija DNK, 20 minuta na -70°C,
nakon Cega je precipitat centrifugiran 20 minuta, na 12000 rpm. Etanol (dodat u prethodnom
koraku) je nakon centrifugiranja odliven iz kiveta, a pelet je ispran sa 1 ml 70% rashladenog
etanola. Precipitat je zatim centrifugiran 5 minuta na 12000 rpm, nakon ¢ega je etanol ponovo
odliven. Pelet je osusen u termobloku, na 55°C, a susenje je trajalo par minuta, dok etanol nije
ispario. Nakon susenja, pelet je resuspendovan u 50 ul 0,1xTE pufera (1M Tris-HCL, 0,5M
EDTA pH 8,0, destH,0,), a zatim inkubiran na 45-60°C, 1-2 minuta u cilju ubrzavanja

rastvaranja peleta. Ekstrahovana DNK je pohranjena na -20°C.
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Koncentracija 1 cCistoéa ektrahovane DNK odredena je pomoéu BioSpec-nano
spektrofotometra (Shimatzu, Japan), mjerenjem apsorbanci na 230 nm, 260 nm i 280 nm u
cilju detekcije proteina i drugih kontaminata koji apsorbuju na talasnim duzinama manjim od
260 nm. Vrijednosti Azso/Azso U 0psegu 1,7-2,0 ukazuju na optimalni kvalitet izolovane DNK
(Glasel, 1995). Vrijednosti odnosa absorbance Azso/Azso ispod 1,8 ukazuju na kontaminaciju
proteinima i/ili fenolom, dok vrijednosti odnosa absorbance Ajeso/Azso iznad 1,8 ukazuju na
kontaminaciju RNK molekulama (Stephenson, 2010). Za sve uzorke pripremljena su radna

razblaZenja koncentracije 2 ng/ul (analiza mikrosatelita), odnosno, 50 ng/ul (analiza mtDNK).
5.2.2. Analiza mikrosatelita

Genotipizacija 79 uzoraka vuka sa podrucja Bosne 1 Hercegovine, izvrSena je amplifikacijom
nuklearnih, autozomalnih mikrosatelitskih lokusa, dostupnih u komercijalnom kompletu
hemikalija - The Canine Genotypes™ Panel 1.1 kit (Finnzymes, Thermo Fisher Scientific,
Vantaa, Finland). Navedeni komplet sadrzi set hemikalija kojima se simultano, multipleks
PCR reakcijom, amplifikuje 19 lokusa (18 mikrosatelitskih lokusa i Amelogenin - lokus za
odredivanje pola analiziranih jedinki) (Prilog 1), a preporucen je za upotrebu od strane ISAG-a
(Applied Genetics Committee of Companying Animals of the International Society for Animal
Genetics, engl.). Navedeni kit je kreiran za analiziranje DNK iz dlake, pljuvacke i krvi pasa, sa
ciljem njihove identifikacije i detekcije njihovog porijekla. S obzirom da vukovi i psi imaju
isti broj hromozoma (78 hromozoma: 38 parova autozomalnih hromozoma i 2 polna
hromozoma), te da su se medusobno razdvojili veoma skoro u evolutivnhom pogledu (prije <
16 300 godina (Pang i sar., 2009, Druzhkova i sar., 2013)) genomi navedenih vrsta su u
visokom procentu sli¢ni tako da se veliki broj polimorfnih markera, razvijenih kod pasa, mogu
direktno primijeniti u genetickim istrazivanjima vukova. Mikrosatelitski lokusi navedenog
panela pokazali su se pogodnim za geneticke analize Canidae-a s obzirom na visok nivo
polimorfizma i klasicno mendelovsko nasljedivanje, te veoma jednostavnu amplifikaciju iz
DNK izolovane iz uzoraka miSi¢nog tkiva vuka u cilju populaciono - geneti¢kih studija

(Druzhkova i sar., 2013).

Jedna multipleks PCR reakcija, zapremine 20 ul, sadrZavala je sljedece komponente: 9 uL
master miksa (MgCl,, dNTP miks, 0,05 U/uL hot start Taqg DNK polimeraza), 9 uL prajmer
miksa (direktni (F) i povratni (R) prajmeri za svaki lokus; jedan prajmer iz svakog para
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prajmera obiljezen je fluorescentnim bojama) i 2 uL. genomske DNK (2ng/uL). Uslovi PCR
reakcije predstavljeni su u Tabeli 1.

Tabela 1. Uslovi multipleks PCR amplifikacije 19 lokusa komercijalnog kita - The Canine
Genotypes™ Panel 1.1

Korak Vrijeme Temperatura Broj ciklusa
Inicijalni korak (denaturacija; aktivacija hot start _

Taq DNK polimeraze) 3 min 0C i
Denaturacija 15s 98°C

Vezivanje prajmera 75s 60°C 30x
Elongacija 30s 72°C

Finalna elongacija 5 min 72°C 1x

Hladenje - 4°C -

Vizualizacija PCR produkata (provjera uspjesnosti reakcije i kvaliteta produkta), izvrSena je
elektroforezom na 2% agaroznom gelu. Tokom pripreme gela, u smjeSu agaroze i 0,1XTAE
pufera (2M trizma baza, 1M glacijalna siréetna kiselina, 0,5M EDTA pHS,0) dodana je boja za
gel Roti-Safe GelStain (Carl Roth GmbH+Co. KG, Njemacka). Uzorci su mjeSani sa 1 pl 6x
Orange Loading Dye (ThermoScientific, Litvanija), u svrhu vizualizacije DNK produkata na
gelu. Velicina produkata provjerena je dodavanjem 1ul 100bp DNK markera
(ThermoScientific, Litvanija). Na gel je, pored uzoraka koji su ispitivani, nanosena i negativna
kontrola PCR reakcije u cilju provjere kontaminacije, te kontrolna DNK (koja se dobija u
kompletu hemikalija) za verifikaciju uslova PCR reakcije i elektroforeze. Za elektroforezu,
koja je sprovedena na sobnoj temperaturi, pri naponu od 140 V, koris¢en je 1XTAE pufer.
Vizualizacija produkata izvrSena je pomocu UV transiluminatora, a gelovi su fotografisani

digitalnim fotoaparatom.

UspjeSno amplifikovani produkti razdvojeni su kapilarnom elektroforezom (fragmentna
analiza) u cilju genotipizacije i daljnje analize na ABI3730xI sekvenceru (Applied Biosystems,
Foster City, Ca, SAD), na Institutu za molekularnu medicinu u Helsinkiju, Finska. Priprema
produkata za navedenu analizu podrazumijevala je dodavanje 11 ul HiDi formamida i 0,3 ul
standarda (GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard, Applied Biosystems, Foster City, Ca,

SAD) u svaki produkt. Dodavanjem 500 LIZ standarda omogucena je precizna genotipizacija
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amplifikovanih produkata. Genotipizacija produkata izvrSena je u GeneMarker v2.6.7.
(Softgenetics, LLC State College, PA, SAD) programskom paketu, a provjera greSaka

genotipizacije uradena je ponavljanjem 10% svih genotipizacija, prema Bonin 1 sar. (2004).

5.2.3. Analiza kontrolnog regiona mtDNK

Amplifikacija dijela kontrolnog regiona analiziranog u istraZzivanju, koji se na osnovu
kompletne sekvence mitohondrijalnog genoma vuka nalazi izmedu 15413. i 15721.
nukleotidne pozicije (Banka Gena br. KT901460), izvrSena je PCR metodom, primjenom
prajmera dizajniranih od strane Palomares i sar. (2002):

Direktni (forward) prajmer: CR1  (5-CCACTATCAGCACCCAAAGC-3)
Povratni (reverse) prajmer: CR2R (5'-CCCGGAGCGAGAAGAGG-3))

PCR reakcija, zapremine 25 ul, sadrzavala je sljede¢e komponente: 2,5 ul 10x Taq pufera, 2,5
ul smjese nukleotida (2mM), 1 pl svakog prajmera (10 pM), 1,5 ul MgCl, 2,5mM), 1U Taq
DNK polimeraze, 14,3 ul dH,O i 2 pl genomske DNK (50ng/ul). Uslovi PCR reakcije
predstavljeni su u Tabeli 2.

Tabela 2. Uslovi PCR amplifikacije dijela kontrolnog regiona mtDNK

Korak Vrijeme  Temperatura Broj ciklusa
Inicijalni korak (denaturacija) 5 min 95°C 1x
Denaturacija 40s 94°C
Vezivanje prajmera 50s 55°C 30x
Elongacija 1 min 72°C
Finalna elongacija 10 min 72°C 1x
Hladenje - 4°C -

Vizualizacija PCR produkata (provjera uspjesnosti reakcije i kvaliteta produkta), izvrSena je
elektroforezom na 2% agaroznom gelu. Tokom pripreme gela, u smjeSu agaroze i 0,1xTAE
pufera (2M trizma baza, 1M glacijalna siréetna kiselina, 0,5M EDTA pH8,0) dodana je boja za
gel Roti-Safe GelStain (Carl Roth GmbH+Co. KG, Njemacka). Uzorci su mjeSani sa 1 pl 6x
Orange Loading Dye (ThermoScientific, Litvanija), u svrhu vizualizacije DNK produkata na

gelu. Velicina produkata provjerena je dodavanjem 1 ul 100bp DNK markera
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(ThermoScientific, Litvanija). U gel je nanoSena i negativha kontrola u cilju provjere
kontaminacije. Za elektroforezu, koja je sprovedena na sobnoj temperaturi i naponu od 100 V,
koris¢en je 1xTAE pufer. Vizualizacija fragmenata izvrSena je pomoc¢u UV transiluminatora, a

gelovi su fotografisani digitalnim fotoaparatom.

Uspjesno amplifikovani produkti su nakon provjere preciS¢eni primjenom ExoSap seta
hemikalija prema uputstvu proizvodaca (ThermoScientific, Litvanija). Za svaki produkt
sekvenciran je lanac umnozen forward prajmerom, na ABI3730xl sekvenceru (Applied
Biosystems, Foster City, Ca, SAD), na Institutu za molekularnu medicinu u Helsinkiju, Finska,

odnosno, u kompaniji Macrogen Europe, Holandija (http://www.macrogen.com).

5.3. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA O VARIJABILNOSTI
MIKROSATELITA POPULACIJE VUKA BOSNE | HERCEGOVINE

5.3.1. Detekcija nultih alela

Prvi korak u statistiCkoj analizi varijabilnosti mikrosatelitskih lokusa podrazumijevao je
detekciju prisustva nultih alela (Callen i sar., 1993), a za navedenu analizu primijenjen je
MICRO-CHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout 1 sar., 2004) programski paket. Statisticka
znacajnost dobijenih podataka utvrdena je primjenom testa permutacija (1000 permutacija), a
vrijednosti su korigovane Boniferonijevom korekcijom p vrijednosti (Rice, 1989). Nulti aleli
najces¢e nastaju mutacijama grani¢nih regiona mikrosatelitskih lokusa, a kao posljedica
deSava se da prajmer ne umnoZi dati alel te se iz tog razloga lokus, na kome se nalazi mutirani
alel, pogresno ocita kao homozigotan. Pored toga, ponekad moze i slucajno da izostane
amplifikacija jednog od alela istog lokusa te se, posljedi¢no, pogresno oc¢itava homozigotni
genotip. Ukoliko je frekvencija nultih alela u populaciji velika, podcjenjuje se ukupna
heterozigotnost i povecava se homozigotnost (lazna homozigotnost) Ssto mozZe dovesti do
prividnog odstupanja populacije od Hardi - Vajnbergove ravnoteze (HWE). Pored toga, nulti
aleli mogu znacajno uticati na izmjenu vrijednosti koeficijenta inbridinga (F)s) i indeksa
fiksacije Fst (Pemberton, 1995, Allendorf i Luikart, 2007), Sto moze voditi stvaranju prividne

strukturiranosti analiziranog uzorka.
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5.3.2. Analiza geneticke varijabilnosti

Vrijednosti osnovnih parametara geneticke varijabilnosti: prosje¢an broj alela po lokusu (Na),
uocene (Ho) 1 o¢ekivane (Hg) heterozigotnosti, izraCunati su u ARLEQUIN Vv.3.5.2 (Excoffier i
Lischer, 2010) programskom paketu. Odstupanje ucestalosti genotipova svakog lokusa od
Hardi-Vajnbergove ravnoteze, neravnoteza vezanosti gena (LD - linkage disequilibrium, engl.)
i vrijednosti koeficijenta inbridinga (Fis) izraCunati su u istom programskom paketu. Testiranje
znaajnosti dobijenih rezultata je izvrSeno primjenom testa permutacija, a vrijednosti su

korigovane Boniferonijevom korekcijom p vrijednosti (Rice, 1989).
5.3.3. Analiza strukturiranosti populacije vuka Bosne i Hercegovine

Strukturiranost populacije vuka Bosne i Hercegovine analizirana je primjenom razli¢itih
multivarijantnih metoda statisticke analize. Klaster analiza, zasnovana na Bajesovom pristupu
kroz MCMC simulacije sprovedena je pomoc¢u programskih paketa: STRUCTURE v. 2.3.4
(Pritchard et al. 2007), TESS 2.3.1 (Chen i sar., 2007) i GENELAND Vv.4.0.5 (Guillot i sar.,
2005) u okviru R programskog jezika (http://www.R-project.org/). Osnovni zadatak

algoritama navedenih programskih paketa je odredivanje broja genetickih klastera (K),
odnosno, potencijalnih subpopulacija analizirane populacije vuka, primjenom razli¢itih
modela srodnosti jedinki i razli¢itih modela korelacije alela. Pored klaster multivarijantne
analize, u cilju utvrdivanja strukturiranosti, sprovedena je i analiza glavnih komponenti
primjenom DAPC i sSPCA metoda u ADEGENET programskom paketu (Jombart, 2008, 2010) u

okviru R programskog jezika_(http://www.R-project.org/).

STRUCTURE programski paket primijenjen je sa ciljem rasporedivanja jedinki u odredeni broj
genetickih klastera, bez prethodnih informacija o njihovoj geografskoj distribuciji. MjeSoviti
model (admixture model, engl.) primijenjen u analizi pretpostavlja da jedinke mogu imati
mijeSano porijeklo, odnosno, dio genoma svake jedinke moze biti naslijeden od predaka koji
su porijeklom iz razli¢itih geneti¢kih klastera. Dodatni primijenjeni model, model korelisanih
(zavisnih) frekvencija alela (correlated alelle frequencies model, engl.) pretpostavlja da su
frekvencije alela razli¢itih klastera u odredenom stepenu medusobno zavisne, stoga, donekle i
slicne. Navedeni model je odgovarajuéi u istrazivanju populacija iste vrste jer omogucava

bolje grupisanje blisko srodnih Kklastera/subpopulacija. Ostali parametri koris§¢eni u
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STRUCTURE analizi predstavljeni su u Tabeli 3. Najvjerovatniji broj genetickih klastera
odreden je prema najviSim srednjim vrijednostima posterior vjerovatnoca (In Pr(X|K))
(Pritchard i sar.,, 2000) i AK metodi (Evanno i sar., 2005) u POPHELPER
(http://pophelper.com/) R programskom paketu. U istom programskom paketu graficki su
predstavljene srednje vrijednosti vjerovatnoce pripadnosti svake jedinke utvrdenim klasterima
(Q - individual membership coefficient, engl.) - prethodno izraCunate u CLUMPAK

programskom paketu (Kopelman i sar., 2015).

U TeSS programskom paketu, u cilju detekcije klastera, ukljuene su informacije o
geografskoj distribuciji jedinki. U analizi su primijenjena oba modela srodnosti jedinki:
ravnomjerne geografske distribucije jedinki u uzorku, dok je No Admixture model manje
osjetljiv u odnosu na izolaciju distancom (IBD) i omogucava detektovanje maksimalnog broja
genetickih klastera. U analizi je primijenjena Dirlehtova distribucija alelnih frekvencija,
parametar W (stepen uticanja geografskih podataka na rasporedivanje jedinki u Klastere)
podeSen je na 0,6 (prema Chen i sar., 2007), a ostali parametri su predstavljeni u Tabeli 3. Broj
genetickih klastera odreden je prema najvisim vrijednostima log-likelihood vjerovatnoca, te
sumiranjem 20% najnizih DIC vrijednosti (Deviance Information Criterion, engl.) za svako K
za koje su odredene srednje vrijednosti koje su zatim predstavljene u koordinatnom sistemu u
odnosu na maksimalnu vrijednost K. Optimalan broj klastera predstavljen je najnizom DIC
vrijedno$¢u (Durand i sar., 2009). Pored toga, detektovana je i stabilizacija vjerovatnoce
pripadnosti koficijenta Q u grafikonima (stabilizacija je postignuta kada se broj klastera
prestao mijenjati, bez obzira na K maksimalno), a rezultati srednjih vrijednosti Q koeficijenta
za detektovano K, izraCunatih u CLUMPAK-u, graficki su interpretirani u POPHELPER
programskom paketu. Pored toga izvrSena je i interpolacija log-likelihood vjerovatnoca

Krining metodom u okviru R paketa "maps".

GENELAND, kao i TESS, koristi informacije o geografskoj distribuciji jedinki prilikom
odredivanja broja klastera. Analiza je sprovedena primjenom oba modela korelacije alela
(correlated i uncorrelated) prema parametrima predstavljenim u Tabeli 3. Correlated model je
adekvatniji za detekciju fine strukture, ali ima nestabilniji algoritam u odnosu na uncorrelated

model. Broj pretpostavljenih genetickih klastera (K) odreden je na osnovu: histograma
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procijenjene vrijednosti K za svako ponavljanje, najvece srednje posterior vjerovatnoce, te
mape pripadnosti jedinki odredenom genetickom klasteru. Nakon toga, u cilju provjere
geografske koherentnosti detektovanih klastera analiza je ponovljena 10 puta sa fiksnom K
vrijedno$¢u (prethodno procijenjena K vrijednost) i neizmijenjenim parametrima, a kao

najbolji rezultat izabran je onaj sa najvecom srednjom vrijednos$¢u posterior vjerovatnoce.

Tabela 3. Parametri koji su primijenjeni u analizi strukuturiranosti populacije vuka Bosne i

Hercegovine u STRUCTURE, TESS i GENELAND programskim paketima.

Programski S Broj . .. Broj ponavljanja
Primijenjeni model pretpostavljenih
paket zasvako K
klastera (K)

Admixture/Correlated allele frequencies
STRUCTURE 1 000 000 MCMC 1-5 10
100 000 burn-in

No admixture model
Admixture models (CAR, BYM)
50 000 sweeps
10 000 burn-in

TESS 2-5 10

Uncorrelated frequencies
Correlated frequencies
Spatial model - coordinate uncertainty
(nepouzdanost koordinata) 10 km
Maximum rate of Poisson process = broj
uzoraka (79)
Maximum number of nuclei = 3x velicina
uzorka (237)
1 000 000 iteracija
Thining 100; post process 5 000
Null alleles: true

GENELAND 1-5 10

Diskriminantna analiza glavnih komponenti (DAPC - Discriminant Analysis of Principal
Components, engl.) primijenjena je u cilju detekcije broja genetickih klastera prema
Bajesovom informacionom kriterijumu (BIC - Bayesian information criterion, engl.). Ovom
metodom nastoji se objasniti geneticka varijabilnost izmedu grupa (pri ¢emu se ne obraca
paznja na unutar - grupnu varijabilnost) analizom sinteti¢kih varijabli (glavne komponente; PC
- principal components, engl.). Zna¢ajnost metode je u tome $to ne zahtijeva HWE i LE
(linkage equilibrium, engl.) izmedu analiziranih populacija, za razliku od npr. STRUCTURE
analize Ciji algoritmi pretpostavljaju da je analizirana populacija u HWE i LE jer u suprotnom
moze do¢i do ispoljavanja pogresnih rezultata. Analiza je zasnovana na sekvencijalnoj

klasterizaciji k - srednjih vrijednosti (k - means, engl.) uz simultano povec¢anje k vrijednosti i
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poredenje sa BIC, a sprovedena je bez informacija o pripadnosti jedinki pojedina¢nim
populacijama. Za identifikaciju klastera, koriS¢ena je funkcija find.clusters kojom su geneticki
podaci prvo transformisani, primjenom PCA metode u PC (zadrzan je maksimalan broj PC)
¢ime je obezbijedeno: nepovezanost varijabli koje se u nastavku analiziraju, njihova redukcija
(broj varijabli mora biti manji od uzorka) i ubrzavanje analize. Zatim, analiziran je dijapazon k
vrijednosti uz racunanje BIC, a optimalan broj klastera odreden je prema najnizoj BIC
vrijednosti. Pripadnost jedinki detektovanim klasterima i njihove posterior vjerovatnoce
odredene su diskriminantnom analizom glavnih komponenti, primjenom funkcije dapc, a da bi
se izbjeglo precjenjivanje vrijednosti odreden je optimalan broj zadrzanih glavnih komponenti

utvrdivanjem o - vrijednosti (mjera razlike izmedu uocene i nasumi¢ne diskriminacije).

SPCA metoda pored adegenet, zahtijeva primjenu ade4 (Jombart, 2008) i spdp (Bivand, 2007)
R-programskih paketa. Ova metoda predstavlja modifikovanu PCA metodu koja u istrazivanju
kripticne populacione strukture, pored podataka o varijansama izmedu razliCitih entiteta,
dodatno koristi i informacije o prostornoj distribuciji jedinki. Analiza se zasniva na nacinu
modelovanja prostornih informacija pomocu connection network mreze (Legendre i Legendre,
1998), a zatim se na osnovu Moranovog | indeksa prostorne autokorelacije (Moran, 1948,
1950) detektuje prostorni obrazac genotipova. Rezultat se interpretira vizualizacijom globalne
i lokalne strukture (Thioulouse i sar., 1995). Globalna struktura je graficki predstavljena
pozitivnim eigenvalues vrijednostima koje ukazuju na pozitivnu prostornu autokorelaciju
(positive spatial correlation, engl.) i daje informacije o klinalnoj raspodjeli geneticke
varijabilnosti. Ukoliko je prisutna globalna struktura to znaci da su jedinke koje su geografski
blize i geneticki sli¢nije. Lokalna struktura je predstavljena negativnim eigenvalues
vrijednostima koje ukazuju na negativhu prostornu autokorelaciju (negative spatial
autocorrelation, engl.) i veéu geneticku razli¢itost izmedu susjednih jedinki. U analizi
prostorne strukturiranosti populacije vuka Bosne i Hercegovine SPCA metodom primijenjen je
connection network tip 1, baziran na Delaunay-evoj triangulaciji. Za provjeru signifikantnosti
globalne i lokalne strukture primjenjena su 2 Monte Karlo permutaciona testa (9999

permutacija).

U cilju sagledavanja polozaja vuka Bosne i Hercegovine u Sirem geografskom kontekstu,

dodatno su sprovedene analize prostornog obrasca geneticke varijabilnosti, uklju¢ivanjem
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jedinki sa teritorije Srbije, koje ¢ine kontinuiranu dinarsko - balkansku populaciju, u
analizirani set podataka. Novi, dinarsko - balkanski set podataka sastojao se iz 214 jedinki, a
ukljucivao je: 79 jedinki vuka Bosne i Hercegovine koje su analizirane u istraZivanju, 74
jedinke iz Srbije (Djan i sar., 2016), te 45 jedinki sa podrucja Srbije, koje nisu prethodno
analizirane (Prilog 2). Za amplifikaciju mikrosatelitskih lokusa jedinki iz Srbije upotrebljen je
isti komplet hemikalija kao i za uzorak populacije vuka Bosne i Hercegovine. Kao a priori
korak u analizama prostorne strukture novog seta podataka izvrSena je detekcija nultih alela
pomocu MICRO-CHECKER-a. Parametri kori$¢eni u analizama prostornog obrasca geneticke
varijabilnosti novog seta podataka, primjenom svih prethodno koris¢enih programskih paketa,
ostali su isti kao i u analizi prostornog obrasca geneticke varijabilnosti vuka Bosne i

Hercegovine (Tab. 3).

Geneticka diferencijacija vukova Bosne i Hercegovine, te dinarsko - balkanskog seta
podataka, dodatno je analizirana izraCunavanjem indeksa geneticke diferencijacije (Fst), a
pored toga, sprovedena je i analiza molekularne varijanse (AMOVA - analysis of molecular
variance, engl.) u cilju procjene distribucije geneticke varijabilnosti unutar i izmedu
populacija (Excoffier i sar., 1992). Obje analize sprovedene su u ARLEQUIN programskom
paketu, a statisticka znacajnost dobijenih rezultata odredena je testom permutacija (10 000

permutacija).
5.3.4. Odredivanje efektivne veli¢ine populacije (Ne)

LDNe v1.31 (Do i sar., 2014) programski paket primijenjen je u svrhu odredivanja efektivne
velicine (Ne) populacije vuka sa teritorije Bosne i Hercegovine. Navedenim programskim
paketom odreden je LD analiziranog uzorka uz korekciju greSaka koje se javljaju zbog
prisustva rijetkih alela, tako da su iz analize iskljuceni aleli sa frekvencijom manjom od 0,02
(Waples i Do, 2010). Rezultati analize provjereni su Jaccknife metodom ponovnog

uzorkovanja u intervalu povjerenja od 95%.

5.3.5. Detekcija prolaska populacije kroz geneti¢ko usko grlo

Detekcija prolaska populacije vuka Bosne i Hercegovine kroz geneti¢ko usko grlo u skorijoj
proSlosti na osnovu varijabilnosti mikrosatelitskih lokusa, analizirana je primjenom
BOTTLENECK Vv.1.2.02 (Cornuet i Luikart, 1996) programskog paketa. BOTTLENECK
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program rac¢una za svaki lokus u populaciji vrijednosti uocene heterozigotnosti (Ho), broj alela
(ko) 1 broj genskih kopija (n) pod pretpostavkom ekvilibrijuma izmedu mutacija i genetickog
drifta (mutation - drift equilibrium, engl.), za razli¢ite modele mutacije mikrosatelitskih lokusa
(objasnjeno u poglavlju Pregled literature: mikrosatelitski lokusi). Dodatno, u programu se
odreduje standardna devijacija (SD) ocekivane ravnoteZze heterozigotnosti pomocu koje se
zatim racuna standardizovana devijacija (DH/sd = He-Heq/sd) za svaki lokus i vjerovatnoca
(p) ove devijacije (Piry i sar., 1999). Pozitivna vrijednost DH/sd ukazuje na postojanja
povecéanja heterozigotnosti, a negativna na deficit heterozigotnosti. U analiziranju prolaska
populacije vuka Bosne i Hercegovine kroz geneticko usko grlo u skorijoj proslosti,
primjenjena su sva tri modela mutacija, sa varijansom TPM modela od 30 i1 zastupljenoséu
70% SMM u TPM modelu mutacija, uz 10 000 iteracija. Znacajnost dobijenih rezultata,
odnosno procjena prolaska populacije kroz geneticko usko grlo, odreduje se Sign,
Standardized differences i Wilcoxon testovima (Cornuet i Luikart (1996), koji izraCunavaju da
li u populaciji postoji znac¢ajno povecanje heterozigotnosti, Sto ukazuje na skorasnji prolazak
populacija kroz geneticko usko grlo. Ukoliko je populacija u ravnotezi, u nekim lokusima ¢e
postojati povecanje, a u nekim smanjenje heterozigotnosti. U ovom istrazivanju je primjenjen
Wilcoxon test, s obzirom da se on predlaze kao najpogodniji u slu¢aju kada je broj analiziranih

lokusa manji od 20 (Luikart i Cornuet, 1998).
5.3.6. Analiza srodstva

Srodstvo izmedu jedinki analizirane populacije vuka sa podru¢ja Bosne i Hercegovine,
analizirano je u KINALYZER programskom paketu, dostupnom u vidu internet programskog
paketa (http://kinalyzer.cs.uic.edu/index.php). U navedenom programskom paketu, razvijenom
za kodominantne markere poput mikrosatelita, vrSi se rekonstrukcija punih srodnika (full
sibling, engl.) bez prethodnih informacija o roditeljima. Za razliku od ostalih programskih
paketa koji se primjenjuju u analizi srodstva, KINALYZER ne zahtijeva informacije o
frekvenciji alela u populaciji, te ne kreira pretpostavke u odnosu na nacin/sistem parenja vrste.
Rekonstrukcija srodstva u navedenom programskom paketu, vrsi se primjenom 2-Allele Set
Cover i Greedy Consensus pristupa. 2-Allele Set Cover pristupom, primjenjenim u ovom
istrazivanju, a koji je zasnovan na jednostavnom Mendelovom pravilu nasljedivanja alela

diploidnih organizama - potomak nasljeduje po alel svakog lokusa, od svakog roditelja,
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odreden je najmanji broj grupa srodnika tehnikama kombinatorijalne optimizacije'® (Ashley i
sar., 2009).

10 Kombinatorijalna optimizacija predstavlja klasu problema gdje je kvalitativna (kombinatorijalna) struktura bitnija od
numerickih vrijednosti. Cilj navedenih problema je pronaci soluciju koja optimizuje (minimizira/maksimizira)
rezultat/rijeSenje.
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5.4. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA O VARIJABILNOSTI
MITOHONDRIJALNE DNK POPULACIJE VUKA BOSNE | HERCEGOVINE

5.4.1. Poredenje i analiziranje sekvenci dijela kontrolnog regiona mtDNK vuka

U cilju utvrdivanja homologije nukleotida i detektovanja polimorfizama, uspjeSno
sekvencirani dijelovi kontrolnog regiona mtDNK vuka Bosne i Hercegovine poravnati su
(multiple alignment, engl.) primjenom Clustalw algoritma (Thompson i sar., 1997)
implementiranom u BioEdit v.7.7.0 (Hall, 1999) programskom paketu. Sekvence su
analizirane i korigovane provjerom hromatograma, nakon ¢ega su poredene sa Sekvencama
haplotipova navedenog regiona mtDNK vuka koji su do sada detektovani na nivou Evrope, a
preuzeti su iz Banke Gena (NCBI - National Center for Biotechnology Information, engl.,
baza podataka). Broj sekvenci svakog preuzetog haplotipa odreden je prema podacima iz
objavljenih publikacija (Vila i sar., 1999, Randi i sar., 2000, Flagstadt i sar., 2003, Valiere i
sar., 2003, Gomerci¢ i sar., 2010, Pilot i sar. 2010, Baltranaite i sar., 2013, Hindrikson i sar.,
2013, Djan i sar., 2014, Jansson i sar., 2014, KobImdiller i sar., 2016, Ersmark i sar., 2016,
Montana i sar., 2017, Pires i sar., 2017) (Prilog 3). Finalni - evropski set sastojao se iz ukupno
1640 sekvenci: 56 sekvenci vukova iz ovog istrazivanja, 49 neobjavljenih sekvenci kontrolnog
regiona mtDNK vuka sa podrucja Srbije, te 1535 preuzetih sekvenci dijela kontrolnog regiona
mtDNK vuka sa podruc¢ja Evrope. Nakon poravnanja, sekvence navedenog seta su skracene na

kona¢nu duzinu od 225 bp.

Vrijednosti osnovnih parametara geneticke varijabilnosti: broj haplotipova (h), diverzitet
haplotipova (Hd), diverzitet nukleotida () i prosje¢an broj nukleotidnih razlika (k) odredene

su u DnaSp 5 (Rozas i sar., 2003) programskom paketu.
5.4.2. Filogeografska analiza na osnovu mtDNK haplotipova vuka

Filogeografska analiza na osnovu haplotipova dijela kontrolnog regiona mtDNK vuka uradena
je sa ciljem detektovanja filogeografske strukture, te rasvjetljavanja filogeografskih odnosa
vukova Bosne i Hercegovine u evropskom kontekstu. Ova analiza je sprovedena
konstrukcijom filogenetskog stabla primjenom Bajesove metode, ¢emu je prethodilo
odredivanje evolutivnog modela koji najbolje objasnjava nac¢in nukleotidnih promjena

analiziranih sekvenci. Evolutivni model odreden je u MEGA v. 6 (Kumar i sar., 2004)
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programskom paketu primjenom Bajesovog informacionog kriterija (BIC), a kao
najadekvatniji pokazao se Hasegawa - Kishino - Yano model (HKY; Hasegawa i sar., 1985),
koji dozvoljava razliCite stope transverzija i tranzicija, sa Gamma distribucijom stope
varijacije izmedu nukleotidnih pozicija. Filogenetsko stablo je konstruisano primjenom
MrBayes v.3.2 (Ronquist i sar, 2012) programskog paketa. U analizi, simultano su generisana
dva MCMC lanca, broj generacija - neophodan za odrzavanje stabilne distribucije dovoljno
dugo nakon konvergencije - podeSen je na 10 000 000, burn in vrijednost je obuhvatala prvih
10% iteracija, a svaka 100-ta iteracija je sacuvana. U Tracer v.1.5 (Rambaut i Drummond,
2007) programskom paketu izvrSeno je sumiranje rezultata analize i provjera kompatibilnosti
parametara. Kao outgrupa u analizi kori§¢ena je sekvenca kojota (Canis latrans, Banka Gena
br. DQ480510), a analiza je sprovedena na CIPRES internet platformi (http://www.phylo.org/)
u cilju prevazilazenja tehnickih ograni¢enja snage raunara. Detektovano stablo vizualizovano
je i editovano u FigTree v.1.4.0 (Rambaut, 2012) programskom paketu. Potvrda pouzdanosti
polozaja grana konstruisanog stabla izvrSena je na osnovu posterior vjerovatnoca; vrijednosti

sa posterior vjerovatnocom preko 90% smatrane su odgovaraju¢ima za potvrdu pouzdanosti.

Filogeografska analiza haplotipova vuka Evropskog seta sekvenci sprovedena je i
konstrukcijom Median - Joining mreze (MJ network, engl.) u PopArt v.1.7 (Bandelt i i sar.,
1999) programskom paketu, gdje je kao outgrupa koriS¢ena ista sekvenca kojota kao i u
konstrukciji filogenetskog stabla. Mutacioni koraci izmedu detektovanih haplotipova
predstavljeni su kosim, kratkim linijama koje se nalaze na punim linijama koje povezuju
haplotipove. Pored toga, u istom programskom paketu, kreirani su kruzni grafikoni koji
prikazuju zastupljenost svih detektovanih haplotipova vuka u okviru proucavane drzave/regije

na nivou Evrope i predstavljeni su na mapi.

Za haplogrupe, detektovane konstruisanjem Bajesovog filogenetickog stabla i MJ mreZe,
izraCunati su osnovni parametri geneticke varijabilnosti u DnaSp programskom paketu, a
varijabilnost izmedu i unutar definisanih haplogrupa odredene su analizom molekularne
varijanse (AMOVA) (Excoffier i sar.,1992) u ARLEQUIN programskom paketu. U istom
programskom paketu na osnovu prosjecnog broja nukleotidnih razlika (pairwise differences,
engl.) odredena je vrijednost indeksa geneticke diferencijacije (Dst), a StatistiCka znacajnost

rezultata odredena je testom permutacija (10 000 permutacija).
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5.4.3. Rekonstrukcija demografskih promjena populacije vuka Evrope

Rekonstrukcija demografskih promjena populacije vuka na nivou Evrope sprovedena je
analizom mismatch distribucije u ARLEQUIN programskom paketu, te primjenom Bajesove
skyline plot metode (BSP — Bayesian skyline plot, engl.) u BEAST v1.8.0 (Drummond i sar.,
2012) programskom paketu.

Mismatch analiza, zasnovana na analizi distribucije parova nukleotidnih razlika, sprovedena je
na kompletnom setu podataka, te definisanim haplogrupama sa ciljem utvrdivanja statisti¢ki
znacajnog odstupanja parametara mismatch distribucije u odnosu na océekivane vrijednosti,
pod pretpostavkom modela nagle ekspanzije (sudden expansion model, engl.). Procjena
mismatch odstupanja izvrSena je na osnovu statisticki znacajnih rezultata vrijednosti sume
kvadratnih odstupanja (SSD - sum squared deviations, engl.). Dodatno, u cilju uvrdivanja
demografske ekspanzije sprovedeni su testovi selektivne neutralnosti: Tajima's D test (Tajima,
1989) i Fu's Fs test (Fu, 1997), kako za kompletan uzorak, tako i za detektovane haplogrupe
pojedinacno. Statisti¢ki znacajne negativne D i Fs vrijednosti testova neutralnosti predstavljaju

pokazatelj nagle ekspanzije populacije.

Bajesova skyline plot (BSP - Bayesian skyline plot, engl.) metoda predstavlja graficki prikaz
istorijske efektivne veli¢ine populacije u funkciji vremena. Navedena metoda je primjenjena u
cilju rekonstrukcije demografske istorije vuka na nivou Evrope, odnosno, u cilju detekcije
perioda izmjene haplogrupa vuka | i Il na navedenoj teritoriji, a sprovedena je u BEAST
v1.8.0 (Drummond i sar., 2012) programskom paketu. Analiza je sprovedena za obje
detektovane haplogrupe, pri ¢emu je za svaku haplogrupu kreiran set od 100 slucajno
odabranih sekvenci u okviru analizirane haplogrupe, sa ciljem prevazilaZzenja ogranicenja
racunara. Za oba seta sekvenci uradjene su po tri uzastopne analize nakon ¢ega su dobijeni
output fajlovi koji su kombinovani u LogCombiner v.1.8.0 programskom paketu (u okviru
BEAST programskog paketa), u po jedan jedinstveni log i tree fajl, koji su nakon toga
analizirani u Tracer programskom paketu, u kome su kreirani i BSP za svaku haplogrupu. Za
konstrukciju BSP obje haplogrupe odabran je relaxed lognormal clock model uz mutacionu
stopu za kontrolni region mtDNK vuka (w) od 2.9 x 10 po nukleotidu, po godini, prema
postojec¢im literaturnim podacima (Pilot i sar., 2010), uz pretpostavku konstantne populacione

veli¢ine kroz vrijeme - modela koji se pokazao najadekvatnijim za obja$njavanje veza izmedu
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jedinki iste vrste prema Drummond i Rambaut (2007). Mutacioni model koji najbolje
objasnjava nukleotidne supstitucije analiziranih sekvenci u predstavljenoj analizi je HKY + G
model, odreden u MEGA programskom paketu. DuZina analize oba seta sekvenci iznosila je
100 miliona iteracija, od kojih je prvih 10% odbaceno kao burn-in, a parametri modela su
uzorkovani na svakih 1000 generacija.
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6.1. VARIJABILNOST MIKROSATELITA POPULACIJE VUKA BOSNE |
HERCEGOVINE

U ukupnom uzorku od 79 jedinki vuka sa teritorije Bosne i Hercegovine uspjeSno su
amplifikovani svi mikrosatelitski lokusi i amelogenin gen, na osnovu koga je utvrdeno da je
uzorak sastavljen iz 38 Zenki (0,48%) i 41 muzjaka (0,52%).

Statisticki znacajno prisustvo nultih alela u setu podataka vuka Bosne i Hercegovine
detektovano je za 6 mikrosatelitskinh lokusa: AHTk211, INRA21, AHTh260, AHT121,
FH2054 i AHTh171. S obzirom da statisticki znacajno prisustvo nultih alela moze uticati na
dobijanje pogresnih rezultata osnovnih parametara geneticke varijabilnosti (smanjenje
heterozigotnosti, povecanje inbridinga, odstupanje od HWE), te u cilju komparacije rezultata,
analize genetiCke varijabilnosti sprovedene su sa (Prilog 4) i bez (Tab. 4) navedenih lokusa.
Uocena je razlika u dobijenim rezultatima, te su sve daljnje analize sprovedene na setu od 12

mikrosatelitskih lokusa za koje nije utvrdeno statisticki znacajno prisustvo nultih alela.
6.1.1. Geneti¢ka varijabilnost populacije vuka Bosne i Hercegovine

Analizom geneticke varijabilnosti prouc¢avanog uzorka utvrdeno je da je svih 12 lokusa,
ukljucenih u daljnje analize - polimorfno. Ukupno su detektovana 103 alela, najmanji broj
alela (Na=6) naden je u lokusu REN162C04, a najveci (Na=12) u lokusu AHT137, pri ¢emu
srednja vrijednost ukupnog broja alela iznosi 8,58. Srednja vrijednost uo¢ene heterozigotnosti
(Ho=0,73) manja je od srednje vrijednosti o¢ekivane heterozigotnosti (He=0,76), a statisticki
znacajno odstupanje od HWE detektovano je samo u jednom lokusu (REN54P11). Ukupno
3/64 kombinacije genotipova pokazale su statisti¢ki znac¢ajnu neravnotezu vezanosti gena. Nije

uoceno statisticki znacajno povecanje koeficijenta inbridinga (Tab. 4).
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Tabela 4. Vrijednosti osnovnih genetickih parametara populacije vuka (Canis lupus) Bosne i
Hercegovine utvrdene analizom polimorfnosti mikrosatelita.

Lokus Na Ho He HWE Fis
CXX279 9 0,6962 0,7626 - 0,0876
REN169018 9 0,7088 0,6883 - -0,0299
INUO55 8 0,7215 0,7483 - 0,0361
REN54P11 8 0,6962 0,7628 * 0,0878
AHT137 12 0,8734 0,8729 . -0,0005
REN169D01 10 0,8227 0,8709 - 0,0556
AHTK253 7 0,6835 0,7617 . 0,1032
INU005 11 0,8354 0,8572 - 0,0255
INU030 8 0,7848 0,7216 - -0,0880
FH2848 7 0,6708 0,777 - 0,0656
REN162C04 6 0,5189 0,5620 - 0,0770
REN247M23 8 0,8354 0,8501 - 0,0173
Srednja 8,583 0,7373 0,7647 ; 0.0364
vrijednost

Na - broj alela po lokusu, Ho - uocena heterozigotnost, He - ocekivana heterozigotnost, HWE
- Hardy - Weinberg ekvilibrijum, Fis - koeficijent inbridinga; - nije statisticki znacajno,
*p<0.05 statisticki znacajno nakon Boniferonijeve korekcije p vrijednosti.
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6.1.2. Strukturiranost populacije vuka Bosne i Hercegovine

STRUCTURE analizom u populaciji vuka Bosne i Hercegovine, na osnovu najvisih srednjih
vrijednosti posterior vjerovatno¢a (In Pr(X|K)) i AK metode, detektovana su dva (K=2)
geneticka klastera (S1. 5a). Na grafikonu (SI. 5b) jedan genetic¢ki klaster je predstavljen
bijelom bojom i prema vrijednostima q koeficijenta (q>0,8) pripadaju mu 22 jedinke (27,8%)
koje su uglavnom distribuirane u isto¢nom i jugoistocnom dijelu Bosne i Hercegovine (Prilog
5a). Drugi geneticki klaster je predstavljen zelenom bojom 1 prema vrijednostima q
koeficijenta (g>0,8) pripada mu 29 jedinki (36,7%) koje su distribuirane u ostalim dijelovima
navedene teritoriji (Prilog 5a). 28 jedinki (35,4%) pokazuje vrijednosti g koeficijenta koje su
manje od 0,8 (g<0,8) te se ne mogu pouzdano svrstati ni u jedan od detektovanih genetickih

klastera 1 ¢ine grupu jedinki u admiksiji.
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Slika 5. a) Broj pretpostavljenih genetickih klastera (K=2) u populaciji vuka Bosne i
Hercegovine detektovanih u STRUCTURE analizi na osnovu najviSih srednjih vrijednosti
posterior vjerovatnoca (In Pr(X|K)) i 4K metode b) Graficki prikaz pripadnosti jedinki
pretpostavljenim genetickim klasterima na osnovu srednjih vrijednosti pripadnosti jedinki (Q
koeficijent; q>0,8). Geneticki klasteri su predstavljeni razlicitim bojama. Jedan geneticki
klaster je predstavljen bijelom bojom i prema q koeficijentu (¢>0,8) pripada ju mu 22 jedinke
(27,8%) (1-2, 4-8, 10-14, 16-20, 22, 26, 29- 30, 33- 34). Drugi geneticki klaster je
predstavljen zelenom bojom i prema q koeficijentu (¢>0,8) pripada mu 29 jedinki (36,7%) (15,
24, 27-28, 31, 36- 37, 39, 41-46, 49, 50, 52, 55, 57, 59-60, 62-63, 65-68). Jedinke koje imaju
0<0,8 se smatraju jedinkama u admiksiji i ukupno ih je 28 (35,4%) (3, 9, 21, 23, 25, 32, 35,
38, 40, 47- 48, 52, 51, 53-54, 56, 58, 61, 64, 69- 79).
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Detektovani geneticki klasteri se sporadi¢no - geografski preklapaju, ali primjetno je da
jedinke iz isto¢nog 1 jugoistocnog regiona Bosne 1 Hercegovine vecinski formiraju jedan
zajednicki klaster, dok se jedinke drugog detektovanog klastera, koje su distribuirane u ostalim

dijelovima Bosne i Hercegovine, prostorno preklapaju sa jedinkama u admiksiji (Prilog 5a).

Analizom prostornog obrasca geneticke varijabilnosti proucavanog uzorka sprovedenoj u TESS
programskom paketu primjenom sva tri modela srodnosti jedinki i na osnovu najnize
vrijednosti DIC, uocena je distribucija vukova Bosne 1 Hercegovine u dva geneticka klastera

(K=2) (Sl. 6), kao i u STRUCTURE analizi.
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Slika 6. Broj pretpostavljenih genetickih klastera (K=2) u populaciji vuka Boshe i

Hercegovine detektovanih u TESS analizi na osnovu najniZih vrijednosti DIC

Svrstavanjem jedinki, primjenom TESS analize, u pretpostavljene geneticke klastere na
osnovu srednje vrijednosti pripadnosti jedinki detektovanim klasterima (g>0,8), uoceno je da
jedinke imaju sli¢an obrazac grupisanja kao i u STRUCTURE analizi. Graficki prikaz rezultata
TESS analize odgovara prikazu STRUCTURE analize, gdje je jedan geneticki klaster
predstavljen bijelom bojom, a drugi zelenom bojom. Rezultati TESS analize ukazuju da se

jedinke iz isto¢nog dijela Bosne i Hercegovine uglavnom grupisu u jedan genetic¢ki klaster
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(bijeli dio grafikona), a jedinke iz ostalih dijelova Bosne i Hercegovine veéninski u drugi

geneticki klaster (zeleni dio grafikona) (Prilog 5b, 5c¢).
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Slika 7. Graficki prikaz pripadnosti jedinki populacije vuka Bosne i Hercegovine
detektovanim genetickim klasterima u TESS analizi, primjenom sva tri modela srodnosti
jedinki (redno: BYM, CAR i No Admixture modeli) na osnovu srednjih vrijednosti pripadnosti
jedinki odredenom genetickom klasteru (q koeficijent; ¢>0,8). Geneticki klasteri su
predstavljeni razlicitim bojama. Jedan geneticki klaster je predstavijen bijelom bojom i prema
q koeficijentu (¢>0,8) pripada mu 13 jedinki (20,2%) (BYM i CAR model: 5- 6, 8-10, 12- 13,
16- 22), a prema No Admixure modelu 14 jedinki (17,7%) (5-10, 12-13, 16-20, 22). Drugi
geneticki klaster je predstavijen zelenom bojom i prema q koeficijentu (¢>0,8) pripada mu 49
jedinki (64,5%) prema BYM i CAR modelima (2, 4, 11, 23, 24, 27, 29-41, 43-49, 51-55, 57,
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60-64, 66-79), odnosno 64 (81%) prema No Admixture modelu (1-4, 11, 14, 15, 21, 23-41, 43-
79). Jedinke koje imaju g<0,8 se smatraju jedinkama u admiksiji; u BYM i CAR modelima 15
jedinki (18.9%; 1, 3, 7, 14, 15, 21, 25, 26, 28, 43, 48, 50, 56, 58-59, 65), a u No Admixture
modelu 1 jedinka (1%; 42)

Interpolacijom log - likelihood vjerovatnoca, dobijena je slaba statisticka podrzanost za klaster
u kome se nalaze jedinke iz isto¢nog/jugoistocnog dijela Bosne i Hercegovine, dok drugi
klaster, u kome se nalaze jedinke iz ostalih dijelova Bosne i Hercegovine ima visoku

statisticku podrzanost (SI. 8).
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Slika 8. Interpolirane log - likelihood vjerovatnoce pripadnosti jedinki populacije vuka Bosne
i Hercegovine pretpostavljenim genetickim klasterima (redno: BYM, CAR i No Admixture
modeli). Svijetliji dijelovi na mapi oznacavaju pripadnost jedinki odredenom genetickom
klasteru; na mapama koje se nalaze na lijevoj strani slike svijetli dijelovi oznacavaju
pripadnost jedinki vuka istocnog i jugoistocnog dijela Bosne i Hercegovine jednom
genetickom klasteru, a na desnoj strani pripadnost jedinki vuka ostatka navedenog podrucja

drugom genetickom klasteru.

GENELAND analizom, primjenom oba modela korelacije alela, uoCeni su razli¢iti rezultati
prostorne strukture vuka Bosne i Hercegovine, kako u medusobnom, tako i u odnosu na
rezultate prethodnih analiza. Primijenjeni uncorrelated model ukazuje na prisustvo dva
geneticka klastera (K=2) (Sl. 9a), dok analiza sprovedena primjenom correlated modela
frekvencije alela ukazuje na distribuciju proucavanog uzorka u pet genetickih klastera (K=5)

(S1. 9b), koji se medusobno, geografski, preklapaju (SI. 10).
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Slika 9. Broj pretpostavljenih genetickih klastera u populaciji vuka Bosne i Hercegovine
detektovanih primjenom a) uncorrelated (K=2) i b) correlated (K=5) modela korelacije alela

u GENELAND analizi

-55-



Dragana Snjegota, doktorska disertacija Rezugﬁ\

Slika 10. Distribucija jedinki populacije vuka Bosne i Hercegovine u pretpostavljene
geneticke klastere (K=5) detektovane Geneland analizom, primjenom correlated modela
frekvencije alela. Svijetliji dijelovi na mapi oznacavaju vecu pripadnost jedinki odredenom

genetickom klasteru.

Primijenjeni uncorrelated model ukazuje na prisustvo dva geneticka klastera (K=2), ali iz
Slike 11. moZe se uociti da nema jasne geografske distribucije jedinki, kao $to je djelimi¢no
uoceno u rezultatima prethodnih analiza populacione strukture, te da se klasteri geografski
preklapaju, pri ¢emu je navedena distribucija statisticki podrzana veoma visokim

vrijednostima posterior vjerovatnoc¢a pripadnosti jedinki klasteru (p>0.,8).
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Slika 11. Distribucija jedinki populacije vuka Bosne i Hercegovine u pretpostavljene
geneticke klastere (K=2) detektovane Geneland analizom, primjenom uncorrelated modela
frekvencije alela. Svijetliji dijelovi na mapi oznacavaju veéu pripadnost jedinki odredenom

genetickom klasteru

Rezultati dobijeni analizom glavnih komponenti, primjenom DAPC i sPCA metoda, takode
ukazuju na postojanje dva geneti¢ka klastera u prou¢avanom uzorku. DAPC analizom,
primjenom funkcije find.clusters, na osnovu najnize BIC vrijednosti, detektuju se dva
geneticka klastera (K=2) (SI. 12a), a svrstavanjem jedinki u detektovane klastere (Sl. 12b), te
odredivanjem jedinki u admiksiji (SI. 12c¢), primjenom dapc funkcije, uocava se distribucija
jedinki koja je u saglasnosti sa distribucijom uo¢enom u STRUCTURE i TESS analizama (Prilog
5¢).
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Slika 12. a) Broj pretpostavljenih genetickih klastera (K=2) u populaciji vuka Bosne i
Hercegovine detektovanih primjenom funkcije find.clusters u DAPC analizi na osnovu najnizih
vrijednosti BIC b) pripadnost jedinki populacije vuka Bosne i Hercegovine genetickim
klasterima; geneticki klasteri su predstavijeni razlicitim bojama. Nakon svrstavanja jedinki u
pretpostavljene klastere i odredivanja c) jedinki u admiksiji, uocavaju se 24 jedinke (30.3%)
sa ocekivanom vjerovatno¢om pripadnosti odredenom genetickom klasteru manjom od 0,8
(<0,8) koje se smatraju jedinkama u admiksiji. Jedan geneticki klaster je predstavljen bijelom
bojom i s obzirom na vrijednosti vjerovatnoce pripadnosti jedinki odredenoj genetickoj grupi
(>0,8) pripadaju mu 24 jedinke (30,3%) iz istocnog i jugoistocnog dijela Bosne i Hercegovine.

Drugi geneticki klaster je predstavljen zelenom bojom, i na osnovu vrijednosti vjerovatnoce
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pripadnosti (>0,8) pripada mu 31 jedinka (39,2%) iz ostalih dijelova Bosne i Hercegovine, a u

geografskom pogledu se preklapaju sa jedinkama u admiksiji.

Rezultati SPCA analize ukazuju na prisustvo jedne globalne, te odsustvo lokalne strukture (SI.

13a), Sto je statisti¢ki potvrdeno Monte Karlo permutacionim testovima (S1. 13b).
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Slika 13. a) Rezultati sSPCA analize i detekcija globalne i/ili lokalne strukture u populaciji

vuka Bosne i Hercegovine b) statisticka znacajnost uocenih rezultata

U sPCA analizi uocena je geografska distribucija jedinki u dva geneticka klastera, u skladu sa
distribucijom detektovanom u prethodnim analizama, pri ¢emu se jedinke isto¢nog i
jugoistocnog dijela Bosne 1 Hercegovine zajedno grupisu u jedan geneticki klaster u odnosu na
jedinke preostalog dijela prouCavane teritorije (SI. 14a). Interpolacijom vjerovatnoéa
pripadnosti odredenoj grupi, uoCava se slaba statisticka podrzanost navedene distribucije
jedinki (SI. 14b).
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Slika 14. a) Distribucija jedinki populacije vuka Bosne i Hercegovine u dva pretpostavljena
geneticka Klastera detektovana u sPCA analizi. Veca razlika u velicini, odnosno, boji
kvadratica, ukazuje na vecu diferencijaciju medu jedinkama D) Intrepolirana mapa
distribucije jedinki

Nakon sprovedenih prethodnih analiza definisani su konsenzus geneticki klasteri na osnovu
klastera svrstane su isklju¢ivo jedinke koje su u obje analize imale vrijednosti vjerovatnoce
pripadnosti utvrdenim klasterima vece ili jednake 0,8 (q>0,8) (Prilog 5e). Jedinke koje su
imale vrijednosti q koeficijenta manje od 0,8 (q<0,8) ne mogu se pouzdano svrstati ni u jedan

geneticki klaster, posmatraju se kao jedinke u admiksiji 1 iskljuene su iz narednih analiza.

-60 -



Dragana Snjegota, doktorska disertacija Rezug

Prema prethodno navedenom jedan geneti¢ki klaster sastojao se iz 15,2% jedinki vuka iz
isto¢nog i jugoisto¢nog dijela Bosne i Hercegovine, drugi geneticki klaster iz 27,8% jedinki iz
ostalih dijelova Bosne i Hercegovine, koje su se geografski preklapale sa jedinkama u
admiksiji (56,9 %). Za detektovane geneti¢ke klastere izra¢unate su Fst vrijednosti i uradena je
AMOVA. S obzirom na nivoe geneticke diferencijacije definisane prema Wright-u (1978),
uocCena Fst vrijednost izmedu detektovanih geneti¢kih Kklastera vuka Bosne i Hercegovine
umjereno je niska, ali statisticki znacajna (Fst = 0,1; p>0,01). Rezultati hijerarhijske AMOVA
analize ukazali su na vecu varijabilnost izmedu grupa (detektovanih genetickih klastera) u
odnosu na varijabilnost unutar grupa, dok je najveca uocena varijabilnost bila izmedu jedinki,

a sve vrijednosti statisti¢ki su podrzane (Tab. 5).

Tabela 5. Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA) za detektovane geneticke klastere

u populaciji vuka Bosne i Hercegovine.

o Procenat
o ~Varijabilnost o )
Izvor varijabilnosti _ varijabilnosti Fst p
komponenti

(%)
Izmedu grupa 0,75 10,80 0,108 0,00001
Unutar grupa 0,38 5,27
Izmedu jedinki 6,21 83,93

6.1.3. Analiza srodstva

Analizom srodstva vukova Bosne i Hercegovine detektovano je 36 grupa jedinki koje
pokazuju najblize srodstvo (S1. 15). U analizi je utvrdeno da je: najvise grupa sa jednim parom
srodnika - muzjak/zenka (14 grupa), muzjak/muzjak (11 grupa), Zenka/zenka (5 grupa); pet
grupa je sa po tri ¢lana srodnika - muzjak/zenka/muzjak (2 grupe), Zzenka/muzjak/zenka (2
grupe), Zenka/Zzenka/zenka (1 grupa) i jedna grupa ima cetiri ¢lana srodnika - Cetiri Zenke.
Sumiranjem rezultata, a s obzirom na visoku mobilnost proucavane vrste, uoc¢en je oc¢ekivan
obrazac srodstva jedinki, pri ¢emu su jedinke iz svih dijelova Bosne i Hercegovine vecinski
pokazale puno medusobno srodstvo §to ukazuje na visok protok gena izmedu vukova Bosne i
Hercegovine. Analiza srodstva, pored primarnog cilja, ukazala je na nesistemati¢nost i
nepravilnost u planiranju odstrela jedinki proucavane vrste, na Sta ukazuje odstrel npr. 4 Zenke

sa Ozrena u istom danu, a koje su navedenom analizom pokazale puno srodstvo.
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Slika 15. Prikaz srodnika u populaciji vuka Bosne i Hercegovine. Svaka linija predstavija puno srodstvo izmedu jedinki. Razlicite boje
linija odgovaraju uocenim grupama srodnika

-62 -



&

Dragana Snjegota, doktorska disertacija Rezultati

6.1.4. Efektivna veli¢ina populacije (Ne) i detekcija prolaska populacije vuka Bosne i
Hercegovine kroz geneti¢ko usko grlo

Srednja vrijednost efektivne veli¢ine populacije vuka Bosne i Hercegovine, detektovane u

LDNe programskom paketu, iznosi 41,5 (Ne=41,5) u intervalu povjerenja 95% (42,2 - 54,7).

Rezultati analiziranja prolaska populacije vuka Bosne i Hercegovine kroz geneti¢ko usko grlo
(bottleneck, engl.) u skorijoj prosSlosti prikazani su u Tabeli 6. Nakon Boniferonijeve korekcije
p vrijednosti Wilcoxon testa uocava se statisticki znacajan deficit heterozigota za populaciju
vuka Bosne i Hercegovine za IAM model mutacija, Sto ukazuje na prolazak populacije kroz
geneticko usko grlo (Cornuet i Luikart, 1996). Za TPM i SMM modele mutacija ne uocava se

statisticki znacajan deficit heterozigota.
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Tabela 6. Rezultati bottleneck analize za populaciju vuka Bosne i Hercegovine za IAM, TPM i SMM modele mutacija i vrijednosti
Wilcoxon testa

H Uolena IAM model mutacija TPM model mutacija SMM model mutacija
eterozigotnost

Lokus n ko He Heq S.D. DH/sd P Heq S.D. DH/sd Prob Heq S.D. DH/sd P
CXX279 156 9 0.76 0.67 0.12 0.73 0.25 0.75 0.07 0.13 0.45 0.816 0.039 -1.36 0.09
REN169018 156 9 0.69 067 012 0.17 049 0.75 0.07 -0.87 0.17 0.817 0.039 -3.26 0.01
INU055 156 8 0.75 0.63 014 084 0.20 0.72 0.08 0.29 0.48 0.791 0.048 -096 0.131
REN54P11 156 8 0.76 0.64 0.13 093 0.15 0.72 0.08 0.45 0.38 0.793 0.047 -0.69 0.191
AHT137 156 12 0.87 075 009 134 0.01 0.82 0.05 1.07 0.09 0.866 0.026 0.28 0.49
REN169D01 156 10 0.87 0.70 0.11 153 0.00 0.77 0.07 1.29 0.01 0.836 0.034 0977 0.134
AHTk253 156 7 0.76 059 014 119 0.07 0.68 0.09 081 0.20 0.759 0.054 0.068 0.452
INUO0O05 156 11 085 0.73 009 131 0.02 0.80 0.05 0.99 0.13 0.852 0.03 0.1 0.457
INU030 156 8 0.72 0.63 0.14 0.67 0.28 0.72 0.08 0.06 0.45 0.793 0.047 -153 0.064
FH2848 156 7 072 059 014 082 021 0.68 0.09 0.33 0.45 0.762 0.056 -0.83 0.167
REN162C04 156 6 057 054 016 018 049 063 011 -0.6 0.23 0.715 0.071 -21 0.048
REN247M23 156 8 085 0.63 0.14 155 0.00 072 0.09 151 0.00 0.792 0.049 1.205 0.04

Wilcoxon test (p) 0.00024* 0.05225 0.17627

He - uocena heterozigotnost; Heq - heterozigotnost nakon uspostaviljana ekvilibrijuma izmedu genetickog drifta i mutacija; S.D. -
standradna devijacija; DH/sd - standardizovana devijacija; P - vjerovatnoca; *p<0.05 statisticki znacajno nakon Boniferonijeve

korekcije p vrijednosti.
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6.2. STRUKTURIRANOST POPULACIJE VUKA BOSNE | HERCEGOVINE U
DINARSKO - BALKANSKOM KONTEKSTU

Iako se u prethodno navedenim rezultatima u vecini analiza prostornog obrasca geneticke
varijabilnosti populacije vuka Bosne i Hercegovine uocava distribucija jedinki u dva geneticka
klastera, slaba statisticka podrzanost, te odsustvo jasne geografske distribucije jedinki
analiziranog uzorka, ukazuju na odsustvo stvarne strukture. Ipak, grupisanje jedinki iz
isto¢nog 1 jugoisto¢nog dijela Bosne i Hercegovine u isti geneticki klaster konstantno je kroz
sve analize, Sto ne bi trebalo zanemariti. Da bi se utvrdilo da li se uo¢ena strukturiranost (K=2)
zadrzava i na viSem nivou, kada se poveca uzorak i geografsko podruéje analiziranja,
strukturiranost populacije vuka Bosne i Hercegovine istrazena je u Sirem, dinarsko -

balkanskom kontekstu.

Prisustvo nultih alela detektovano je za iste lokuse kao i u setu podataka populacije vuka
Bosne i Hercegovine, stoga su analize strukturiranosti dinarsko - balkanske populacije
sprovedene na setu od 12 lokusa za koje nije utvrdeno statisticki znacajno prisustvo nultih
alela. Analizama sprovedenim u STRUCTURE, TESS, GENELAND, SPCA i DAPC programskim
paketima, primjec¢ena je saglasnost u dobijenim rezultatima, gdje su sve analize ukazale na

prisustvo dva genetic¢ka klastera (K=2) u uzorku dinarsko - balkanske populacije vuka.

Analiza strukturiranosti sprovedena u STRUCTURE programskom paketu ukazala je, na osnovu
najvisih srednjih vrijednosti posterior vjerovatnoc¢a (In Pr(X|K)) i AK metode, na distribuciju
vukova dinarsko - balkanske populacije, sa teritorija Bosne i Hercegovine i Srbije, u dva
geneticka klastera (Sl. 16a). IzraCunavanjem srednjih vrijednosti pripadnosti jedinki
odredenom klasteru (q koeficijent; q>0,8) za determinisano K, uoceno je grupisanje jedinki
vuka Bosne i Hercegovine u jedan, odnosno, jedinki vuka Srbije u drugi geneticki klaster (SI.
16b). Dvije jedinke iz isto¢nog dijela Bosne i Hercegovine grupisu se u isti geneticki klaster
kome pripadaju jedinke iz Srbije, a 15 jedinki sa podruéja isto¢nog dijela Bosne i Hercegovine
nalazi se u admiksiji sa jedinkama vuka Srbije. Sedam jedinki vuka iz zapadnog dijela Srbije
grupiSe se u isti geneti¢ki klaster sa jedinkama iz Bosne i Hercegovine, a 28 jedinki je u
admiksiji sa vukovima Bosne i Hercegovine. Relativno mali broj jedinki u admiksiji, koje

uglavnom obuhvataju jedinke istocnog dijela Bosne i Hercegovine, sa jedne, odnosno,
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zapadnog dijela Srbije sa druge strane, ukazuje na nizak protok gena izmedu vukova

proucavanog dijela teritorije dinarsko - balkanske populacije vuka.
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Slika 16. a) Broj pretpostavljenih genetickih klastera (K=2) u dinarsko - balkanskoj
populaciji vuka detektovanih u STRUCTURE analizi na osnovu najvisih srednjih vrijednosti
posterior vjerovatno¢a In Pr(X|K) i 4K metode b) Graficki prikaz pripadnosti jedinki u
detektovanim genetickim klasterima na osnovu srednjih vrijednosti pripadnosti jedinki
odredenom klasteru (q koeficijent; ¢g>0.8). Bijela boja u grafikonu predstavlja pripadnost
Jjedinki vuka jednom genetickom klasteru, a plava boja pripadnost jedinki vuka drugom

genetickom klasteru. Jedinke koje imaju q<0,8 se smatraju jedinkama u admiksiji.
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Analiza sprovedena u TESS programskom paketu, na osnovu najnizih vrijednosti DIC, ukazuje
na distribuciju jedinki dinarsko - balkanskog seta u dva pretpostavljena geneticka klastera
(K=2) (SI. 17), koja su u saglasnosti sa brojem genetickih klastera detektovanih u STRUCTURE
analizi. U grafikonima se jasno uocava grupisanje nekoliko jedinki iz isto€nog 1 jugoistocnog
dijela Bosne i Hercegovine sa jedinkama iz Srbije, a evidentan je mali broj jedinki u admiksiji
(N=9 primjenom BYM i NoAdmixture modela, N=28 primjenom Car modela ) (SI. 18).
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Slika 17. Broj pretpostavljenih genetickih kiastera (K=2) u dinarsko - balkanskoj populaciji

vuka, detektovanih u TESS analizi na osnovu najnizih vrijednosti DIC
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Slika 18. Graficki prikaz distribucije jedinki dinarsko - balkanske populacije vuka u
pretpostavljene geneticke klastere detektovane TESS analizom, primjenom sva tri modela
srodnosti jedinki (redno: BYM, CAR i No Admixture modeli) na osnovu srednjih vrijednosti
pripadnosti jedinki odredenom genetickom klasteru (q koeficijent;, ¢>0,8). Bijeli dio grafikona
predstavlja pripadnost jedinki vuka jednom genetickom klasteru, a plavi dio grafikona

predstavilja pripadnost jedinki vuka drugom genetickom klasteru. Jedinke koje imaju q<0,8 se

smatraju jedinkama u admiksiji.

Interpolacijom log - likelihood vjerovatnoc¢a, dobijena je visoka statisticka podrzanost za

utvrdene geneticke klastere (S1. 19).
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Slika 19. Interpolirane log-likelihood vjerovatnoce pripadnosti jedinki dinarsko - balkanske
populacije vuka u pretpostavljene genetickie klastere (redno: BYM, CAR i No Admixture
modeli). Svijetliji dijelovi na mapi oznacavaju veéu pripadnost jedinki odredenom genetickom
klasteru; na mapama na lijevoj strani slike svijetli dijelovi oznacavaju pripadnost jedinki vuka
Bosne i Hercegovine jednom genetickom klasteru, a na desnoj strani pripadnost jedinki vuka

Srbije drugom genetickom klasteru

Analizom prostornog obrasca geneticke varijabilnosti, sprovedenoj u GENELAND

programskom paketu, primjenom correlated i uncorrelated modela korelacije alela, dobijeni
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su razli¢iti rezultati vezani za broj genetickih klastera u uzorku dinarsko - balkanske

populacije vuka (SI. 20).
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Slika 20. Broj pretpostavljenin genetickih klastera detektovanih u GENELAND analizi
primjenom a) uncorrelated (K=2) i b) correlated (K=5) modela korelacije alela za dinarsko -
balkansku populaciju vuka

Uncorrelated model ukazuje na grupisanje jedinki vuka dinarsko - balkanske populacije u dva
pretpostavljena geneticka klastera (K=2), sa jasnom geografskom distribucijom jedinki.
Jedinke iz Bosne i Hercegovine grupisane su u jedan, a jedinke iz Srbije u drugi geneticki
klaster. Kao i u prethodnim analizama, uoceno je grupisanje nekoliko jedinki iz istocnog i
jugoisto¢nog dijela Bosne i Hercegovine u Klaster kome pripadaju jedinke iz Srbije (SI. 21a).
Correlated model ukazuje na distribuciju jedinki u pet genetickih klastera (K=5) u kojima se
jasno uocava odvajanje jedinki Bosne i Hercegovine u poseban geneticki klaster, dok su
jedinke vuka Srbije distribuirane u zasebne geneticke klastere, pri ¢emu se uocava
diferenciranje izmedu jedinki iz zapadnog, odnosno, istocnog dijela Srbije. Navedena
distribucija je visoko statisticki podrzana i ukazuje na prisustvo dodatne strukture u populaciji

vuka Srbije (SI. 21b).
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Slika 21. Distribucija jedinki dinarsko - balkanske populacije vuka u pretpostavljene
geneticke klastere primjenom a) uncorrelated (K=2) i b) correlated (K=5) modela korelacije
alela u GENELAND analizi. Svjetliji dijelovi na mapi oznacavaju pripadnost jedinki odredenom
genetickom klasteru. Na slici pod a - na mapi sa lijeve strane slike svijetli dijelovi oznacavaju
pripadnost jedinki vuka Bosne i Hercegovine jednom genetickom klasteru, a na desnoj strani
pripadnost jedinki vuka Srbije drugom genetickom klasteru. Na slici pod b - pretpostavljeni

geneticki klasteri nemaju jasnu geografsku distribuciju.
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DAPC metodom, sprovedenom u Adegenet programskom paketu, u okviru R programskog
jezika, uocavaju se rezultati koji su u saglasnosti sa rezultatima prethodnih analiza, odnosno,
distribucija jedinki u dva pretpostavljena geneticka klastera (K=2) (SI. 22a). Na Slici 22b.
jasno se uocava grupisanje jedinki vuka iz Bosne i Hercegovine u jedan, a jedinki vuka iz
Srbije u drugi klaster, s tim da je evidentno da 14 jedinki populacije vuka Bosne i Hercegovine
dijeli geneticki materijal sa jedinkama iz Srbije, a 8 jedinki populacije vuka Srbije dijeli

geneticki materijal sa jedinkama Bosne i Hercegovine.
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Slika 22. a) Broj pretpostavljenih genetickih klastera (K=2) u dinarsko - balkanskoj populaciji vuka na osnovu najniZih vrijednosti

BIC, detektovanih primjenom funkcije find.clusters u DAPC analizi b) pripadnost jedinki dinarsko - balkanske populacije vuka

pretpostavljenim genetickim klasterima, geneticki klasteri su predstavljeni razlicitim bojama.
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Rezultati SPCA analize ukazuju na prisustvo jedne globalne i odsustvo lokalne strukture (SI.
23a), $to je statisticki potvrdeno Monte Karlo permutacionim testovima (SI. 23b).
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Slika 23. a) Rezultati sPCA analize za detekciju globalne/lokalne strukture dinarsko -

balkanske populacije vuka b) statisticka znacajnost uocenih rezultata

Uzimajuci u obzir geografsku distribuciju analiziranih jedinki, uoCava se grupisanje jedinki
vuka Bosne i Hercegovine u jedan, a jedinki Srbije u drugi klaster, kao i u prethodnim
analizama (Sl. 24a), s tim da je evidentno izdavajanje i1 grupisanje dvije jedinke iz
jugoistocnog i jedne jedinke iz centralnog dijela Bosne i Hercegovine u geneticki klaster sa
jedinkama iz Srbije. Interpolacijom vjerovatnoca pripadnosti odredenoj grupi, uocava Se

visoka statistiCka podrzanost navedene distribucije jedinki (SI. 24b).
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Slika 24. a) Distribucija jedinki dinarsko - balkanske populacije vuka u dva pretpostavljena
geneticka Klastera. Veca razlika u velicini, odnosno, boji kvadratica, ukazuje na vecu

diferencijaciju medu jedinkama b) Intrepolirana mapa distribucije jedinki

U cilju dodatne potvrde geneticke diferencijacije proucavanog uzorka izracunate su vrijednosti
Fst koeficijenta i uradena je AMOVA analiza. Konsenzus genetic¢ki klasteri su definisani
prema rezultatima vecine analiza koji ukazuju na distribuciju analiziranog uzorka dinarsko -
balkanskog seta podataka u dva pretpostavljena geneticka klastera: (1) klaster u kojem se
nalaze jedinke vuka Bosne i Hercegovine i (2) klaster u kojem se nalaze jedinke vuka Srbije.
Jedinke koje su kroz sve analize imale gq<0,8 (jedinke u admiskiji) izostavljene iz konsenzus
klastera. Uocena je niska, ali statisti¢ki znacajna vrijednost Fst koeficijenta (Fst = 0,038;
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p>0,01), a rezultati hijerarhijske AMOVA analize ukazali su na vecu varijabilnost unutar

grupa, u odnosu na varijabilnost izmedu grupa, a najveca varijabilnost je uocena izmedu
jedinki (Tab. 7).

Tabela 7. Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA) za dinarsko - balkansku
populaciju vuka

Varijabilnost

Izvor varijabilnosti ) Procenat varijabilnosti (%)  Fst p
komponenti
Izmedu grupa 0,27 3,81 0,038 0,00001
Unutar grupa 0,64 8,81
Izmedu jedinki 6,33 87,38
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6.3. VARIJABILNOST KONTROLNOG REGIONA MITOHONDRIJALNE DNK
POPULACIJE VUKA BOSNE | HERCEGOVINE

6.3.1. Geneticki diverzitet vuka na osnovu varijabilnosti kontrolnog regiona mtDNK

U ukupnom uzorku vuka Bosne i Hercegovine uspjesno je amplifikovan i sekvenciran dio
kontrolnog regiona mtDNK, duZine 269bp, kod 56 jedinki. Na osnovu 11 varijabilnih pozicija,
detektovano je ukupno osam haplotipova od kojih su cetiri utvrdena u prethodnim
istrazivanjima, a Cetiri nisu prethodno detektovana i jedinstvena su za analiziranu populaciju
vuka. Svi haplotipovi u istrazivanju imenovani su prema haplotipovima u istrazivanju od
strane Pilot i sar. (2010) u smislu da redni brojevi haplotipova ovog istraZzivanja prate redni
broj haplotipova prema Pilot i sar. (2010), (npr. wil=CI1; w2=CI2, itd.), odnosnho, naziv
haplotipa originalnog istrazivanja za jedinstvene haplotipove detektovane u ovom i
prethodnim istrazivanjima mtDNK vuka (npr. Blk2=Clblk2, x1=CIx1, itd.), a Cl oznaka
predstavlja inicijale latinskog naziva prou¢avane vrste Sto je uvedeno u ovom istrazivanju. Od
ukupno detektovanih 8 haplotipova u populaciji vuka Bosne i Hercegovine, 4 prethodno
detektovana haplotipa nadeni su i ranijim istrazivanjima dinarsko - balkanske populacije vuka
(Hrvatska (Gomerc¢i¢ 1 sar., 2010); Srbija, Bosna i Hercegovina, Makedonija (Pan 1 sar.,
2016)), a njihova distribucija, kao i distribucija jedinstvenih haplotipova za vuka Bosne i

Hercegovine, te vrijednosti parametara genetickog diverziteta prikazani su u Tabeli 8.

Tabela 8. Distribucija haplotipova i parametri genetickog diverziteta kontrolnog regiona
mtDNK populacije vuka Bosne i Hercegovine

Ukupan broj uzoraka 56

Ukupan broj haplotipova 8

Cl123 (% ukupnog uzorka) 39.18%
CI110 (% ukupnog uzorka) 28.37%
Clblk2 (% ukupnog uzorka) 12.1%
Cl16/14 (% ukupnog uzorka) 6.75%
CIx3 (% ukupnog uzorka) 0,01%
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Clx4 (% ukupnog uzorka) 0,03%

CIx5 (% ukupnog uzorka) 0,03%

CIx6 (% ukupnog uzorka) 0,05%

Broj polimorfnih mjesta 11
Diverzitet haplotipova (Hd) 0,707+0,00079
Diverzitet nukleotida () 0,01919+0,000006
Prosjecan broj nukleotidnih

razlika (k) 4104

Nakon poravnanja i skrac¢ivanja sekvenci u evropskom setu podataka na 225 bp, pojedini
detektovani haplotipovi uzorka vuka Bosne i Hercegovine pokazali su se kao jednaki, te je u
novom setu nadeno ukupno 28 haplotipova, od ¢ega je 26 bilo detektovano u prethodnim
filogeografskim istrazivanjima populacije vuka (Prilog 3b), a nadena su 2 nova haplotipa: 1 u
populaciji vuka Bosne i Hercegovine, a 1 u populaciji vuka Srbije. Ukupan broj mutacija je
n=31, diverzitet haplotipova Hd=0,795+0,00014, diverzitet nukleotida 7=0,02106+0,0000001,
a prosjec¢an broj nukleotidnih razlika k=4,54778.

6.3.2. Filogeografska analiza mtDNK haplotipova vuka

Konstruisanjem Median - Joining mreze haplotipova evropskog seta podataka uocena je
distribucija sekvenci haplotipova u dvije, prethodno u literaturi definisane, haplogrupe (Pilot i
sar., 2010): haplogrupu 1 (H1) i haplogrupu 2 (H2), koje su medusobno udaljene jednim
mutacionim korakom (SI. 25). Za haplogrupu 1 je utvrdeno da se sastoji iz 16, a za haplogrupu
2 iz 12 haplotipova. Haplogrupe se geografski preklapaju. Nema jasnog alopatrijskog obrasca
distribucije haplotipova, ali primjetno je da je haplogrupa 1 zastupljenija, §to je ocekivano s
obzirom da je evolutivno mlada u odnosu na haplogrupu 2, koju je i zamijenila u
zastupljenosti, na svjetskom nivou. Haplogrupa 1 je distribuirana na kompletnoj teritoriji
Evrope i u odnosu na haplogrupu 2 znatno je zastupljenija u populacijama vuka koje su nalaze
u centralnim i sjevernim poducjima Evrope. Zastupljenost haplogrupe 2 neSto je manja
krenuvsi ka centralnim i sjevernim podrucjima Evrope. Veoma malo je zastupljena na
Iberijskom poluostrvu, dok na Apeninskom poluostrvu u potpunosti dominira, a prisutna je i u

jugoisto¢nim i istoénim evropskim populacijama vuka (Sl. 25).
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Slika 25. Distribucija haplotipova vuka (Canis lupus) evropskog seta podataka u dvije haplogrupe: haplogrupu 1 i haplogrupu 2.
Velicina kruga odrazava brojnost jedinki po haplotipu. Mutacioni koraci izmedu detektovanih haplotipova predstavljeni su kosim,

kratkim linijama koje se nalaze na punim linijama koje povezuju haplotipove
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Iz Median - Joining mreze haplotipova uoc¢ava se da haplotip Cl10 ima najvece rasprostranjenje
na nivou Evrope. Detektovan je u populacijama vuka Iberijskog i Balkanskog poluostrva,
isto¢nog i centralnog dijela Evrope - gdje se uofava kod malog broja jedinki, te u baltickom i
skandinavskom dijelu Evrope i u Rusiji. Pored navedenog haplotipa, veoma veliku distribuciju
ima i haplotip CI1 koji je uglavnom rasprostranjen u Skandinaviji, baltickom i centralnom dijelu
Evrope. U Svicarskoj i Grékoj je registrovan kod po jedne jedinke, dok je u Bugarskoj uo¢en kod
nekoliko jedinki. Sljedeci, Siroko rasprostranjen je haplotip Cl6/14 koji ima najvecu distribuciju
u dinarsko - balkanskoj populaciji vuka. Zastupljen je na podru¢ju Srbije, a uocen je i kod
nekoliko jedinki u baltickom i centralnom dijelu Evrope i Rusiji. Pored toga uocava se i u
drugim populacijama na jugu Evrope, a u skorije vrijeme je detektovan i kod vukova u Italiji,
kod kojih je veoma dugo bio zastupljen iskljucivo jedinstveni haplotip CI22. Navedeni haplotip
je nastao preklapanjem prvobitno objavljenih haplotipova (w6 i w14 - prema Pilot i sar., 2010) u
jedan zbog skracivanja duzine analiziranih mtDNK sekvenci u predstavljenom istrazivanju.
Haplotip CI22 je detektovan u populaciji vuka Italije, $to je uo¢eno i u prethodnim studijama, te
kod nekoliko jedinki vuka Svicarske i Francuske. Haplotip CI3/78, koji je nastao preklapanjem
prvobitno objavljenih haplotipova w3 i w78 u jedan - usljed skraéivanja sekvence, prisutan je
kod 6,9% jedinki Iberijskog poluostrva, Baltika, centralnih i isto¢nih dijelova Evrope, te kod
jedne jedinke u Rusiji. Haplotip CI23 distribuiran je kod 6,1% jedinki vuka Dinarsko - Bakanske
populacije, te nekoliko jedinki Baltickog dijela Evrope. Haplotip CI2 je zastupljen medu
jedinkama centralnog, isto¢nog i baltickog dijela Evrope, kao i haplotip Cl7, s tim da su oba
haplotipa detektovana i kod nekoliko jedinki iz Rusije. CI24 haplotip jedinstven je za jedinke
Portugalije i Spanije. Jedinke iz Centralne Evrope, Baltika i Sjeverne Evrope, dijele haplotip CI5,
a haplotip CI13/26 je pored sporadi¢ne distribucije u populacijama Centralne Evrope i Baltika,
znatno distribuiran u dinarsko - balkanskoj populaciji vuka. Haplotip CI19/25 nastaje
preklapanjem haplotipova w19 i w25 u jedan zbog skradivanja sekvence, i prisutan je medu
jedinkama Iberijskog poluostrva, te kod jedne jedinke iz Bugarske. Haplotip ClI4 distribuiran je
medu jedinkama na podruéju isto¢ne, centralne i juzne Evrope, na Baltiku i u Skandinaviji, te
kod nekoliko jedinki u Rusiji. Nije prisutan u dinarsko - balkanskoj populaciji vuka, kao ni u
populacijama lIberijskog i Apeninskog poluostrva. Haplotip Clblk2 jedinstven je za dinarsko -
balkansku populaciju vuka. Haplotip CI16 detektovan je kod jedinki iz Srbije, Makedonije,

Turske i Bugarske, a haplotip Cl117 je zastupljen isklju¢ivo medu jedinkama sa juga Evrope.
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Haplotipovi CI8, CI9 i CI12 distribuirani su u populaciji vuka Rusije, a haplotip CI12 i u
baltickom dijelu Evropske populacije vuka. Haplotip C121 uocen je kod nekoliko jedinki u Rusiji
i Poljskoj. U juznom dijelu Evrope detektovani su CI20, CI27 i CI118 haplotipovi, dok je haplotip
Cl118 uocen i kod jedinki iz Ukrajine. Haplotip CI11 detektovan je kod po jedne jedinke Srbije,
Bugarske, Ukrajine, Bjelorusije i Rusije, te kod tri vuka u Slovackoj. Haplotip CI15 je jedinstven
za Ukrajinu, ClwH-4 Spaniju, CIx1 Srbiju i CIx3 za Bosnu i Hercegovinu. Na Slici 26. se uoava

gradijent u distribuciji haplotipova, krenuvsi od Iberijskog poluostrva ka Skandinaviji, a najveca

raznovrsnost haplotipova uo¢ava se unutar populacija vuka Centralne, Isto¢ne i Juzne Evrope.
HAPLOTIPOVI

Slika 26. Zastupljenost svih detektovanih haplotipova vuka u okviru proucavane drzave/regije na

nivou Evrope

Nakon poravnanja i skrac¢ivanja duzine sekvenci kontrolnog regiona mtDNK vukova evropskog

seta podataka, za vukove Bosne i Hercegovine uocava se manji broj haplotipova (h=5) u odnosu
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na prvobitni set podataka, koji je uklju¢ivao primarno jedinke iz Bosne i Hercegovine (SI. 27).
Distribucija haplotipova u ovom slucaju, u navedenoj subpopulaciji je sljedeca: najzastupljeniji
su haplotipovi CI23 i CI10, a zatim Clblk2 haplotip koji je jedinstven za dinarsko - balkansku
populaciju vuka. Pored navedenih haplotipova, detektovan je i haplotip CI6/14, dodatno
distribuiran kod nekoliko jedinki sa Apeninskog poluostrva, te u populacijama vuka isto¢nog,
centralnog i baltickog dijela Evrope. Takode, uocava se i prisustvo jedinstvenog haplotipa CIx3,
kod jedne jedinke vuka iz Bosne i Hercegovine sa podru¢ja Ozrena. Na podru¢ju Bosne i
Hercegovine detektovane su obje haplogrupe vuka, bez jasnog obrasca prostorne distribucije, ali
moze se uociti da haplogrupa 1 ima vecu zastupljenost. Pored toga, iz Slike 27. jasno se uocava

da subpopulacije vuka Bosne i Hercegovine, Hrvatske i Slovenije imaju vecu slicnost u

distribuciji haplotipova u odnosu na ostale subpopulacije dinarsko - balkanske populacije vuka.
» o« - - g z I T

Slika 27. Distribucija haplotipova mtDNK vuka koji su zastupljeni u Bosni i Hercegovini, a
detektovani su i u Evropi

Konstrukcijom Bayesovog stabla, uocena je distribucija haplotipova u dvije filogeneti¢ke grupe
(klade) koje su u saglasnosti sa haplogrupama H1 i H2 detektovanim u Median - Joining mreZi
(SI. 28). Navedena distribucija je podrzana sa visokim posterior vjerovatnoama, a topologija

konstruisanog stabla u skladu je sa rezultatima prema Pilot i sar. (2010), koja ukazuje na
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Rezultati

monofiletsku organizaciju haplotipova unutar uocenih haplogrupa. Na stablu se uocava da

haplotipovi CI9, CI5, CI11 i CI15 zauzimaju bazalnu poziciju.
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Slika 28. Bajesovo filogenetsko stablo mtDNK haplotipova jedinki vuka (Canis lupus) evropskog

seta podataka sa posterior vjerovatnocama
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Za definisane haplogrupe odredeni su osnovni parametri genetickog diverziteta iz kojih se jasno
uocava da haplogrupa 1 ima ve¢i diverzitet haplotipova i nukleotida, kao i1 veéi prosje¢an broj
nukleotidnih razlika, dok haplogrupa 2 ima vec¢i broj varijabilnih pozicija u odnosu na
haplogrupu 1 (Tab. 9). Nivo geneti¢ke divergencije izmedu definisanih haplogrupa je umjereno
nizak, ali statisti¢ki signifikantan (®st=0,58; p>0,01), a rezultati AMOVA analize ukazuju na

veéu medugrupnu, u odnosu na, unutargrupnu varijabilnost (Tab. 10).

Tabela 9. Osnovni parametri genetickog diverziteta definisanih haplogrupa vuka (Canis lupus)

evropskog seta podataka.

H1 H2
Broj sekvenci 985 655
DuZina sekvenci 225bp 225bp
Broj varijabilnih pozicija (S) 13 15
Broj haplotipova (h) 16 12
Broj mutacija (n) 13 15
Diverzitet haplotipova (Hd) 0,827+0,009 0,666+0,018
Diverzitet nukleotida (m) 0,01601 0,00759
Prosje¢an broj nukleotidnih
3,555+0,008 1,685+0,004
razlika (k)

H1 - haplogrupa 1; H2 - haplogrupa 2

Tabela 10. Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA) za definisane haplogrupe vuka

(Canis lupus) evropskog seta podataka.

o ] Varijabilnost Procenat
Izvor varijabilnosti ] o ] Dst p
komponenti varijabilnosti (%)
Izmedu grupa 4,20 58,74 0,58 0,00001
Unutar grupa 3,50 41,26

6.3.3. Rekonstrukcija demografskih promjena vuka

U analizi mismatch distribucije, nije uoceno statisticki znac¢ajno odstupanje vrijednosti sume
kvadratnih odstupanja (SDD) i indeksa disperzije (R) od pretpostavljenih vrijednosti modela

nagle ekspanzije populacije za cijeli set sekvenci i za sekvence u okviru detektovane haplogrupe
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2 vuka na nivou Evrope. Dobijene negativne vrijednosti Tadziminog D testa neutralnosti nisu se
pokazale statisticki znacajnima, kako za cijeli set sekvenci, tako ni za definisane haplogrupe, za
razliku od negativnih, statisti¢ki znacajnih vrijednosti Fuovog Fs testa za cijeli set sekvenci i
definisane haplogrupe, $to moZe ukazivati na naglu ekspanziju populacije vuka na nivou Evrope
(Tab. 11).

Tabela 11. Rezultati testova neutralnosti i mismatch analize sekvenci kontrolnog regiona

mtDNK vuka (Canis lupus) evropskog seta podataka i definisanih haplogrupa.

Cijeli set H1 H2
Testovi neutralnosti
Tajima D -0,121 0,368 -0,743
Fu Fs -25,304** -14,732** -10,056**
Mismatch distribucija
SDD 0,006 0,019* 0,018
R 0,01 0,033 0,048

H1-haplogrupa 1; H2 - haplogrupa2; SDD - suma kvatratnih odstupanja; R - indeksa rasturanja
p<0,05; **p<0,01

Na graficima mismatch distribucije uo¢ava se unimodalna distribucija parova nukleotidnih
razlika za cijeli set sekvenci i haplogrupu 1 (SI. 29). Uo¢ena mismatch distribucija ukazuje na
demografsku ekspanziju vuka cijelog (evropskog) seta podataka i detektovane haplogrupe 1, Sto
predstavlja odliku populacija koje su prosle kroz geneticko usko grlo u proslosti. Bimodalna

distribucija, koja je uo¢ena za haplogrupu 2, ukazuje na njen stabilni rast.
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Slika 29. Grafici mismatch distribucije a) evropskog seta podataka i b) definisanih haplogrupa.

Na x-o0si je prikazan prosjecan broj nukleotidnih razlika (pairwise differences, engl.), a na y-osi

frekvencija prosjecnog broja nukleotidnih razlika.
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Bayesovi skyline grafici, konstruisani za definisane haplogrupe, ukazuju da je period ekspanzije
haplogrupe 2 po¢eo mnogo ranije u proslosti, u odnosu na period ekspanzije haplogrupe 1.
Procijenjeno vrijeme ekspanzije haplogrupe 2 je prije oko 150000 godina (SI. 30a), a navedena
haplogrupa je trenutno u fazi blagog rasta. Za haplogrupu 1 procijenjeno vrijeme ekspanzije je

prije oko 13000 godina i haplogrupa je trenutno u blagoj ekspanziji (SI. 30b).
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Slika 30. Bajesovi skyline grafikoni a) haplogrupe 2 i b) haplogrupe 1. Na x - osi je prikazano
vrijeme ekspanzije haplogrupa u godinama, a na y - osi je prikazana efektivna velicina

populacije.
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U toku nekoliko proteklih decenija, genetickim proucavanjem vukova, napravljen je znacajan
napredak u boljem razumijevanju ekologije, varijabilnosti, evolucije i filogeografske istorije
navedene vrste u Evropi. Prvobitnim proucavanjima, zasnovanim na analizama mtDNK, uocena
je diferencijacija vukova na lokalnom nivou (Pilot i sar., 2006, 2010), ali i odsustvo jasne
geneticke strukture na svjetskom i evropskom nivou (Vila i sar., 1999). Uvodenje mikrosatelita,
a naroCito SNP-ova u pomenuta istrazivanja (Aspi i sar., 2009, Czarnomska i sar., 2013, Stronen
i sar., 2013, 2018), omogucava bolje sagledavanje prostornog obrasca geneticke varijabilnosti
vuka Sto dozvoljava identifikaciju razli¢itih populacija i/ili subpopulacija. Ipak, joS uvijek je
neophodno identifikovati faktore koji najbolje objasnjavaju uocCenu strukturu. Vuk je vrsta sa
veoma Sirokom istorijskom distribucijom, koja se u periodu 18. i 19. vijeka znatno smanjila - do
nivoa iSCezavanja vrste sa odredenih podrucja usljed progona i prekomjernog izlovljavanja, te
smanjenja veli¢ine pogodne teritorije pod uticajem antropogenih faktora. Prema Ripple i sar.
(2014) ove promjene su ostavile znacajne posljedice na strukturu i funkcionisanje ekosistema
koje je vrsta nekada naseljavala. Sprovodenje programa zastite u brojnim evropskim zemljama,
poslednjih nekoliko godina, uticalo je na znacajan oporavak populacije vuka Sto je dovelo do
rekolonizacije u podrucja koje je vuk nekada naseljavao (Chapron i sar., 2014). Povratak velikih
sisara na prostore sa kojih su prethodno protjerani potencijalno dovodi do novih konflikata sa
ljudima. Zbog potencijalnih sukoba neophodno je sprovoditi aktivne konzervacione mijere i
akcije koje ¢e omoguciti dugoro¢nu koegzistenciju vukova i ljudi, naro€ito u predjelima u kojima
dominira ljudska populacija (Ersmark i sar., 2016). Danas se antropogeni faktori navode kao
najvazniji faktori u oblikovanju recentne populacione strukture vuka. Medutim, nikako se ne
smije zanemariti ni uticaj glacijacija i interglacijacija na filogeneticku strukturu i istorijske
demografske procese, koji su zasigurno imali uticaj na strukturiranost savremenih populacija.
lako paleontoloski nalazi ukazuju na kontinuirano prisustvo vuka u sjevernoj hemisferi tokom
posljednje glacijacije i njen neznatan uticaj na distribuciju vrste (Sommer i Benecke, 2005,
Leonard i sar., 2007) postoje odredeni podaci da je posljednji glacijalni maksimum ipak
znacajnije uticao na oblikovanje populacione strukture vuka na evroazijskom nivou, Sto je

primjeceno i kod ostalih velikih sisara (Taberlet i Bouvet, 1994, Stewart i sar., 2010).

Analiziranje mikrosatelitskih regiona nuklearne DNK i sekvenci dijela kontrolnog regiona
mitohondrijalne DNK vukova Bosne i Hercegovine predstavlja prvi korak u njihovoj genetickoj

karakterizaciji na ovom prostoru. Ove molekularno - geneticke analize omogudéile su:
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sagledavanje geneticke varijabilnosti, detektovanje populacione strukture vuka i i filogeografskih
obrazaca, uocavanje geneti¢kih signala ukrStanja u srodstvu, te rasvjetljavanje demografskih

promjena kroz koje su vukovi sa prostora Bosne i Hercegovine prolazili.

7.1. GENETICKA VARIJABILNOST POPULACIJE VUKA BOSNE | HERCEGOVINE

Umjereno visoke vrijednosti nivoa geneti¢ke varijabilnosti populacije vuka Bosne i Hercegovine,
detektovane primjenom mikrosatelitskih lokusa, a zasnovane na broju alela po lokusu (Na), te
vrijednostima uocene (Ho) i ocekivane (Hg) heterozigotnosti, u skladu su sa vrijednostima
detektovanim i u ostalim dinarsko - balkanskim subpopulacijama (Lucchini i sar., 2004, Fabbri i
sar., 2014, Moura i sar., 2014, Djan i sar., 2016, Snjegota i sar., 2016). Poredenje rezultata o
genetickoj varijabilnosti, detektovanih analizom mikrosatelita u razli¢itim studijama, zahtjeva
posebnu paznju s obzirom na amplifikaciju razli¢itog panela mikrosateliskih lokusa u razli¢itim
laboratorijama, na $ta naroCito ukazuju de Groot i sar. (2016), te ujedno ukazuju na potrebu
harmonizacije molekularnih markera. Prethodno istraZivanje geneticke varijabilnosti populacije
vuka Bosne i Hercegovine, sprovedeno na manjem uzorku, primjenom istog panela
mikrosatelitskih lokusa ukazalo je na slicne, umjereno visoke vrijednosti geneticke varijabilnosti
(Snjegota i sar., 2016). Sli¢ne rezultate Djan i sar. (2016) navode i za populaciju vuka Srbije.
Primjenom istog panela mikrosatelitskih lokusa Montana i sar. (2017) takode registruju umjereno
visoku geneticku varijabilnost unutar balti¢ke, karpatske i dinarsko - balkanske populacije. Sa
druge strane, isti autori ukazuju na veoma niske vrijednosti geneticke varijabilnosti populacija
vuka sa Iberijskog i Apeninskog poluostrva, Sto objasnjavaju posljedicom prolaska navedenih
populacija kroz geneticko usko grlo u skorijoj proslosti 1 njihovom dugotrajnom izolovanoscu.
Umjereno visoke vrijednosti nivoa geneticke varijabilnosti UoCene su, analizom razlicitih
mikrosatelitskih lokusa, i u populaciji vuka Hrvatske, gdje se varijabilnost povecavala tokom
vremena i dostigla pribliZzan nivo koji je registrovan za Bosnu i Hercegovinu (Fabbri i sar., 2012,
2014). Uocene vrijednosti neznatno su vece od vrijednosti koje su uocili Lucchini i sar. (2004) 1
Fabbri i sar. (2014), analiziranjem malog broja jedinki sa ograni¢enog dijela teritorije Bosne i
Hercegovine. Hindrikson i sar. (2016) ukazuju da je nivo geneticke varijabilnosti dinarsko -
balkanske populacije vuka najvec¢i u odnosu na ostale evropske populacije Sto ukazuje na
stabilnost ove populacije. Za populacije vuka na nivou Evrope Kkarakteristican je znacajan

prostorni gradijent heterozigotnosti, pri ¢emu se vece vrijednosti heterozigotnosti uocavaju u
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sjevero - isto¢nim, a manje u jugo - zapadnim dijelovima Evrope. U¢ene su izvjesne razlike i na
regionalnom nivou. U populacijama vuka Juzne Evrope primjetno je opadanje heterozigotnosti
od sjevera prema istoku, dok je u vec¢oj, kontinuiranoj sjevero - isto¢noj populaciji vuka isti
gradijent uocen od zapada prema istoku. Na lokalnom nivou, najmanje vrijednosti

heterozigotnosti uocene su u Njemackoj, a najvece u Estoniji i Letoniji.

Umjereno visoke vrijednosti nivoa geneticke varijabilnosti populacije vuka Bosne i Hercegovine,
uocene su i analiziranjem sekvenci dijela kontrolnog regiona mtDNK. Analiziranjem 56 sekvenci
dijela kontrolnog regiona mtDNK, ¢ija duzina iznosi 269bp, na osnovu 11 varijabilnih pozicija
detektovano je ukupno 8 haplotipova, od kojih su 4 uoéena u prethodnim istrazivanjima kod
jedinki vuka Hrvatske, Srbije i Makedonije. Postojanje zajedni¢kih haplotipova ukazuje na
postojanje protoka gena izmedu jedinki sa navedenih podrucja, koje formiraju jedinstvenu
dinarsko - balkansku populaciju. Cetiri haplotipa, koja su se pokazala jedinstvenim za vukove
Bosne i Hercegovine, registrovana su kod ukupno devet jedinki. Jedan jedinstveni haplotip
registrovan je kod jedne jedinke sa Ozrena. Drugi jedinstveni haplotip registrovan je za dvije
jedinke sa RoduSe. Kod jedne jedinke sa Roduse i jedne jedinke iz Grahova registrovan je treci
jedinstveni haplotip. Cetvrti jedinstveni haplotip registrovan je kod &etiri jedinke sa Ozrena. Sve
jedinke sa Ozrena, koje su nosioci razlicitih jedinstvenih haplotipova, odstrijeljene su u istom
vremenskom periodu, $to ukazuje da je na navedenoj teritoriji vjerovatno (bilo) prisutno vise
opora. Cetiri jedinke sa Ozrena, nosioci istog jedinstvenog haplotipa, su analizom srodstva -
primjenom mikrosatelitskih lokusa, pokazale puno srodstvo. Za obje jedinke sa Roduse, koje su
nosioci jedinstvenih haplotipova, karakteristi¢na je morfoloska specificnost u odnosu na ostale
jedinke koje naseljavaju navedeno podrucje. Jedinke su imale neobi¢nu svijetlu boju krzna, ali
ipak, pokazale su i medusobnu geneti¢ku diferenciranost, $to takode moze ukazivati na prisustvo
veéeg broja ¢opora na navedenoj teritoriji, Sto je i potvrdeno primjenom metode foto - zamki na
navedenoj lokaciji. U prethodnoj studiji, sprovedenoj analizom 17 sekvenci dijela kontrolnog
regiona mtDNK jedinki vuka Bosne i Hercegovine, duzine 283bp, detektovana su ukupno 4
haplotipa na osnovu 10 varijabilnih pozicija, Sto ukazuje na visok nivo geneticke varijabilnosti
vukova navedene teritorije (Snjegota i sar., 2014). Dinarsko - balkanska populacija vuka
pokazuje znatno vecéu varijabilnost sekvenci kontrolnog regiona mtDNK u odnosu na ostale
evropske populacije, 5to je najvjerovatnije posljedica umjerenih fluktuacija u veli¢ini navedene

populacije u proslosti, §to je uoceno i za populacije vuka Bugarske (Randi i sar., 2000, Moura i
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sar., 2014, Pilot i sar., 2014), Hrvatske (Gomerc¢i¢ i sar., 2010, Fabbri i sar., 2014), te ostale
populacije vuka na Balkanu (Pilot i sar., 2010, Djan i sar., 2014).

Analiziranjem 1640 sekvenci dijela kontrolnog regiona mtDNK vuka evropskog seta podataka,
duZzine 225bp, na osnovu 28 varijabilnih pozicija detektovano je ukupno 28 haplotipova, od kojih
je jedan jedinstven za vukove Srbije, jedan za vukove Bosne i Hercegovine, a ostali su
detektovani u prethodnim filogeografskim istrazivanjima vuka na nivou Evrope. Skracivanje
duZzine sekvenci navedenog seta podataka za 44bp, u odnosu na prvobitni set koji je ukljucivao
jedinke vuka Bosne i Hercegovine, doveo je do gubitka dijela informativnih polimorfnih
pozicija, te se za vukove Bosne i Hercegovine, u okviru evropskog seta, uo¢ava manji broj
jedinstvenih haplotipova. Prethodno navedeno ukazuje da se skrac¢ivanjem sekvenci gubi
znacajan dio informacija, te da je diverzitet haplotipova vuka na nivou Evrope vjerovatno znatno
vedi, §to potvrduje i analiziranje duzih sekvenci kontrolnog regiona mtDNK (Pilot i sar., 2010),

te analiziranje kompletnog genoma mtDNK (Koblmiller i sar., 2016).

Detektovani rezultati geneticke varijabilnosti vuka Evrope vjerovatno su posljedica kompleksne
istorije vrste navedenog poduc¢ja. To se odnosi na demografski pad populacije, fragmentisanje
teritorije i prezivljavanje malih, izolovanih populacija na Iberijskom poluostrvu i u Italiji, sa
jedne, odnosno, vec¢ih kontinuiranih populacija na Balkanu i u Isto¢noj Evropi, sa druge strane.
Navedene promjene su dovele do geografske izolovanosti, odsustva protoka gena, protjerivanja i
uniStavanja vrste sa teritorije Centralne Evrope i Skandinavije. Sve navedeno uticalo je na manju
geneticku varijabilnost jugo - zapadnih populacija vuka, dok se veca geneticka varijabilnost
sjevero - isto¢nih populacija moZe objasniti povezanoséu sa velikom metapopulacijom na

podrucju Rusije, koja veoma dugo predstavlja izvor migranata.

Vrijednosti Fs koeficijenta detektovane za vukove Bosne i Hercegovine su pozitivne, ali nisu
statisti¢ki signifikantne, $to ukazuje na odsustvo ukrStanja u srodstvu. Generalno, na nivou
Evrope uoceni su signali ukrStanja u srodstvu u sjevero - istocnim populacijama vuka
(Hindrikson i sar., 2016), te signali skorasnjeg ukrstanja u srodstvu u populacijama vuka Isto¢ne
(Pilot i sar., 2014) i Centralne Evrope (Kaczensky i sar., 2013). Kao najc¢esci razlog za ukrstanje

u srodstvu navodi se nekontrolisani lov, ¢ije posljedice se uocavaju u opadanju veli¢ine
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populacije, te naruSavanju socijalne strukture populacija vuka (Valdman i sar., 2004,
Jedrzejewski i sar., 2005, Moura i sar., 2014).

7.2. POPULACIONA STRUKTURA | FILOGEOGRAFIJA VUKA

Dinami¢na ekspanzija i rekolonizacija vukova u Evropi bitno su uticale na izmjenu
rasprostranjenja i oblikovanje genetickog diverziteta u prostoru i vremenu (Randi, 2011). Sa
druge strane, prostorna diskontinuiranost izmedu populacija navedene vrste, uzrokovana
istorijskim progonima od strane covjeka, znatno je uticala na geneti¢ku diferenciranost unutar
vrste, smanjenje protoka gena izmedu populacija, te stvaranje lokalne strukturiranosti (Lucchini i
sar., 2004, Hindrikson i sar., 2016). Na nivou Evrope, analiziranjem mikrosatelitskih lokusa,
uocena je geneticka diferencijacija vuka u deset evropskih populacija (Kaczensky i sar., 2013),
medu kojima je najizolovanija populacija vuka Italije koju, pored izolovanosti, karakterise i
dugotrajni prolazak populacije kroz geneticko usko grlo (Lucchini i sar., 2004, Sastre i sar.,
2011). Ipak, Hindrikson i sar. (2016) navode signifikantnu geneticku diferenciranost i izmedu
dobro povezanih populacija vuka na nivou Evrope, kao Sto je npr.: izmedu populacija Centralne i
Istocne Evrope, balticke i populacija nizijskog dijela Centralne Evrope, te diferenciranost
karpatske i dinarsko - balkanske populacije. Interesantna je cinjenica da se geneticka
diferenciranost i smanjen nivo protoka gena izmedu populacija vukova veoma ¢esto javljaju u
odsustvu stvarnih fizi¢kih barijera, Sto Pilot i sar. (2006) uocavaju za vukove Centralne i Isto¢ne
Evrope, a kao razlog navodi se prilagodenost vrste na ekoloSke faktore i razlika u nacinu ishrane
vrste odredenog podrugja, $to je potvrdeno i analiziranjem profila stabilnih izotopa (**C i d*°N)
odredenog seta genotipiziranih jedinki vuka (Pilot i sar., 2012). Geneticka diferencijacija
populacija vuka uti¢e na stvaranje lokalne strukturiranosti u populacijama ove vrste i omogucava
definisanje puteva rekolonizacije (Czarnomska i sar., 2013, Leonard i sar., 2014). Hindrikson i
sar. (2016) izdvajaju dinarsko - balkansku populaciju vuka kao populaciju sa veoma izrazenom
lokalnom strukturom, $to se djelimi¢no objasnjava i politickom strukturom ovog dijela Evrope
koji geografski i politicki obuhvata prostor osam drzava (Grcka, Albanija, Bugarska,
Makedonija, Srbija, Bosna i Hercegovina, Hrvatska, Slovenija) izmedu kojih postoje drzavne
granice. DrZavne granice zasigurno ne predstavljaju prepreku u kretanju Zivotinja, Sto je i
utvrdeno detektovanjem protoka gena izmedu jedinki vuka navedenog podru¢ja (Musiani i sar.,

2009, Gomer¢i¢ i sar., 2010, Bakan i sar., 2014, Djan i sar., 2014), ali sprovodenje razli¢itih
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programa zastite i menadzmenta vukova u odredenoj drzavi (ili nesprovodenje kao sto je slucaj u
Bosni i Hercegovini) mogu potencijalno uticati na stvaranje lokalne strukture dinarsko -

balkanske populacije (Kaczensky i sar., 2013).

Na teritoriji Bosne i Hercegovine, centralnoj subpopulaciji dinarsko - balkanske populacije vuka,
primjenom mikrosatelitskih lokusa i analizama strukturiranosti populacije u STRUCTURE, TESS,
DAPC i SPCA programskim paketima uoceno je postojanje strukturiranosti populacije na
lokalnom nivou i distribucija jedinki u dva pretpostavljena geneticka klastera (K=2). Razliciti
rezultati su dobijeni analizom u GENELAND programskom paketu, gdje je u zavisnosti od vrste
primjenjenog modela frekvencije alela uocena distribucija jedinki u dva (uncorrelated model),
odnosno pet (correlated model) genetickih klastera. lako su primjenom uncorrelated modela
frekvencije alela detektovana dva geneticka klastera, rezultat nije u potpunosti u saglasnosti sa
rezultatima iz prethodnih analiza. Razlika se uocava u pogledu geografske distribucije jedinki u
pretpostavljene geneticke klastere, iz razloga $to se detektovani genetic¢ki klasteri u potpunosti
geografski preklapaju i ne uocava se izdvajanje jedinki vuka proucavane teritorije u odredeni
geneticki klaster u odnosu na dio teritorije koju naseljavaju. Veci broj genetickih klastera,
detektovan primjenom correlated modela frekvencije alela, prema Mouri i sar. (2014) cesce
ukazuju na broj Copora nego na stvarnu strukturu populacije. Strukturiranost populacije je
statisticki slabo podrzana, ali evidentna je kontinuirana distribucija jedinki isto¢nog i
jugoistocnog (STRUCTURE, TESS, DAPC, SPCA) dijela proucavane teritorije u jedan, te jedinki
ostalog dijela Bosne i Hercegovine u drugi geneticki klaster. Nivo admiksije izmedu vukova
Bosne i1 Hercegovine je visok, §to je 1 ocekivano s obzirom na veliku mobilnost i protok gena
navedene vrste na odredenom podrucju, a sli¢ni rezultati su registrovani i za populacije vuka
Hrvatske i Italije (Fabbri i sar., 2014), te populacija Bugarske i Srbije (Bakan i sar., 2014).
Uocena struktura je potvrdena i statisticki signifikantnim vrijednostima Fst koeficijenta, te
rezultatima AMOVA analize u kojoj je detektovana vec¢a varijabilnost izmedu grupa, u odnosu
na varijabilnost unutar grupa, a najveéa varijabilnost je uocena izmedu jedinki unutar grupa.
Ovakvi rezultati mogu biti posljedica prisustva srodnih jedinki u populaciji ili posljedica
prolaska populacije kroz geneticko usko grlo, te ih treba posmatrati sa oprezom. Razlike u broju
detektovanih geneti¢kih klastera, prisustvo velikog broja jedinki u admiksiji, odsustvo jasnog
geografskog obrasca distribucije jedinki i1 izrazeno srodstvo medu jedinkama vuka Bosne i1

Hercegovine, ukazuju na slabu strukturu proucavane populacije. I pored navedenih ¢injenica ne
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smije se zanemariti izdvajanje jedinki isto€nog i jugoistocnog dijela Bosne i Hercegovine u isti
geneticki klaster u odnosu na ostatak prouc¢avanog uzorka, $to je evidentno i konstantno kroz

gotovo sve analize.

Vukovi sa teritorije Bosne i Hercegovine zauzimaju centralni poloZzaj u okviru dinarsko -
balkanske populacije, odnosno, predstavljaju sponu izmedu planinskih podru¢ja Hrvatske na
zapadu, Srbije na istoku i Crne Gore na jugo - istoku. Zbog specifi¢nog geografskog polozaja
moguce je da uocena slaba diferencijacija vukova Bosne i Hercegovine samo refleksija strukture
na Sirem geografskom prostoru dinarsko - balkanske populacije. Pored toga, mogucée je da usljed
odsustva znacajnije fizicke barijere, vukovi iz isto¢nog dijela Bosne i Hercegovine komuniciraju
sa populacijom iz vuka Srbije. To je i potvrdeno analizama populacione strukture dinarsko -
balkanskog seta podataka kod nekoliko jedinki sa navedenog podrucja. Analize ukazuju da je
dinarsko - balkanska populacija diferencirana u dva geneticka klastera, pri cemu se uocava jasna
distribucija vukova iz Bosne i Hercegovine u jedan, a vukova Srbije u drugi geneticki klaster.
Broj jedinki u admiksiji izmedu vukova Bosne i Hercegovine i Srbije je mali. To ukazuje na
postojanje lokalne strukture u okviru dinarsko - balkanske populacije vuka, $to je uoceno i
analiziranjem sekvenci kontrolnog regiona mtDNK. Dio isto¢ne i sjeveroisto¢ne granice izmedu
Bosne i Hercegovine i Srbije predstavlja rijeka Drina, pa je moguée da je ona razlog
diferenciranja vukova na ovom dijelu areala (Djan i sar., 2014). Kako rijeke ne predstavljaju
prepreku za kretanje vuka, prethodno se ne moze prihvatiti sa sigurno$¢u (Mech, 1988). Ipak,
uocena struktura navedenog seta podataka visoko je statisti¢cki podrzana i1 konzistentna je kroz
gotovo sve analize. Kao i u analizi mikrosatelitskih lokusa vukova iz Bosne i Hercegovine,
analiza dinarsko - balkanskog seta podataka sprovedena primjenom correlated modela
frekvencije alela u GENELAND programskom paketu, ukazuje na distribuciju vukova u veéi broj
(K=5) statisticki podrzanih genetickih klastera. Jasna diferencijacija se i u ovom slucaju uocava
iskljuc¢ivo izmedu vukova iz Bosne i Hercegovine i Srbije, dok se na teritoriji Srbije ne uocava
jasna distribucija jedinki u posebne pretpostavljene geneticke klastere. Statisticki znacajne
vrijednosti Fst koeficijenta predstavljaju dodatnu podrsku za detektovanu strukturu dinarsko -
balkanskog seta podataka. AMOVA analiza ukazuje na veCu unutargrupnu- U 0dnosu na
medugrupnu varijabilnost, dok je najveca uo¢ena varijabilnost izmedu jedinki unutar grupa. Sve
navedeno ukazuje da je neophodno sprovesti populaciono - geneti¢ke analize na Citavoj teritoriji

koju naseljava dinarsko - balkanska populacija vuka. Jedino na taj na¢in moguce je dobiti stvarne
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podatke o strukturi koji ¢e omoguciti identifikaciju upravljackih i konzervacionih jedinica unutar

dinarsko — balkanske populacije, te kreiranje integralnog plana zastite.

Visoko mobilne vrste, kao Sto je vuk, veoma dobro se adaptiraju na geografske i ekoloSke uslove
sredine. To za posljedicu moZe imati geneticku diferenciranost populacija na lokalnom nivou, sto
dalje vodi ka restrikciji u protoku gena (Carmichael i sar., 2001, 2007, Geffen i sar., 2004,
Weckworth i sar., 2005, Musiani i sar., 2007, Mufioz-Fuentes i sar., 2009, vonHoldt i sar., 2010,
Scandura i sar., 2011, Stronen i sar., 2012). Razlic¢iti ekoloski uslovi i povezanost sa susjednim
subpopulacijama mogu predstavljati potencijalni uzrok strukturiranja populacije vuka u Bosni i
Hercegovini. Povezanost istoéne Bosne sa Srbijom, izvjesna izolovanost isto¢nog dijela
Hercegovine (dolina rijeke Neretve) i veza sa Crnom Gorom mogli bi biti uzroci postojanja dva
geneticka klastera u populaciji vuka Bosne i Hercegovine. Slicno se uocava i za susjednu
populaciju vuka Hrvatske (Fabbri i sar., 2014), pri ¢emu je utvrdeno da su tri geneticka klastera
(Dalmacija, Gorski Kotar i Lika) nastala kao odgovor na razli¢ite ekoloSke uslove i razlicitu

povezanost vukova navedenih teritorija sa vukovima iz susjednih subpopulacija.

Prisustvo jedinki u srodstvu takode moze uticati na strukturiranost odredene populacije. Stoga
izvrSena je analiza srodstva vukova na podru¢ju Bosne i Hercegovine, pri ¢emu je 36 grupa
jedinki pokazalo puno srodstvo. Jedinke iz svih dijelova Bosne i Hercegovine pokazale su
medusobno puno srodstvo, bez obzira koji dio Bosne i Hercegovine naseljavaju. To ukazuje da
srodstvo nije faktor koji je uticao na uocenu strukturiranost vuka Bosne i Hercegovine. Sa druge
strane uoceno srodstvo jasno ukazuje na visok protok gena izmedu vukova na prostoru Bosne i
Hercegovine, Sto je i potvrdeno i analizama geneticke varijabilnosti. Analiza srodstva medu
jedinkama vukova iz Poljske i Bjelorusije (Jedrzejewski i sar., 2005), Kavkaza (Pilot i sar., 2014)
i Gruzije (Kopaliani i sar., 2014) pokazala je da je srodstvo Zenki iz razli¢itih Copora izraZenija
nego §to je to kod muzjaka. Medutim to nije uticalo na strukturiranje unutar pomenutih
populacija. Takode, konstatovano je da su jedinke u srodstvu registrovane uglavnom na
udaljenim geografskim lokacijama, Sto relativno jasno ukazuje na velike disperziije iz mati¢nih

¢opora, odnosno, na dobar protok gena unutar populacija vukova u ovom dijelu areala.

Diferenciranje vukova na lokalnom nivou uoceno je i analiziranjem sekvenci mtDNK. Medutim
upotrebom ovog geneti¢kog markera na Sirem geografskom kontekstu nije uocen jasan prostorni

obrazac genetickih linija (Vila i sar., 1999, Pilot i sar., 2010, Hindrikson i sar., 2016, Montana i
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sar., 2017). U do sada najobuhvatnijoj studiji filogeografske istorije vuka na nivou Evrope koja
je sprovedena na uzorku od 947 jedinki (Pilot i sar., 2010) utvrdeno je da haplotipovi vuka
formiraju dvije glavne geneticke grupe: haplogrupu 1 i 2, koje ne pokazuju jasan alopatrijski
obrazac distribucije, ali imaju razli¢itu frekvenciju u jugozapadnim (Iberijsko i Apeninsko
poluostrvo) i istocnim dijelovima Evrope (Balkan, isto¢na i sjeveroistocna Evropa). S obzirom
da su obje haplogrupe prisutne u populacijama iz Evrope i Azije, dok je u Sjevernoj Americi
prisutna samo haplogupa 1, nije moguce definisati evolutivne signifikantne jedinice na nivou
cjelokupnog areala vrste (Vila i sar., 1999, Sharma i sar., 2004, Aggarwal i sar., 2007, Pilot i sar.,
2010). lako navedene haplogrupe ne formiraju jedinstvene evropske grupe, predstavljaju glavnu
zonu diferenciranja svjetske populacije vuka. Analiziranjem znatno duzih sekvenci kontrolnog
regiona mtDNK vuka Evrope 1 Zapadne Azije, uoceno je grupisanje vukova u 7 haplogrupa, ali
ponovo bez jasnog filogeografskog obrasca (Hindrikson i sar., 2016). lako se geneticka
divergencija i koalescencija udaljenih filogenetickih linija veéine vrsta vezuju se za rani
Pleistocen ili Pliocen (Hewitt, 2000), za vuka je ipak poznato da je vrijeme koalescencije svih
poznatih linija mtDNK period prije oko 200000-290000 godina (Vila et al., 1999). To je znatno
ranije u odnosu na prethodno navedene epohe, §to ukazuje da su haplotipovi vuka nastali mnogo

prije perioda posljednje glacijacije.

U ovoj studiji, filogeografskim analizama haplotipova jedinki vuka na nivou Evrope, uoceno je
grupisanje haplotipova u dvije haplogrupe: haplogrupu 1 i haplogrupu 2, bez jasnog
filogeografskog obrasca distribucije. lako je za vukove Bosne i Hercegovine uocen relativno
visok nivo geneti¢ke varijabilnosti i prisustvo obje definisane haplogrupe, strukturiranost
populacije nije uocena, ali, primjecuje se veca zastupljenost haplotipova koji su jedinstveni i/ili
najucestaliji za dinarsko - balkansku populaciju. To ukazuje na djelimi¢nu izolovanost i vecu
geneticku raznovrsnost ove populacije u odnosu na ostale evropske, $to je utvrdeno i analizom
mikrosatelitskih lokusa. Analiziranjem seta sekvenci vukova iz Bosne i Hercegovine, uocena je
veca raznovrsnost jedinstvenih haplotipova, u odnosu na raznovrsnost detektovanu analiziranjem
istih sekvenci u okviru evropskog seta podataka. Rezultat se moze objasniti vecom
informativno$c¢u sekvenci vukova iz Bosne i Hercegovine, usljed ve¢e duzine. Pored haplotipova
koje dijele sa ostalim jedinkama dinarsko - balkanske populacije vuka (CI23, CI13, Clblk2), u
populaciji vuka Bosne i Hercegovine uocava se prisustvo haplotipova koji su detektovani i u

drugim evropskim populacijama vuka. Prisustvo haplotipa C16/14 medu jedinkama iz Bosne i
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Hercegovine ukazuje na dobru povezanost sa vukovima juznih, isto¢nih, centralnih i baltickih
dijelova Evrope, a prisustvo haplotipa CI10 i na povezanost sa vukovima Iberijskog poluostrva
na zapadu. Ovakva distribucija ovih haplotipova ukazuje na povezanost matrijarhalnih linija u
populaciji evropskog vuka. Evidentno je i da se diverzitet haplotipova na ovom prostoru povecao
nakon posljednje glacijacije. Ekspanzijom haplogrupe 1 i pojavom jedinstvenih haplotipova u
isto vrijeme dolazi do djelimi¢ne izolovanost svih subpopulacija dinarsko - balkanske populacije
vuka u odnosu na ostatak Evrope. Veliki broj jedinstvenih haplotipova moZze se objasniti
¢injenicom da je ova populacija bila izolovana vise od jednog vijeka od ostalih evropskih
populacija (Hindrikson i sar., 2016). Istovremeno detekcija navedenih haplotipova u svim
populacijama ukazuje na kontinuiran protok gena izmedu jedinki vukova koje naseljavaju
dinarsko — balkanski prostor. U prethodnom istraZivanju filogeografske strukture vuka Bosne i
Hercegovine (Snjegota i sar., 2014) takode nije uoceno prisustvo prostorne strukturiranosti, ali
studije sprovedene na nivou Centralnog Balkana (Djan i sar., 2014) ukazuju da se vukovi Bosne i
Hercegovine grupiSu zajedno za vukovima Hrvatske u tzv. zapadnu grupu, a vukovi Srbije i
Makedonije u tzv. isto¢nu grupu. Isti obrazac strukture geneticke varijabilnosti vukova dinarsko -
balkanske populacije uocen je i analiziranjem mikrosatelitskih lokusa. Analiziranjem SNP-ova
dijela uzorka dinarsko - balkanske populacije, Stronen i sar. (2018) takode uocavaju odredeni
gradijent u strukturi izmedu jedinki iz Slovenije, Hrvatske i Bosne i Hercegovine, odnosno, iz
Srbije, Crne Gore, Makedonije, Bugarske i Gr¢ke, koji ukazuje na distribuciju jedinki u dva
potencijalna geneti¢ka klastera. Djan i sar. (2014) su dodatno testirali hipotezu, baziranu na
morfometrijskoj diferencijaciji, da rijeke Morava i Vardar predstavljaju granicu (Milenkovic¢
1997) koja diferencira subpopulacije u Centralnom Balkanu. Analizom MtDNK izmedu vukova
na prostoru isto¢ne Srbije i Makedonije, odnosno zapadne Srbije i Makedonije nije uocena ranije
opisana diferencijacija. Cini se da je vjerovatnije da rijeka Drina predstavlja izvjesni filter koji
djelimi¢no razdvaja subpopulacije na sjeverozapadu od onih ja jugoistoku. To je mogué scenario
kada se sagledaju rezultati analiziranja mikrosatelitskih lokusa jedinki vukova Bosne |
Hercegovine. Prema ovim rezultatima nekoliko jedinki koje se nalaze uz kopnenu granicu sa
Srbijom, grupiSu se u geneticki klaster sa jedinkama iz Srbije, dok se jedinke duz granice sa
rijekom Drinom jasno diferenciraju u odnosu na jedinke vuka Srbije. Ipak, u literaturi nema
podataka da je rijeka prepreka za kretanje vukova, tako da se prethodno navedeno ne moze
prihvatiti kao jedino objasSnjenje za dobijene rezultate. Moguce je da je prolazak populacija kroz
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geneticko usko grlo u skorasnje vrijeme jedan od faktora koji je uticao na strukturu genetic¢kih
linija na ovom prostoru. U literaturi je takode poznato da lov predstavlja jedan od veoma vaznih
faktora koji mogu uticati na strukturiranost populacije. Tako Hindrikson i sar. (2013) ovaj
fenomen uocavaju za vukove iz Estonije i Letonije. Potencijalno to bi mogao biti slu¢aj i kod
dinarsko - balkanske populacije vuka. Vuk je jedino u Hrvatskoj i Sloveniji (u okviru dinarsko -
balkanske populacije) zakonom zasticena vrsta. U ostalim drzavama on je lovna vrsta koja se
nalazi pod snaznim lovnim pritiskom. Lovni pritisak dokazano moZe uticati na strukturiranje
populacija (Hindrikson i sar. 2013). Prisustvo obje definisane haplogrupe medu vukovima iz
Bosne i Hercegovine, ali i na prostoru Citave dinarsko - balkanske populacije, ukazuje da je ova
krupna karnivora veoma dugo prisutna na ovim prostorima, te da ima veoma vaznu ulogu u

rekolonizaciji susjednih populacija (Razen i sar., 2016).

Veci diverzitet haplotipova vuka haplogrupe 1 uocava se i na nivou cijele Evrope. Najmanji
diverzitet haplotipova karakteristi¢an je za populacije vuka Iberijskog i Apeninskog poluostrva.
Nizak diverzitet za ove populacije je o¢ekivan jer su one prosle kroz geneticko usko grlo joS u
18. vijeku, Sto je za posljedicu imalo dugotrajnu izolovanost u odnosu na ostale evropske
populacije vuka (Pilot i sar., 2010). U populacijama vuka Apeninskog poluostrva, veoma dugo je
bio prisutan samo jedan haplotip (Cl122) (Randi i sar., 2000, Pilot i sar., 2010), dok Montana i sar.
(2017) uocavaju prisustvo i haplotipa ClI6 kod nekoliko jedinki. Prisustvo ovog drugog haplotipa
(CI6) ukazuje na uspostavljanje protoka gena izmedu vukova navedenog podrucja i ostatka
Evrope. Postojanje ove komunikacije dokazano je telemetrijskim tehnikama pracenja vukova.
Ova istrazivanja potvrduju rekolonizacije populacija u Italiji jedinkama iz dinarsko - balkanske
populacije. Za navedeno podrucje tipi¢no je prisustvo isklju¢ivo haplogrupe 2, dok su na
Iberijskom poluostrvu malobrojni haplotipovi bili distribuirani isklju¢ivo u haplogrupi 1, u kojoj
su uoceni i novi jedinstveni haplotipovi (Pires i sar., 2017). Isti autori uocavaju i prisustvo
haplotipova haplogrupe 2 na navedenoj teritoriji, Sto ukazuje na uspostavljanje protoka gena
izmedu izolovanih populacija Zapadne Evrope sa ostatkom evropskog areala i povecanje
diverziteta haplotipova. Dinarsko - balkanska populacija vuka je okarakterisana velikim brojem
jedinstvenih haplotipova Sto predstavlja posljedicu dugotrajne izolovanosti u proslosti
(Hindriskon i sar., 2016). Istovremeno ona pokazuje povezanost sa populacijama vuka ostalih
dijelova Evrope, narocito isto¢nog i juznog dijela, a prisustvo obje haplogrupe ukazuje na

prisustvo vukova daleko u proslosti. Na nivou Evrope najveéi diverzitet haplotipova vuka uoc¢ava
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se u populaciji vuka Bugarske (Pilot i sar., 2010). Na osnovu distribucije haplotipova uocen je
vedi protok gena izmedu populacija iz Centralne Evrope, Baltika i Skandinavije, kao i prisustvo
obje detektovane haplogrupe. Ove ¢injenice ukazuju da Rusija potencijalno predstavlja tranzitnu
zonu kretanja vukova iz Centralne Evrope i Baltika (preko Karelije), pa sve do skandinavskog
podrucja. Za populacije iz Skandinavije uoceno je povecanje distribucije haplotipova. To je i
o¢ekivano s obzirom da su navedene populacije prosle kroz drasti¢no geneticko usko grlo u
proSlosti, od ¢ega se trenutno oporavljaju (Flagstad i sar., 2003). Diferenciranost vukova
Centralne Evrope u odnosu na ostale evropske populacije, rasprostranjene prema jugu, ukazuje

da bi Karpati mogli predstavljati granicu razdvajanja navedenih populacija vukova.

lako se haplogrupe preklapaju u geografskom pogledu, postoji razlika u filogeografskom obrascu
distribucije haplotipova i haplogrupa u Evropi. Prema tom obrascu Centralna Evropa predstavlja
raskrsnicu distribucije i hibridnu zonu brojnih genetickih linija koje su nastale alopatrijskom
evolucijom (Hewitt, 2000, Schmitt, 2007). Populacije vuka juznih i centralnih dijelova Evrope su
stoga geneticki udaljene, a populacije isto¢nih dijelova Evrope (Balkana i Karpata) pokazuju
signale admiksije, §to se uocava analiziranjem mikrosatelitskih lokusa, mtDNK i SNP-ova. Ipak,
da bi se u potpunosti rekonstruisali filogeografski putevi rekolonizacije vuka na nivou Evrope i
svijeta, neophodno je na sveobuhvatnom geografskom prostoru i Sirokoj vremenskoj distribuciji

analizirati mnogo duZze sekvence, kako recentnih, tako i predackih linija.

Navedena distribucija haplotipova vuka Evrope u dvije haplogrupe, visoko je statisticki podrzana
u filogenetskom stablu. Genetickom klasteru koji odgovara haplogrupi 2 pripadaju haplotipovi
koji se smatraju predackim. Haplotipovi CI5, CI15, CI9 i CI11 zauzimaju bazalnu poziciju na
stablu, Sto je karakteristika haplotipova koji su bili prisutni i u dalekoj istoriji, $to i jeste slucaj sa
navedenim haplotipovima. Medutim, s obzirom da njihovo odvajanje nije statisti¢ki podrzano i
da su se u ranijim studijama grupisali sa haplotipovima koji pripadaju evolutivno starijoj
haplogrupi 2, mogu se svrstati u ovu haplogrupu. Analiziranje predackih haplotipova vukova
(44000 - 1400 godina prije nove ere) zapadnog i centralnog dijela Evrope (Pilot i sar., 2010,
Germonpré i sar., 2009), pokazalo je da su se svi haplotipovi iz tog perioda grupisali u
haplogrupu 2. Ova c¢injenica nedvosmisleno ukazuje na dominantnost haplogrupe 2 tog dijela
Evrope prije posljednjeg ledenog doba. Navedena haplogrupa je fiksirana u populaciji vuka sa

Apeninskog poluostrva Sto ukazuje na redukovan protok gena uzmedu ove i populacija isto¢ne
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Evrope. Cinjenica da su vukovi sa Apeninskog poluostrva hiljadama generacija izolovani u
odnosu na ostale Evropske populacije (Lucchini i sar., 2004) mozZe objasniti uzrok ovog
redukovanog protoka gena. lako haplotipovi haplogrupe 1 uglavnom imaju monofiletsku
organizaciju, ona ipak nije reciprocna evolucijskim signifikantnim jedinicama, ali moze se uociti
da se odredeni srodni haplotipovi klasteruju zajedno $to se narocito uocava za haplotipove sa
Iberijskog polustrva. To je ocekivano s obzirom da je navedena populacija veoma dugo

prostorno i vremenski izolovana u odnosu na ostale evropske populacije vuka.

7.3. REKONSTRUISANJE DEMOGRAFSKE ISTORIJE VUKA NA EVROPSKOM
NIVOU

Sewall Wright je 1931. godine prvi uveo koncept efektivne velic¢ine populacije (Ne) u nauku.
Ovaj parametar kasnije postaje fundamentalan u proucavanjima u okviru evolucione genetike i
konzervacione biologije iz razloga Sto moze ukazati na inbriding i gubitak geneticke
varijabilnosti (Waples, 2002). Ukoliko populacija prolazi kroz geneticko usko grlo dolazi do
znacajne redukcije efektivne velic¢ine populacije, povec¢anja nivoa inbridinga, te posljedi¢no,
gubitka geneti¢ke varijabilnosti, tako da samo odredene jedinke populacije preZivljavaju i
reprodukuju se, odnosno imaju direktan uticaj na formiranje narednih generacija (Allendorf i
Luikart, 2007). Wang (2005) definiSe Ne kao kolic¢inu i distribuciju geneticke varijabilnosti
odredene populacije koja je oblikovana konstantnim interakcijama i uticajima prirodne selekcije,
mutacija i migracija. Luikart i sar. (2010) isticu da je detektovanje vrijednosti efektivne velicine
populacije, koja uglavnom ima manje vrijednosti u odnosu na brojnost jedinki u cenzus
populaciji (Palstra i Ruzzante, 2008) izuzetno vazno u menadZzmentu i konzervaciji divljaci.
Precizno odredivanje vrijednosti efektivne velicine populacije primjenom odredenih
demografskih metoda izuzetno je teSko i zahtjeva saznanja o istorijskom kretanju i reprodukciji
populacije (Allendorf i Luikart, 2007). Vrlo ¢esto ove vrijednosti mogu biti precijenjene iz
razloga Sto demografske metode rijetko ukljucuju neke od bitnih parametara, kao $to su
promjene u reproduktivnom uspjehu populacije (Luikart i sar., 2010). Franklin (1980)
uspostavlja 50/500 pravilo, koje se veoma ¢esto koristi kao vodece pravilo u odredivanju i
objasnjavanju rezultata efektivne velicine populacije. Prema navedenom pravilu vrijednosti Ne
odredene populacije treba da budu vece ili jednake 50 (Ne>50) da bi se kratkoro¢no izbjeglo

is¢ezavanje populacije zbog Stetnih efekata inbriding depresije, odnosno jednake ili vec¢e od 500
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(Ne>500), da bi se odrzao dugotrajni evolutivni potencijal populacije (Jamieson i Allendorf, -
2012).

U ovom istrazivanju procjena efektivne velic¢ine populacije vuka Bosne i Hercegovine izvrSena
je odredivanjem neravnoteZe vezanosti gena (LD - linkage disequilibrium, engl.) analiziranog
uzorka u LDNe v1.31 programskom paketu. Navedena metoda moZe dati pogreSan rezultat
ukoliko neki drugi faktor, npr. substrukturiranost, utice na vrijednosti LD-a (Luikart i sar., 2010).
Ipak, ¢ini se da je navedena metoda neosjetljiva na efekat protoka gena, ¢ak i kada je stopa
migracija visoka (m~0,10-0,25), te se stoga moze pouzdano koristiti u detekciji ranih indikacija
fragmentacije i opadanja veli¢ine populacije (England i sar., 2006, Luikart i sar., 2010), i moze
dati veoma razumne vrijednosti efektivne velic¢ine lokalne populacije (Waples i Do, 2010). S
obzirom na reproduktivno ponaSanje vuka (svega nekoliko jedinki ucestvuje u reprodukciji),
ocekivano je da vrijednosti efektivne veli¢ine populacije budu niske u odnosu na procenjenu
velicinu populacije. Za vukove Bosne i Hercegovine registrovane srednje vrijednosti efektivne
veli¢ine populacije (Ne=41,5) ukazuju da je prema Franklinovom 50/500 pravilu populacija u
blagom padu, i da je izlozena inbridingu. Posljedice pada brojnosti i ukrStanja u srodstvu ¢e se
tek kasnije uociti. Ovakav rezultat izaziva zabrinutost u dugoroénom pogledu i zahtijeva hitno
sprovodenje mjera zaStite i adekvatnih mjera upravljanja populacijom vukova u Bosni i
Hercegovini. Vrijednosti efektivne veli¢ine populacije, odredene u istom programskom paketu,
kod vukova sa Kavkaza (Ne=88; 95% Cls: 68-119) i iz Bugarske (Ne=145; 95% Cls:114-195),
takode ukazuju na postepeno opadanje velicine populacija i ukrStanje u srodstvu koje je
najvjerovatnije posljedica nekontrolisanog lova (Moura i sar., 2014). Demografska
rekonstrukcija, zasnovana na LD obrascu, ukazala je na dugoro¢nu demografsku nestabilnost i
pad populacije vukova na Kavkazu, koji pocinje joS prije 60000 godina. Dugoro¢no opadanje
veli¢ine populacija registrovano je i u Isto¢noj Evropi, ltaliji i Spaniji (Pilot i sar., 2014).
Primjenom iste metode u analizi kompletnih genoma vuka iz Evrope, Srednjeg Istoka i Istocne
Azije (Freedman i sar., 2014) uoceno je dugoro¢no opadanje efektivne veli¢ine populacija na
daleko Sirem geografskom prostoru. Procjenjeno je da je pad brojnosti populacija na ovim

prostorima poceo prije 20000 godina.

Redukcija efektivne veli¢ine populacije moze biti posljedica prolaska populacije kroz geneticko
usko grlo i moze imati efekat na strukturiranost odredene populacije. Faktori koji dovode do
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ispoljavanja efekata genetickog uskog grla i posljedi¢no redukcije geneticke varijabilnosti su
geneticki drift i inbriding (Allendorf i Luikart, 2007). Posljedice djelovanja navedenih faktora na
redukciju veli¢ine date populacije ne moraju se uvijek odmah uogiti. Poznato je nekoliko
primjera kada se zna da su populacije proSle kroz velike redukcije u brojnosti (Busch i sar., 2007,
Peery i sar., 2012), ali efekte bottleneck-a nije bilo moguce uociti. Neki od razloga za prethodno
navedeno mogu biti: bottleneck nije imao dovoljno snazan efekat, desio se veoma davno u
prosSlosti, njegovi signali su izbrisani imigracijama, veli¢ina prouc¢avanog uzorka bila je veoma
mala i/ili pretpostavljeni evolucioni parametri su pogresni (Peery i sar., 2012). Tako se npr. za
populacije vuka iz Finske i Rusije navodi da je protok gena jedan od najvaznijih faktora koji
umanjuje efekte bottleneck-a, te ga je iz tog razloga nemoguce detektovati.

Djan i sar. (2014) analiziranjem mtDNK ukazuju na prolazak populacija vuka centralnog
Balkana kroz geneticko usko grlo. Efekat je narocito primjetan unutar sjevero - zapadne
populacije kojoj pripadaju vukovi sa podrucja Hrvatske i Bosne i Hercegovine. U okviru ove
doktorske disertacije nisu uoceni ni signali bottleneck-a, ali ni ekspanzije populacije, Sto
implicira da detektovana struktura vuka iz Bosnhe i Hercegovine nije posljedica prolaska
populacije kroz geneticko usko grlo. Ipak, s obzirom da su prethodna istraZivanja ukazala na pad
brojnosti navedene populacije, limitiraju¢i faktor za detekciju signala bottleneck-a mogao bi biti
protok gena (kao u slucaju vukova Finske i Rusije) izmedu vukova Bosne i Hercegovine i ostalih
subpopulacija dinarsko - balkanske populacije. Pad brojnosti populacije mogao je uticati na
detektovane vrijednosti efektivne veli¢ine populacije, Sto ukazuje da je populacija vukova iz
Bosne i Hercegovine potencijalno izloZena recentno blagim efektima genetickog uskog grla koji
¢e se tek naknadno uociti. lIpak, redukcija efektivne velicine populacije vuka Bosne i
Hercegovine nije toliko izrazena kao u recentnoj populaciji vuka na podrucju ltalije. Za
apeninsku populaciju je utvrdeno da njena efektivna velicina ima znatno nize vrijednosti u
odnosu na iste prije prolaska populacija kroz geneticko usko grlo, Sto je dovelo do opadanja
brojnosti populacije, a zatim i njene izolacije (Montana i sar., 2017). Isti autori ukazuju na
znatno manju efektivnu veli¢inu populacija vuka sa lIberijskog polustrva i Balkana nakon
prolaska kroz geneticko usko grlo. Analiziranjem mikrosatelitskih lokusa populacije vuka iz
Srbije nije uocen prolazak populacija kroz geneticko usko grlo (Djan i sar., 2016), Sto je
prethodno uoceno analiziranjem mtDNK. Razli¢ita zapazanja o signalima genetickog uskog grla
u istoj populaciji mogu biti posljedica primjene razlicitih molekularnih markera. Naime,
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mikrosatelitski lokusi su za razliku od mtDNK, adekvatniji za reflektovanje skorasnjih
demografskih promjena, dok nam mtDNK moze ukazati na prolazak populacije kroz usko
geneticko grlo ranije u proslosti. U populaciji vuka Hrvatske analiziranjem mtDNK uocen je
prolazak populacije kroz geneti¢ko usko grlo 80-ih godina pro$log vijeka, za koji Gomer¢ic i sar.
(2010) smatraju da nije bio dovoljno snazan da ugrozi stabilnost navedene populacije. Fabbri i
sar. (2014) uocavaju skorasnji efekat bottleneck-a unutar populacija vuka u Hrvatskoj i Italiji.
Nasuprot tome, Moura i sar. (2014) ne uoc¢avaju ovaj fenomen kod vukova iz Bugarske. Upravo
snaZan efekat genetickog uskog grla koji je karakteristican za populacije vuka na Apeninskom
(Lucchini i sar., 2004) i Iberijskom poluostrvu (Sastre i sar., 2011) znac¢ajno je uticao na njihovu
diferencijaciju, udaljavanje, te redukciju protoka gena sa ostalim evropskim populacijama vuka.
Takode, drasticnu redukciju geneticke varijabilnosti, $to predstavlja posljedicu snaznog
bottleneck-a, osjetile su i populacije vuka Sjeverne Evrope (Seddon i sar., 2005, Aspi i sar.,
2009). Jake signale prolaska populacije kroz geneticko usko grlo uocavaju Hindrikson i sar.

(2013) za nekoliko grupa estonsko - litvanskog dijela balticke populacije vuka.

Demografski faktori znatno mogu izmijeniti obrazac protoka gena. Sa druge strane povecanje
brojnosti populacije moZe rezultovati disperzijom mladih jedinki na veoma velike udaljenosti.
Ove velike disperzije su dokumentovane na sjeveru (Vila i sar., 2003) i zapadu areala (Ciucci i
sar., 2009, Lampreave i sar., 2011). U skoraSnje vrijeme registrovana je disperzija jednog
mladog muzjaka koji je migrirao iz Slovenije ka sjeveru Italije (Razen i sar., 2016).

Demografske promjene koje su se deSavale u proSlosti u populaciji vuka Evrope, mogu se
djelimi¢no rekonstruisati. Limitiraju¢i faktori za rekonstrukciju istorijskih demografskih
promjena su odsustvo ili analiziranje malog broja ancestralnih uzoraka sa ogranicenog
geografskog podrucja, te nedostatak podataka o stanju populacije u proslosti. Najbolji uvid u
demografsku istoriju daje zajednicka analiza Sto veceg broja recentnih 1 ancestralnih uzoraka sa

Sireg geografskog podrucja.

Analizom mismatch distribucije i konstrukcijom Bayesovih skyline grafikona recentnih i
ancestralnih vukova sa podruc¢ja Evrope (Pilot i sar., 2010) zaklju¢eno je da evropska populacija
u posljednjih nekoliko hiljada godina prolazi kroz demografsku ekspanziju. Navedene podatke

treba posmatrati sa oprezom iz razloga Sto je analiziran mali broj ancestralnih uzoraka (5to moze
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dovesti do precjenjivanja nivoa stope mutacija) sa ogranicene teritorije, uz nedostatak podataka o
stvarnom stanju populacija sjeverozapadnog dijela Evrope. Pored toga, duzina analiziranih
sekvenci ancestralnih uzoraka veoma je kratka (57bp) (Pilot i sar., 2010), broj varijabilnih
pozicija posljedicno veoma veliki, §to moze dovesti do pogreSne interpretacije o visokoj stopi
supstitucija. Visoka stopa diverziteta haplotipova, niska stopa diverziteta nukleotida i visok nivo
supstitucija evropskog seta sekvenci u ovom istrazivanju ukazuju na skorasnju demografsku
ekspanziju populacije. Na to dodatno ukazuju i statisticki znac¢ajne negativne vrijednosti Fuovog
Fs testa. Pored toga, unimodalna distribucija parova nukleotidnih razlika evropskog seta
sekvenci i haplogrupe 1, detektovana konstrukcijom grafikona mismatch distribucije, takode
ukazuje na demografsku ekspanziju evropske populacije vuka. Ovakvi rezultati mogu ukazivati
na oporavak evropske populacije nakon prolaska kroz geneticko usko grlo. lako su vrijednosti
Fuovog Fs testa za haplogrupu 2 statisti¢ki znacajne, uo¢ena bimodalna distribucija nukleotidnih
parova ukazuje na demografsku stabilnost navedene haplogrupe $to se moze objasniti ¢injenicom
da je haplogrupa 2 bila znatno zastupljenija u proslosti, te da u danasnje vrijeme ima znatno

redukovan opseg distribucije i manju frekvenciju u odnosu na haplogrupu 1.

1z konstruisanih Bayesovih skyline grafikona uocava se blagi rast haplogrupe 2 tokom posljednih
150000 - 125000 godina i demografska stabilnost u periodu od prije 40000 - 50000 godina. To
djelimi¢no odgovara periodu interglacijacija u pleistocenu (period prije oko 55000 - 30000
godina), kada su uslovi spoljasnje sredine bili povoljni i nisu se drasticno mijenjali, §to je
vjerovatno imalo efekat na stabilizovanje populacija. Period ekspanzije haplogrupe 2 poceo je
mnogo ranije u proSlosti u odnosu na haplogrupu 1, §to je i oCekivano s obzirom da je
haplogrupa 1 evolutivno mlada. Period ekspanzije haplogrupe 1 je period nakon posljednjeg
glacijalnog maksimuma 5to je u skladu sa periodom izmjene frekvencija haplogrupa vuka prema
Pilot i sar. (2010). Navedeni autori navode da ekoloski faktori i izbor plijena imaju veoma vaznu
ulogu u oblikovanju genetickih i demografskih procesa u sadas$njim i predackim populacijama
vuka, $to je narocito vidljivo kod pleistocenske populacije sa podruéja Sjeverne Amerike. Za
razliku od Amerike, gdje je haplogrupa 2 pleistocenskog vuka u potpunosti zamjenjena
haplogrupom 1 modernog, recentnog, vuka, u Evropi su se obje haplogrupe zadrzale. Isti pravac
izmjene haplogrupa na oba kontinenta ukazuju da same izmjene vjerovatno nisu bile slucajne 1
da su povezane sa ekoloSkim promjenama koje su se desile tokom posljednjeg glacijalnog

maksimuma. Ipak, ne treba zanemariti paleontoloske nalaze koji ukazuju na kontinuirano
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prisustvo vuka u sjevernoj hemisferi u toku posljednje glacijacije i njen neznatan uticaj na
distribuciju vrste (Sommer i Benecke, 2005, Leonard i sar., 2007), Sto zahtjeva analiziranje

znatno duZih sekvenci kontrolnog regiona mtDNK recentnih i ancestralnih vukova.

7.4. IMPLIKACIJE ZA KONZERVACIJU | MONITORING POPULACIJE VUKA
BOSNE | HERCEGOVINE

Ova studija predstavlja prvu i sveobuhvatnu geneti¢ku karakterizaciju populacije vuka sa
prostora Bosne i Hercegovine. Ovo istraZivanje je bilo neophodno sprovesti, jer su prethodne
analize zasnovane na ograni¢enom broju uzoraka, koji su porijeklom sa dijela proucavanog
areala, ukazale na opadanje brojnosti populacije. Sprovedenim analizama registrovana je visoka
geneticka varijabilnost populacije vuka iz Bosne i Hercegovine, koja se ogleda u velikom broju
uoCenih alela i prisustvu jedinstvenih haplotipova. Zatim, registrovane su vrijednosti Ne koje
ukazuju na potencijalni pad brojnosti populacije vuka Bosne i Hercegovine, Sto je u skladu sa
podacima koji su objavljeni u ranije publikovanim radovima (Pan i sar., 2014, Snjegota i sar.,
2016). Potencijalno strukturiranje dinarsko - balkanske populacije, gdje Bosna i Hercegovina
predstavlja granicu razdvajanja, ima znacaj za konzervaciju i buduce upravljanje populacijom
vuka Bosne i Hercegovine. Dobijeni rezultati imaju veliki znacaj u kreiranju nacionalnog
monitoringa, sa centralnim fokusom na molekularno - geneti¢ki monitoring. Evidentirani pad Ne
ukazuje na potrebu daljnjeg pracenja ovih vrijednosti jer, ukoliko populacija nastavi da opada,
moze do¢i do njenog ponovnog prolaska kroz geneticko usko grlo. Primjenom iste metodologije
moze se pratiti i protok gena sa susjednim populacijama. Prikupljanjem neinvazivnih uzoraka
(fecesa, dlake, urina, pljuvacke) moze se dati preciznija procjena brojnosti populacije vuka

Bosne i Hercegovine.

Ukoliko se podacima uocenim molekularno - genetickim analizama dodaju i podaci dobijeni
primjenom metode fotozamki i satelitskim pracenjem vukova, dobija se veoma kvalitetan
monitoring. U tu svrhu, istovremeno sa molekularno - geneti¢kom karakterizacijom populacije
vuka Bosne i1 Hecegovine, pokrenuti su i projekti €iji je primarni cilj monitoring vukova na
kompletnoj teritoriji Bosne i Hercegovine primjenom metode fotozamki. Ovom metodom
mozemo dobiti podatke o prisustvu, brojnosti i aktivnosti jedinki i/ili ¢opora. Na osnovu

podataka koji su do sada dobijeni monitoringom vukova primjenom fotozamki, utvrdeno je da je
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njihova brojnost znatno manja od pretpostavljene, te da ima tendeciju opadanja. Projekti su
finansirani od strane Rufford Fondacije iz Velike Britanije.
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Geneticka karakterizacija populacije vuka Bosne i Hercegovine, izvrSena primjenom
autozomalnih mikrosatelitskih lokusa i dijela kontrolnog regiona mtDNK kao genetickih markera
ispunila je postavljene ciljeve istrazivanja, a dobijeni rezultati ukazuju da su pretpostavljene
hipoteze korektne i u potpunosti potvrdene. Na osnovu svih dobijenih rezultata moze se

zakljuciti sljedece:

1. autozomalni mikrosatelitski lokusi koji su kori§¢eni u analizi geneticke varijabilnosti, detekciji
populacione strukture, analizi srodstva, detekciji ukr$tanja u srodstvu i uocCavanju prolaska
vukova Bosne i Hercegovine kroz genetiCko usko grlo, pokazali su odgovarajué¢i nivo

polimorfizma na osnovu ¢ega su dobijeni rezultati gore navedenih analiza;

2. odabranim setom prajmera za amplifikaciju dijela kontrolnog regiona mtDNK vuka,
produkovane su dovoljno informativne sekvence na osnovu kojih su detektovani jedinstveni
haplotipovi vuka Bosne i Hercegovine, te je utvrden filogeografski polozaj vukova Bosne i

Hercegovine u evropskom kontekstu;

3. primjenom molekularnih markera detektovan je umjereno visok nivo geneticke varijabilnosti
proucavane populacije koji je u skladu sa gradijentom heterozigotnosti vuka na nivou Evrope u
pravcu jug - sjever, te rezultatima prethodnih studija koji su ukazali da je nivo geneticke

varijabilnosti dinarsko - balkanske populacije medu najveé¢im u ¢itavoj Evropi;

4. prethodna istraZivanja dinarsko - balkanske populacije vuka ukazala su na prisustvo lokalne
strukturiranosti u navedenoj populaciji, Sto je detektovano i u ovom istrazivanju primjenom
mikrosatelitskih lokusa kako za populaciju vuka sa podruc¢ja Bosne i Hercegovine, tako i za
Citavu dinarsko - balkansku populaciju. Uoceno je grupisanje jedinki vuka Bosne i Hercegovine
u dva geneticka klastera Sto, s obzirom na slabu statisticku podrzanost, najvjerovatnije ukazuje
na prisustvo strukture na visem nivou. Prethodno navedeno je detektovano analizama
populacione strukture dijela dinarsko - balkanske populacije vuka, gdje je uocena diferencijacija

vukova iz Bosne i Hercegovine i Srbije u odvojene geneticke klastere;

5. za vuka Bosne 1 Hercegovine nisu detektovani statisticki znacajni signali prolaska populacije

kroz geneticko usko grlo u skorijoj proslosti;
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6. analizama sekvenci dijela kontrolnog regiona mtDNK uzorka vukova iz Bosne i Hercegovine
uocena je distribucija haplotipova u dvije, u literaturi opisane haplogrupe (haplogrupa 1 i

haplogrupa 2) bez jasnog alopatrijskog obrasca;

7. analizama sekvenci dijela kontrolnog regiona mtDNK uzorka vuka Evrope uoceno je da se
demografska ekspanzija haplogrupe 2 desila mnogo ranije u proSlosti u odnosu na period

ekspanzije haplogrupe 1,

8. rezultati dobijeni u ovom istraZzivanju su veoma aplikativni i predstavljaju dobru osnovu za
uspostavljanje odrzivog menadzmenta i kreiranja plana zaStite na nivou Bosne i Hercegovine, i

Sire na nivou ¢itave dinarsko - balkanske populacije.
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-Prilog 1-

The Canine Genotypes™ Panel 1.1 kit (Finnzymes, Thermo Fisher Scientific,

Vantaa, Finland)

Ponavljajué¢i  Veli¢ina Fluorescentna

ID lokusa Hromozom
motiv alela boja
AHTK211 26 di 79-101 Plava
CXX279 22 di 103-133 Plava
REN169018 29 di 150-170 Plava
INU055 10 di 190-216 Plava
REN54P11 18 di 222-244 Plava
INRA21 21 di 87-111 Zelena
AHT137 11 di 126-156 Zelena
REN169D01 14 di 199-221 Zelena
AHTh260 16 di 230-254 Zelena
AHTk253 23 di 277-297 Zelena
INU005 33 di 102-136 Crna
INU030 12 di 139-157 Crna
Amelogenin X - 174-218 Crna
FH2848 2 di 222-244 Crna
AHT121 13 di 68-118 Crvena
FH2054 12 tetra 135-179 Crvena
REN162C04 7 di 192-212 Crvena
AHTh171 6 di 215-239 Crvena
REN247M23 15 di 258-282 Crvena
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-Prilog 2-

Uzorci vuka Srbije koji su analizirani primjenom mikrosatelita zajedno sa uzorcima vuka Bosne i
Hercegovine u cilju detekcije strukturiranosti u dinarsko - balkanskom kontekstu, a nisu
prethodno analizirani:

ID uzorka Pol Lokalitet Drzava Godina uzorkovanja
20 @ Zagubica Srbija 2010
21 Q Sjenica Srbija 2011
38 4 Sjenica Srbija 2009
52 9@ Sjenica Srbija 2009
79 9 Sjenica Srbija 2010
80 Q Sjenica Srbija 2010
% & Zlatibor Srbija 2010
151 & Kremna Srbija 2012
153 & Zlatibor Srbija 2012
154 & Zlatibor Srbija 2012
155 ¢ Sjenica Srbija 2012
157 & Stitari Srbija 2012
158 & Aleksandrovac Zupski Srbija 2012
161 ¢ Sjenica Srbija 2012
162 & Sjenica Srbija 2012
164 ¢ Sjenica Srbija 2012
165 ¢ Sjenica Srbija 2012
166 & Tutin Srbija 2012
167 & Sjenica Srbija 2012
168 & Sjenica Srbija 2012
171 & Kremna Srbija 2012
174 ¢ Sjenica Srbija 2012
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Golija planina
Vrnjacka Banja
Sjenica
Aleksandrovac Zupski
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planina Stolovi
planina Golija
Kraljevo
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Sjenica

Novi Pazar
Prhovo

Sjenica
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-Prilog 3-

I) Lista sekvenci kontrolnog regiona mtDNK vuka (Canis lupus) produkovanih u predstavijenom istrazivanju i pripadnost odredenom

haplotipu i haplogrupi.

ID uzorka Broj jedinki Zemlja uzorkovanja Haplotip Haplogrupa
287 1 Bosna i Hercegovina CIx3 1
285 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
220 1 Bosna i Hercegovina ClI10 1
216 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
149 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
228 1 Bosna i Hercegovina ClI10 1
252 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
256 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
263 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
231 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
235 1 Bosna i Hercegovina ClI10 1
239 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
240 1 Bosna i Hercegovina ClI10 1
241 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
284* 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
291* 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
292* 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
293* 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
294* 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
290* 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
242 1 Bosna i Hercegovina Cl10 1
148 1 Bosna i Hercegovina Cl23 1
213 1 Bosna i Hercegovina Cl23 1
214 1 Bosna i Hercegovina ClI23 1
215 1 Bosna i Hercegovina Cl23 1
218 1 Bosna i Hercegovina Cl23 1
219 1 Bosna i Hercegovina ClI23 1

-115-



Dragana Snjegota, doktorska disertacija

L

Prilozi

221
223
224
225
226
227
236
237
244
247
253
254
259
260
261
262
249
217
229
230
232
234
246
248
251
238
243
245
255
20
38
52
79
80
151

RPRPRRPRPRR PRPRRPRPPRREPRPRPRPRPRPRPEPREPRPREPREPRPRPREPRPRPRERREPRPRERRERRER

Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina
Bosna i Hercegovina

Srbija

Srbija

Srbija

Srbija

Srbija

Srbija

-116 -

CI23
CI23
CI23
CI23
CI23
CI23
CI23
Cl23
CI23
CI23
CI23
Cl23
CI23
CI23
CI23
CI23
CI23
Clblk2
Clblk2
Clblk2
Clblk2
Clblk2
Clblk2
Clblk2
Clblk2
Cl6/14
Cl6/14
Cl6/14
Cl6/14
Cl6/14
Cl6/14
Cl6/14
Cl6/14
Cl6/14
Cl6/14

NN NDNDNDPNDNPNNDNMNDNNDNMNNNDNMNNMNMNMNMNdDNMNNMNNPRPRPRPRPRPRPPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRRRRE



Dragana Snjegota, doktorska disertacija

L

Prilozi

154
157
158
161
162
164
165
166
167
171
174
175
180
182
184
185
186
189
191
195
196
198
199
206
208
265
267
271
96
168
181
192
209
210

PP R RPRRPRPRPRRPRPRRPRRPPRPRREPRPRPREPRREPRPEPRPRRPRPRREPRPERPREPRPRPRERRERRR

Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija

-117 -

Cle/14
Cl6/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cl6/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cl6/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cl10
Cl10
Cl10
Cl10
Cl10
Cl10

PP PFRPEFPEFPEPNNNNNNNDNNPNNNNNNNNDDNNPNNDPNDNNDNNNNDNDNNDNDNDNNDDNDDNDDNDNDDNDNDNDNDDNDDND



E}x

Dragana Snjegota, doktorska disertacija Prilozi
281 1 Srbija Cl10 1
153 1 Srbija Clblk2 2
179 1 Srbija Cl23 1
277 1 Srbija Cl11 1
155 1 Srbija Clblk2 2
272 1 Srbija ClIx2 2
211 1 Crna Gora Cle/14 2
212 1 Crna Gora Cle/14 2
257 1 Crna Gora Cle/14 2
258 1 Crna Gora Cle/14 2

*Prije skracivanja duZine sekvenci, sa 269bp na 225bp, sekvence su predstavljale jedinstvene haplotipove.

I1) Tabela haplotipova i broj sekvenci kontrolnog regiona mtDNK vuka (Canis lupus) evropskog seta podataka preuzetih iz Banke
Gena. Haplotipovi su imenovani prema haplotipovima u istrazivanju od strane Pilot i sar. (2010) u smislu da redni brojevi
haplotipova predstavljenog istrazivanja prate redni broj haplotipova prema Pilot i sar. (2010), (npr. wl=CI1; w2=CI2, itd.), odnosno,
naziv haplotipa originalnog istrazivanja za jedinstvene haplotipove detektovane u predstavljenom i prethodnim istrazivanjima mtDNK
vuka (npr. Blk2=ClIblk2, x2=CIx2, itd.).

] ] ID haplotipa
ID haplotipova Broj ] B ) S
o ) Zemlje u kojima su Br. u Banci Publikacija iz koje je u Haplo-
preuzetih iz Banke sekvenci o ) . )
) haplotipovi detektovani Gena haplotip preuzet predstavljeno  grupa
Gena haplotipova L
m istraZivanju
lul 50 Spanija AF008162 Vilai sar., 1999 Cl24 1
lu3 1 Grcka AF338805 Vilai sar., 1999 ClI10 1
lu3 1 Svedska AF338805 Vila i sar., 1999 Cl10 1
lu3 2 Rusija AF338805 Vila i sar., 1999 Cl10 1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF338805.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=GD4V27WG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF338805.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=GD4V27WG014
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Hrvatska
Spanija
Poljska

Francuska
Italija

Rumunija

Bugarska

Rumunija
Svedska

Rusija

Svedska
Finska
Estonija

Grcka
Rusija
Svedska
Rusija

Bugarska

Bugarska

Hrvatska

Bugarska

Grcka
Finska

Finska

AF338805
AF008163
AF008163
AF008164
AF008164
AF008161
AF008161
AF008163
AF008163
AF008163
AF008165
AF008165
AF008165
AF008165
AF008165
AF008164
AF008164
AF115687
AF115688
AF115689
AF115690
AF115691
AF115692
AF115693
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF338805.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=GD4V27WG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008163.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD4XHR5T015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008163.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD4XHR5T015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008164.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD52K1DF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008164.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD52K1DF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008161.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD3T0G4G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008161.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD3T0G4G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008163.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD31RGFV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008163.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD31RGFV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008163.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD31RGFV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008165.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD326ZJK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008165.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD326ZJK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008165.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD326ZJK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008165.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD326ZJK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008165.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD326ZJK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008164.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD3BJ16V014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF008164.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD3BJ16V014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115687.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115688.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115689.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115690.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115691.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115692.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115693.1
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Cl10
Cl10
Cl10
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Cl1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115694.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115695.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115695.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115698.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115699.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF115700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4XN5KU7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115702.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115687.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115687.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF338803.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF338804.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF338805.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF338806.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF338809.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF338811.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978006.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978006.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978006.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978006.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978006.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978006.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978006.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978008.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978008.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978008.1
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Pilot i sar., 2010
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978008.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978008.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978008.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ978008.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WFWZRC16014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WFWZRC16014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WFWZRC16014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WFWZRC16014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WFWZRC16014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WFWZRC16014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=WFWST52M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=WFWST52M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=WFWST52M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=WFWST52M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=WFWST52M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=WFWST52M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=WFWST52M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=WFWST52M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013384?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WFX49TAT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013384?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WFX49TAT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013384?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WFX49TAT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013384?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WFX49TAT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013384?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WFX49TAT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013384?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WFX49TAT015
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Poljska
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Rusija
Finska
Rusija
Latvija
Svedska
Poljska
Bjelorusija
Rusija
Svedska

Portugalija

FJ978014
FJ978014
FJ978014
FJ978014

AF115701

FJ978014
FJ978014
AY842292
AY842292
AY842292
AY842292
AY842292
AY842292
AY842293
AY842293
AY842293
FJ978018
FJ978018
FJ978018
AY842294
AY842294
AY842294
AY842294
AY842294
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Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010

Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cle/14
Cl7
Cl7
Cl7
Cl7
Cl7
Cl7
ClI8
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Cl8
Cl9
Cl9
Cl9
Cl10
Cl10
Cl10
Cl10
Cl10
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WG0335XN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WG0335XN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WG0335XN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WG0335XN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF115701.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WG0335XN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WG0335XN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013385?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WG1NHDHX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013385?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WG1NHDHX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013385?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WG1NHDHX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013385?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WG1NHDHX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013385?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WG1NHDHX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013385?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WG1NHDHX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY842293.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY842293.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY842293.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=WG258RSW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=WG258RSW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=WG258RSW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013387?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WG2AZWBS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013387?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WG2AZWBS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013387?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WG2AZWBS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013387?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WG2AZWBS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57013387?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WG2AZWBS015
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wll 1 Ukrajina AY842295 Pilot i sar., 2010 Cl11 2
will 3 Slovacka AY842295 Pilot i sar., 2010 Cl11 2
will 1 Bjelorusija AY842295 Pilot i sar., 2010 Cl11 2
wll 1 Bugarska AY842295 Pilot i sar., 2010 Cl11 2
wll 1 Rusija AY842295 Pilot i sar., 2010 Cl11 2
wl2 1 Bjelorusija DQ421802 Pilot i sar., 2010 Cl12 1
wi2 3 Rusija DQ421802 Pilot i sar., 2010 Cl12 1
wl3 6 Bugarska FJ978024 Pilot i sar., 2010 Cl13/26 1
wld 6 Poljska FJ978025 Pilot i sar., 2010 Clé/14 2
wl4 3 Slovacka FJ978025 Pilot i sar., 2010 Cl/el14 2
wl4 2 Bugarska FJ978025 Pilot i sar., 2010 Cle/14 2
wl4 6 Grcka FJ978025 Pilot i sar., 2010 Cle/14 2
wl4 4 Rumunija FJ978025 Pilot i sar., 2010 Cle/14 2
w15 8 Slovacka DQ421803 Pilot i sar., 2010 Cl6/14 2
w15 8 Ukrajina DQ421803 Pilot i sar., 2010 Cl15 2
w16 1 Bugarska AF115688 Pilot i sar., 2010 Cl16 1
w16 1 Turska AF115688 Pilot i sar., 2010 Cl16 1
w16 1 Bugarska AF115688 Pilot i sar., 2010 Cl16 1
w17 2 Grcka DQ421804 Pilot i sar., 2010 Cl17 2
wl7 3 Bugarska DQ421804 Pilot i sar., 2010 Cl17 2
wl7 4 Turska DQ421804 Pilot i sar., 2010 Cl17 2
wl8 1 Bugarska DQ421805 Pilot i sar., 2010 Cl18 2
w18 1 Ukrajina DQ421805 Pilot i sar., 2010 Cl18 2
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY842295.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY842295.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY842295.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY842295.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY842295.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ421802.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ421802.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238815100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WG3J9JDZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978025.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G51B4CPP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978025.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G51B4CPP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978025.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G51B4CPP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978025.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G51B4CPP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978025.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G51B4CPP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ421803.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ421803.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/8388886?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WFZT9S59014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/8388886?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WFZT9S59014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF115688.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G3R6HE0M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89574399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WGB07F6B015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89574399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WGB07F6B015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89574399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WGB07F6B015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ421805.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ421805.1
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Poljska
Turska
Bugarska
Poljska
Rusija
Grcka
Portugalija
Spanija
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Litvanija
Litvanija
Litvanija
Litvanija
Litvanija
Estonija
Estonija
Estonija
Latvija
Latvija
Latvija
Latvija

FJ978032
DQ421806
DQ421806
DQ421807
DQ421807
AF098115
KJ195898
KJ195898
GU059550
GU059551
GU059552
GU059555
JX508634
JX508635
JX508633
JX508631
JX508632

JN182019

JN182020
JN182021
JN182058
JN182060
JN182063
JN182065
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Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Pilot i sar., 2010
Gomercic i sar., 2010
Gomercic i sar., 2010
Gomercic i sar., 2010
Gomercic i sar., 2010
Baltrunaite i sar., 2013
Baltrunaite i sar., 2013
Baltrunaite i sar., 2013
Baltrunaite i sar., 2013
Baltrunaite i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013

Cl19/25
ClI20
CI20
Cl21
Cl21

Cl13/26

CI3/78
CI3/78
Cl23
Cl10
Cle/14
Clblk2
Cl1
Cl2
CI3/78
Cl5
Cl10
Cl1
Cl1
Cl1
Cl1
Cl1
Cl2
Cl2

1
2
2
1
1
1
2
2
1
1
2
2
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978032.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G54BW12P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89574401?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WX12RU0J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89574401?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WX12RU0J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89574402?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WX15B0B701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89574402?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WX15B0B701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4235432?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WXDUDDK8015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ195898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G3NB75NV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ195898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G3NB75NV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU059550.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4VJBUJR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU059551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3Y1AA0S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU059552.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3Y0Y778014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU059555.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3XZTFWN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/461452928?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WDH3S7TB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX508635.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=G3MYCZ82014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX508633.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX508631.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3NUY32T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX508632.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G3PNN7M3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182019.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182020.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182021.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182058.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=G3MYCZ82014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182065.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=G3MYCZ82014
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Makedonija
Srbija
Srbija
Makedonija

JN182028
JN182030
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JN182032
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JN182037
JN182074
JN182045
JN182046
JN182083
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JN182087
JN182054

KE723521
KF723522
KFE723520

KJ630307
KJ630307
KJ630307
KJ630308
KJ630309

KJ630309

KJ630310
KJ630310
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Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Hindrikson i sar., 2013
Jansson i sar., 2014
Jansson i sar., 2014
Jansson i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014

Cl1
Cl1
Cl2
Cl1
Cl1
Cl1
Cl1
Cl1
Cl1
Cl2
Cl1
Cl1
Cl1
Cl1
Cl5
Cl1
Cle/14
Cle/14
Cle/14
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Cl16
Cl16
Cl13/78
Cl13/78

1
1
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1
1
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1
1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182028.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182030.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182068.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=G3MYCZ82014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182032.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182034.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182074.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182045.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182046.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182083.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=G3MYCZ82014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182049.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182087.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN182054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=G3JEJ2BU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF723521.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF723522.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF723520.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630307.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=G4W40UF9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630307.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=G4W40UF9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630307.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=G4W40UF9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630308.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3HUETVT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630309.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G4W3B5M0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630309.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G4W3B5M0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G4W312NX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G4W312NX014
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Srbija
Makedonija
Bosna i Hercegovina
Srbija
Makedonija
Bosna i Hercegovina
Portugal
Italija
Italija
Hrvatska
Spanija
Bugarska
Svedska
Svedska
Svedska
Bugarska
Bugarska
Slovenija
Grcka
Grcka
Bugarska
Poljska
Estonija
Latvija

FJ978019
FJ978019
FJ978019
KJ630312
KJ630312

KJ630312
KU644668
KU696389
KU696390
KU696398
KUG644670
KU696388
KX898321
KX898323
KY124130
KY549994
KY549995
KY549996
KY549997
KY549998
KY549998
KY549998
KY549998
KY549998
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Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Djan i sar., 2014
Kolbmuller i sar., 2016
Kolbmuller i sar., 2016
Kolbmuller i sar., 2016
Kolbmuller i sar., 2016
Kolbmuller i sar., 2016
Kolbmuller i sar., 2016
Ersmark i sar., 2016
Ersmark i sar., 2016
Ersmark i sar., 2016
Montana i sar., 2017
Montana i sar., 2017
Montana i sar., 2017
Montana i sar., 2017
Montana i sar., 2017
Montana i sar., 2017
Montana i sar., 2017
Montana i sar., 2017

Montana i sar., 2017

Cl10
Cl10
Cl10
Cl23
Cl23
Cl23
Cl24
Cl22
Cl22
Cl10
CI3/78
Cle/14
Cl1
Cl4
Cl5
Cl16
Cl16
Cl23
Cl4
Cl13/26
Cl13/26
Cl13/26
Cl13/26
Cl13/26
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978019.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=G5328JY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978019.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=G5328JY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ978019.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=G5328JY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G4W2J6UV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G4W2J6UV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ630312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G4W2J6UV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU644668.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3SA7FN001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU696389.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3S57K50014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU696390.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G5BSBZ5401R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU696398.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3PNN7M3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU644670.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G51AU36W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU696388.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3P6ZSZC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX898321.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4XRCWG5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX898323.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY124130.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549994.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G4W3B5M0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549995.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4W3B5M0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549996.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G4VJBUJR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549997.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G5BUCS7Y01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549998.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4W312NX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549998.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4W312NX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549998.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4W312NX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549998.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4W312NX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY549998.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G4W312NX014
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Spanija

Spanija

KY550000
KY550000
KY550001
KY550001
KY550002
KY550003
KY550004
KY550005
KY550005
KY550006
KY550007
KY550007
KY550008
KY550009
KY550010
KY550012
KY550012
KY550013
KY550013
JX845625
JX845622
JX845623
JX845623
JX845621

Montana i sar., 2017
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550000.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G5BTCGN2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550000.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G5BTCGN2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G3Y1AA0S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G3Y1AA0S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G5BSR9RM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BSBZ5401R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550004.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BS1X7301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550005.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G3Y0Y778014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550005.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G3Y0Y778014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550006.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G3XZTFWN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550007.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G3Y0Y778014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550007.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G3Y0Y778014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BPSADZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550009.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BPGC9V01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550010.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BP3RD901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550012.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BNH8MF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550012.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BNH8MF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550013.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BN6KSH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY550013.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G5BN6KSH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX845625.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G51BV2GG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX845622.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G51AU36W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX845623.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G51BJG9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX845623.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G51BJG9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX845621.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G3HY9E4S01R
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-Prilog 4-

Vrijednosti osnovnih genetickih parametara populacije vuka (Canis lupus) Bosne i Hercegovine
detektovane analizom geneticke varijabilnosti 18 mikrosatelitskih lokusa.

Lokus Na Ho He HWE Fis
AHTK211 8 0,5769 0,7464 > 0,2282**
CXX279 5 0,6962 0,7626 - 0,0876
REN169018 6 0,7089 0,6884 - -0,0299
INUOS55 4 0,7215 0,7484 * 0,0361
RENS54P11 6 0,6962 0,7628 ** 0,0878
INRA21 6 0,6582 0,8259 * 0,2041**
AHT137 5 0,8734 0,8729 - -0,0006
REN169DO1 8 0,8228 0,8709 - 0,0556
AHTh260 7 0,5696 0,8278 ** 0,3133**
AHTKk253 6 0,6835 0,7617 * 0,1033*
INU0O5 9 0,8354 0,8572 > 0,0255
INU030 5 0,7848 0,7217 - -0,0881
FH2848 6 0,6709 0,7177 - 0,0656
AHTI21 9 0,6835 0,8004 - 0,1467
FH2054 9 0,6923 0,8538 > 0,1902**
REN162CO4 5 0,5189 0,5620 * 0,0771
AHTh171 6 0,6582 0,7875 * 0,1651**
REN247M23 7 0,8354 0,8501 - 0,0174
Srednja 6,5 0,7048 0,7788 0,0401
vrijednost

Na - broj alela po lokusu, Ho - uocena heterozigotnost, He - ocekivana heterozigotnost, HWE -
Hardy - Weinberg ekvilibrijum, Fs - koeficijent inbridinga; - nije statisticki znacajno, *p<0.05 i

**p<0.01 statisticki znacajno nakon Boniferonijeve korekcije p vrijednosti.
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-Prilog 5-

Distribucija jedinki populacije vuka Bosne i Herzegovine u dva pretpostavijena geneticka klastera nakon sprovedenih analiza u
sljedecim programskim paketima:

a) STRUCTURE

égovi:i a*"'
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b) TESS (BYM i CAR modeli)

-130 -



Dragana Snjegota, doktorska disertacija Prilozi

c) TESS (No Admixture model)
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d) DAPC
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Distribucija jedinki populacije vuka Bosne i Herzegovine u konsenzus klastere, definisane nakon sprovedenih, prethodnih, analiza.

e) Konsenzus Kklasteri

N I T T T
] e Hrvaiska

Sava

Bijeli kruziéi predstavljaju jedinke koje su nakon analiza svrstane u jedan geneticki klaster (bijeli dio bar plota u rezultatima), a na
mapama je evidentno da su te jedinke, uglavnom, iz istocnog i jugoistocnog dijela Bosne i Hercegovine. Zeleni kruzic¢i predstavljaju
Jjedinke koje su nakon analiza svrstane u drugi geneticki klaster (zeleni dio bar plota u rezultatima), i na mapama je evidentno da
nema jasnog geografskog obrasca distribucije tih jedinki jer su distribuirane u svim ostalim dijelovima Bosne i Hercegovine i
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preklapaju se sa jedinkama u admiksiji (u bar plotovima, u rezultatima, imaju udio oba geneticka klastera, odnosno, obje boje) koje su
predstavljene Srafiranim kruzi¢ima.
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