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U Uvodu kandidat navodi znacaj i ulogu magarca (Equus asinus L., 1758) kao vrste
kroz istorijski razvoj civilizacije, kao i Cinjenicu da je u proteklih 20-30 godina doslo do
depopulacije rasa magaraca na globalnom nivou. Kao glavni razlozi navode se gubitak
ekonomskog znaCaja magaraca usled uvodenja mehanizacije i automatizacije u sve aspekte
poljopriviedne proizvodnje; i nedostatak odgovaraju¢e strategije parenja odnosno
odgajivackih programa. Kandidat navodi podatak da su magarci jedna od najmanje
prou€avanih domacih Zivotinja na svetu i da je stoga za uvodenje i sprovodenje programa
oCuvanja, gajenja i zdravstvene zastite magaraca neophodna identifikacija postoje¢ih rasa
magaraca i njihova fenotipska i geneti¢ka karakterizacija. U Uvodu se istie da za vecinu rasa
magaraca navedeni podaci ne postoje ili su nepotpuni, pa su stoga neophodni konkretni
postupci u cilju njihove zastite i opstanka. S obzirom na to da balkanski magarac, autohtona
rasa i genetiCki resurs Republike Srbije, pripada ugrozenoj kategoriji domacih Zzivotinja,
kandidat ukazuje na neophodnost fenotipske i geneticke karaterizacije kako bi se formirale
strategije za ocCuvanje diverziteta i implementaciju odgajivackih, reproduktivnih i mera
upravljanja, koje bi omogucile o€uvanje i odrzZivu eksploataciju ove rase.

Pregled literature podeljen je u devet potpoglavlja. U prvom kandidat opisuje africko
poreklo vrste magarac i podelu danasnjih rasa magaraca na osnovu mitohondrijske DNK
(mtDNK) na dve razlicite haplogrupe, oznaCene sa klada 1 i 2. U drugom potpoglavlju izneti
su podaci o arheoloskim i genetickim dokazima o poreklu i domestikaciji magaraca, koji
ukazuju na to da su postojale najmanje tri razli¢ite rase divljih magaraca u Africi, a da su do
danas dve prezivele, somalijski i nubijski divlji magarac. U treCem potpoglavlju kandidat
opisuje rasprostranjenost i ugrozenost magaraca u svetu, broj nestalih i ugrozenih rasa, kao i
trendove depopulacije u pojedinim delovima sveta. Cetvrto potpoglavlje sadrzi podatke o
fenotipskoj i geneti¢koj varijabilnosti u okviru vrste E. asinus. U petom potpoglavlju opisan je
znacaj fenotipske karaterizacije koja ozna€ava proces utvrdivanja jasnih populacija odredene
rase na osnovu morfoloskih i fizioloSkih karakteristika jedinki ali i osobenosti njihovih
proizvodnih okruzenja. Dodatno, u ovom potpoglavlju kandidat daje pregled do sada
izvedenih aktivnosti u cilju fenotipske karakterizacije rasa u okviru vrste magarac, sa
posebnim osvrtom na studije vezane za odredivanje morfometrijskih parametara, kao i
hematoloskih i biohemijskih parametara krvi. U okviru detaljnog prikaza podataka iz literature
izdvojeni su najéeSCe koriS¢eni parametri i predstavijen je opseg graniénih vrednosti za
pojedine parametre, na osnovu kojih su determinisane i opisane postojeCe i nove rase
magaraca. U Sestom potpoglavlju kandidat opisuje organizaciju jedarnog i mitohondrijskog
genoma vrste magarac, sa posebnim naglaskom na organizaciju i strukturu mitohodrijskog
genoma. Detaljno je opisan hipervarijabilni kontrolni region (HVR1) mitohondrijskog genoma,
koji se danas naj¢e8ce koristi u studijama genetiCke karakterizacije. U sedmom potpoglavlju
kandidat opisuje morfoloske, biohemijske i DNK molekularne markere kao tri glavna tipa
genetiCkih markera.Ukazuje na postojanje i tri kategorije DNK markera na osnovu njihove
lokalizacije: mtDNK, polno vezani i nuklearni autozomalni mikrosatelitski markeri. Detaljno
opisuje karateristike mtDNK markera kao i nastanak, lokalizaciju i karakteristike najéeSce
koris¢enih mikrosatelitskih markera. U osmom potpoglavlju kandidat daje pregled studija
genetiCke karaterizacije farmskih Zivotinja primenom markera na mtDNK i nuklearnih
mikrosatelitskih markera u cilju utvrdivanja geneti¢kih karakteristika populacija (nivo
genetiCkog diverziteta i diferencijacije populacija), kao i identifikacije i rekonstrukcije
evolucionih, demografskih i drugih procesa koji su tokom vremena delovali na populacije
(ekspanzije populacija, prolazak kroz uska grla, geneti¢ka izolovanost, selekcija). Posebno je
istaknuta geneti¢ka karakterizacija vrste magarac primenom markera mtDNK i nuklearnih
mikrosatelita, uz navodenje, broja i karakteristika koriS¢enih markera, kao i ishoda i znacaja
ranije izvedenih istrazivanja usmerenih na geneticku karakterizaciju razli€itih rasa magaraca.
U devetom potpoglavlju opisana je geografska rasprostranjenost preostalih populacija
balkanskog magarca na teritoriji Republike Srbije, navedene su vazne istorijske Cinjenice u
vezi sa formiranjem ispitivanih populacija, kao i osnovne fenotipske osobine balkanskog
magarca. S obzirom na mali broj radova koji ukljuCuju karakterizaciju rasa magaraca i
ugroZzenost balkanskog magarca, kandidat iznosi stav da ¢e odredivanje morfometrijskih,
biohemijskih i hematoloSkih parametara krvi balkanskog magarca omoguditi utvrdivanje
standarda rase, kao i pracenje zdravstvenog stanja i metabolickog statusa jedinki odnosno
krda. Pored toga, kandidat isti¢e da ¢e sveobuhvatna geneti¢ka karakterizacija omoguciti uvid
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u geneticki diverzitet i evolutivnu istoriju balkanskog magarca, $to bi dalo osnov za definisanje
strategija i pristupa za plansko gajenje ove autohtone rase.

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je da se izvrsi fenotipska i molekularno
genetiCka tipizacija uzoraka populacija balkanskog magaraca u Republici Srbiji utvrdivanjem
morfometrijskih, hematoloskih i biohemijskih parametara krvi, kao i analizom polimorfizama
odabranih geneti¢kin markera (mikrosatelita i HVR1 regiona mtDNK). U skladu sa
postavljenim ciljem, definisani su sledeci zadaci: (1) odabrati reprezentativhu studijsku
populaciju za ispitivanu rasu balkanski magarac koja obuhvata jedinke koje nisu u srodstvu i
izvrsiti klasifikaciju jedinki prema starosti; (2) izvrsiti procenu populacije, ugroZenosti i
geografske zastupljenosti rase i prikupiti podatke o migriranju jedinki, ukrstanju, starosnoj i
polnoj strukturi ispitivane populacije; (3) izvriti morfometrijska merenja izabranih telesnih
parametara; (4) ispitati izabrane hematoloSke, biohemijske parametre krvi; (5) izvrsiti
statisticku obradu dobijenih morfometrijskih, hematoloskih i biohemijskih parametara krvi,
definisati grani¢ne i srednje fizioloSke vrednosti za analizirane parametre i izvrsiti uporednu
analizu dobijenih vrednosti izmedu starosnih grupa, i uoprediti sa vrednostima parametara
drugih rasa dostupnih u literaturi; (6) izvrSiti genotipizaciju koriS¢enjem 17 mikrosatelitskih
genetiCkih markera ukljuéenih u komercijalni sistem pod nazivom Equine Genotypes Panel
1.1 (Thermo Scientific) izabranih u skladu sa preporukama ISAG (International Society for
Animal Genetics) za tipizaciju magaraca i izvrsiti amplifikaciju HVR1 regiona mtDNK; (7) na
osnovu ustanovljenog polimorfizma ispitivanih mikrosatelitskih lokusa utvrditi da li je izabrani
set mikrosatelitskih markera odgovarajuéi za genotipizaciju rase balkanski magarac i izvrSiti
procenu nivoa jedarnog genetiCkog diverziteta u skladu sa ukupnim brojem alela, prose¢nim
brojem alela po lokusu i vrednostima dobijene i oCekivane heterozigotnosti; (8) ustanoviti
odstupanja frekvenci gena od Hardy-Weinberg o€ekivanja za sve ispitivane lokuse; (9) za sve
parove ispitivanih mikrosatelitskih lokusa ispitati da |li se nalaze u stanju neravnotezne
vezanosti; (10) izvrSiti uporednu analizu varijabilnosti svakog ispitivanog mikrosatelitskog
lokusa kod rase balkanski magarac sa odabranim rasama magaraca kod kojih je polimorfizam
odgovarajucih lokusa prethodno ispitivan; (11) na osnovu analize nuklearne DNK ustanoviti
genetiCku strukturu populacije balkanskog magarca u Srbiji; (12) proceniti stepen geneti¢kog
diverziteta ispitivane populacije balkanskog magarca na nivou mitohondrijskog genoma; (13)
utvrditi geneticke distance izmedu ispitivane populacije balkanskog magarca i drugih
odabranih prethodno ispitivanih rasa magaraca na osnovu mtDNK podataka; i (14) utvrditi
mogucée poreklo i evolutivhu istoriju ispitivane populacije balkanskog magarca kroz
filogenetsku i filogeografsku analizu mtDNK sekvenci balkanskog magarca i mtDNK sekvenci
magarca dostupnih u javnoj banci gena.

Materijal i metode rada detaljno su opisani u posebnom poglavlju. Za ispitivanje je
odabrano 77 jedinki balkanskog magarca, sedam muzjaka i 70 Zenki, koji su podeljeni u dve
starosne grupe. Prva grupa (grupa A) obuhvatala je 22 mlade jedinke starosti od tri i manje
godina, dok je u drugoj (grupa B) bilo 55 jedinki starijih od tri godine. Najmlada ispitivana
jedinka imala je 18 meseci, a najstarija 10 godina. U odabranoj populaciji magarci nisu bili u
srodstvu. Za svakog magarca uzeti su validni identifikacioni podaci (maticni broj, podaci o boji
i oznakama, dlaci, polu, poreklu, starosti, kao i podaci o odgajivacu i vlasniku). U Srbiji
najvece populacije magaraca trenutno se nalaze u Specijalnom rezervatu prirode ,Zasavica“,
u regionu Stare planine i u okolini mesta Kovilj, nadomak Novog Sada. Sa navedenih lokacija
ispitano je 41 (Zasavica - ZA), 16 (Stara planina - SP) i 20 (Kovilj - KO) jedinki. Za svakog
magarca ukljuenog u ispitivanje pravljene su zasebne liste u koje su upisivane vrednosti za
18 morfoloskih parametara. Vrednosti Sest morfometrijskin parametara izmerene su
koriS¢enjem merne trake i to su: obim grudnog kosa, obim karpalnog i tarzalnog zgloba, obim
cevanice, duzina uha i duzina glave. Pored toga, koriS¢en je Lidtinov Stap za utvrdivanje
vrednosti dodatnih 11 mera: visina u grebenu, visina leda, visina kuka, dubina grudnog kosa,
visina karpalnog i tarzalnog zgloba, duzina tela, Sirina glave, Sirina grudnog kosa, duZina i
Sirina sapi. Procena telesne mase izvrSena je na osnovu izmerenih vrednosti obima grudi i
duZine tela, prema formuli Peji¢ (1996). Za hematoloSke i biohemijske analize krv je
uzorkovana od 77 Kklini¢ki zdravih magaraca venepunkcijom vratne vene (v. jugularis), u
periodu od maja do avgusta 2013. godine. Manipulacija i fiksiranje Zivotinja obavljeni su u
skladu sa principima poStovanja dobrobiti Zivotinja. Krv je prikupljena u epruvete sa EDTA
antikoagulansom za hematoloSke analize, a u epruvete bez antikoagulansa za izdvajanje
seruma. Epruvete su nakon uzorkovanja skladiStene na ledu, a odvajanje seruma i
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utvrdivanje hematoloskih profila obavljeno je u roku od 12 sati posle uzimanja uzoraka krvi.
Centrifugiranjem na 2800 obrtaja/min u vremenu od 5 minuta vrSeno je odvajanje plazme i
seruma iz krvi. Uzorci seruma Cuvani su na -20°C pre izvodenja biohemijskih analiza.
Kompletna krvna slika dobijena je analizom krvi u automatskom brojacu ¢éelija (Abacus Junior
Vet, Diatron), koristeéi unapred formatiran softver za analizu krvi konja. Analizirani su sledeci
hematoloski parametri: broj belih krvnih zrnaca, broj limfocita, ukupan broj leukocita, broj
granulocita, broj crvenih krvnih zrnaca, koncentracija hemoglobina, srednja koncetracija
Celijskog hemoglobina, prosecni ¢elijski volumen, broj trombocitnih ¢éelija, prose¢ni volumen
trombocita, vrednost hematokrita, srednja ¢&elijska koncentracija hemoglobina i odnos
ukupnog broja trombocita i zapremine krvi. Biohemijski profili magaraca ukljuéenih u
istrazivanje dobijeni su koriS¢enjem polu-automatizovanog biohemijskog analizatora (Vet
Evolution, BSI) i odgovarajuc¢ih setova reagenasa, u skladu sa preporu¢enim standardnim
protokolima. Biohemijska analiza obuhvatila je merenje vrednosti sledec¢ih parametara:
aspartat aminotransferaza, alkalna fosfataza, urea, kreatinin, albumin, ukupni proteini, laktat
dehidrogenaza, kreatin kinaza, g-glutamiltransferaza, ukupni bilirubin, holesterol, trigliceridi,
kalcijum i neorganski fosfor.

Ekstrakcija DNK izvedena je koriS¢enjem komercijalnog seta za ekstrakciju totalne
genomske DNK iz krvi (GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit, Thermo
Scientific), prema uputstvu proizvodaca. Izolati DNK Cuvani su na temperaturi od -20°C u
skladu sa preporukama proizvodaca. Prinos i Cisto¢a ekstrahovane genomske DNK utvrdeni
su spektrofotometrijski (BioPhotometer spectrophotometer system, Eppendorf). Rastvori
genomske DNK razblazeni su do koncentracije od 1-2 ng/uL, u skladu sa preporukama
proizvodaca.

Genotipizacija jedinki rase balkanski magarac izvrSena je koriSéenjem nuklearnih
mikrosatelita dostupnih u navedenom komercijalnom setu. Ovim sistemom simultano se
amplifikuje 17 lokusa, a direktni (F) prajmeri za amplifikaciju svakog lokusa obelezeni su
fluorescentnim bojama. Nakon razdvajanja PCR produkata kapilarnom elektroforezom
koriS¢enjem aparata ABI 3100 (Applied Biosystems), izvrSena je detekcija fluorescentno
obelezenih DNK fragmenata laserskim sistemom, a zatim je utvrdena njihova duzina
poredenjem sa lestvicom (GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard, ThermoFisher).
Mikrosatelitski lokusi koji su analizirani u ovom istrazivanju su: AHT4, AHT5, ASB2, ASB17,
ASB23, CA425, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, LEX3 i
VHL20. Svi navedeni mikrosatelitski lokusi se nalaze na ISAG-FAO listi koja daje preporuke o
naginu molekularne karakterizacije Zivotinjskih geneti¢kih resursa. Amplifikacija svih 17
mikrosatelitskih lokusa izvrSena je u jednoj multipleks PCR reakciji prema protokolu
preporu¢enom od strane proizvodaca. Mastermiks za jedan uzorak imao je zapreminu od 20
yl i sadrzao je 9 yl Equine Genotypes Master Mix (F-851), 9 ul Equine Genotypes Panel 1.1
Primer Mix (F-852) i 2 pul izolata DNK. Za izvodenje PCR reakcije korid¢en je MultiGene
Gradient (Labnet International Inc.). Temperaturni protokol obuhvatao je sledeée faze:
inicijalna denaturacija na 95°C u trajanju od 3 minuta, a zatim kroz 30 ciklusa smenjivanje
procesa denaturacije na 95°C u trajanju od 15 sekundi, hibridizacije prajmera na 60°C u
trajanju od 75 sekundi i elongacije prajmera u trajanju od 30 sekundi na 72°C. Finalna
elongacija odvijala se na 72°C tokom poslednjih pet minuta.

Separacija produkata dobijenih PCR amplifikacijom ispitivanih mikrosatelitskih lokusa
u uzorcima rase balkanski magarac izvrSena je u ABI 3100 (Applied Biosystems)
automatskom sekvenatoru. Svaki uzorak sa PCR produktima, u zavisnosti od prethodno
ustanovljene koli€¢ine DNK, razblaZivan je dodavanjem 20 ul do 100 ul dejonizovane vode. Za
kapilarnu elektroforezu koriS¢en je set boja Multi-Capillary DS-33 (Dye Set G5) Matrix
Standard Set (Applied Biosystems). DuzZina PCR produkata procenjivana je na osnhovu
poredenja sa odgovaraju¢om lestvicom koja sadrzi DNK fragmenate tacno definisanih duzina,
kao i primenom Genotyper® softvera (Applied Biosystems).

Odabrani prajmeri za PCR amplifikaciju mitohondrijskog lokusa HVR1 od 479 baznih
parova su 5-CCCAAGGACTATCAAGGAAG-3' i 5-GGAATGGCCCTGAAGAAAG-3.
Navedeni lokus je amplifikovan kod 49 magaraca (30 uzoraka - ZA, 10 - SP i 9 - KO). PCR
reakcije izvedene su u mastermiksu zapremine 20 L, koji je sadrzao 2 pL 10 x PCR pufera
(KAPA Biosistems), 10 mM dNTP, 10 uM svakog prajmera, 25 mM MgCl,, 2 uL ekstrahovane
DNK koncentracije 2 ng/ul i 0,5 U Taqg polimeraze (KAPA Biosistems). Za izvodenje PCR
reakcije koriSéen je MultiGene Gradient (Labnet International Inc.). Temperaturni protokol
obuhvatao je sledece korake: inicijalna denaturacija na 95°C u trajanju od 5 minuta, a zatim
su se kroz 35 ciklusa smenijivali procesi denaturacije na 95°C u trajanju od 20 sekundi,
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hibridizacije prajmera na 55°C u trajanju od 30 sekundi i elongacije prajmera u trajanju od 30
sekundi na 72°C. Finalna elongacija odvijala se na 72°C tokom poslednjih pet minuta. PCR
produkti preci§ceni su koris¢enjem seta QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Utvrdivanje
primarnog redosleda nukleotida (sekvenciranje) PCR produkata izvrSeno je komercijalno, od
strane kompanije Macrogen Europe (Holandija), u jednom 5’-3’ pravcu metodom BigDye
Terminator u automatskom DNK sekvenatoru ABI 3 730 XL (Applied Biosystems).

Podaci vezani za telesne mere, hematoloSke i biohemijske parametre Kkrvi
predstavljeni su kroz srednju vrednost, medijanu, kvartalnu vrednost i koeficijent varijacije
(CV). Shapiro-Wilk W test koris¢en je u cilju procene normalne raspodele podataka, nakon
Cega je pomoc¢u Levin-ovog testa odredena homogenost razlike. Promenljive sa normalno
distribuiranim podacima i homogenim varijacijama uporedene su izmedu dve starosne grupe
t-testom, a u suprotnom koriSéen je Mann-Whitney U-test. Sli€nost balkanskog magarca sa
ostalim rasama magaraca ispitivana je kroz klaster analize, na osnovu udaljenosti po
Euclidean-u i Ward-ovom nacinu povezivanja. StatistiCke razlike za pet odabranih morfoloskih
parametara izmedu rasa magaraca odredene su koriS¢éenjem t-testa. Razlike su smatrane
kao znacCajne za vrednosti P<0,05. Statisticka analiza dobijenih rezultata u eksperimentu
izvedena je koriS¢enjem softverskog paketa STATISTICA v.6 (StatSoft, Inc.). Za obradu
molekularno geneti¢kih podataka na nivou jedarne DNK koris¢eni su sledeéi paketi: MICRO-
CHECKER 2.2.1 (van Oosterhout i sar., 2004), Arlequin ver. 3.5.2 (Excoffier i sar., 2006),
GENEPOP 4.2 (Rousset, 2008) i STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard i sar., 2000). Za obradu
mitohondrijskih sekvenci koriS¢eni su paketi Muscle (Edgar, 2004) u paketu MEGA 5.04
(Tamura i sar., 2011), Arlequin ver. 3.5.2, Paleontological Statistics (PAST) ver.3.0 (Hammer i
sar., 2001) i NETWORK 4.6.1.2 (Bandelt i sar., 1999).

U poglavlju Rezultati kandidat je pregledno i jasno prikazao rezultate u Cetiri
potpoglavlja. U prvom potpoglavlju prikazane su vrednosti 18 telesnih parametara koris¢enih
za morfometrijsku karakterizaciju rase balkanski magarac. Vrednosti ovih parametara
pokazale su homogenost (CV<30%) u obe starosne kategorije. Vecina vrednosti telesnih
mera magaraca u grupi B (starijih od 3 godine) imala je normalnu raspodelu, za razliku od
vecine varijabli kod magaraca u grupi A (3 godine i mladih) kod kojih nije postojala normalna
raspodela podataka (Shapiro-Wilk’'s W test, P<0,05). Izmedu grupa A i B uo€ena je znacajna
razlika (P<0,05) za C&etiri od 18 parametara odnosno za meru za duzinu tela, duZinu glave,
obim grudnog koSa i telesne mase. Rezultati t-testa pokazali su znaCajne razlike (P<0,01)
kada je pet odabranih telesnih parametara (visina u grebenu, dubina grudnog ko$a, duZina
tela, S&irina grudnog ko8a, obim grudnog koSa) balkanskog magarca uporedeno sa
vrednostima istih parametara katalonskog i hrvatskih magaraca dostupnih u literaturi.
Poredenjem vrednosti navedenih pet telesnih parametara balkanskog magarca sa albanskom
populacijom magaraca ustanovljene su statisticki znalajne razlike u vrednostima svih
parametara izuzev u vrednostima duzine tela (P>0,05). Hijerarhijska klaster analiza vrednosti
morfometrijskih parametara rasa magaraca prethodno analiziranih t-testom pokazala je
izdvajanje dva klastera. Prvi klaster obuhvatio je katalonskog, istarskog i severno-jadranskog
magarca, dok su drugom Kklasteru pripali primorsko-dinarski, albanski i balkanski magarac.
Najmanja udaljenost ustanovljena je izmedu balkanskog magarca i albanskih magaraca, dok
je na osnovu morfometrijskih podataka najveéa divergencija uoena izmedu katalonske i
primorsko-dinarske rase magaraca.

U drugom potpoglavlju prikazane su dobijene vrednosti za hematoloSke i biohemijske
parametre Kkrvi ispitivanih jedinki balkanskog magarca. Homogenost dobijenih rezultata
pokazana je za vecéinu ispitivanih hematoloSkih parametara, osim za broj limfocita, ukupan
broj leukocita, broj granulocita, broj trombocita i odnos ukupnog broja trombocita i zapremine
krvi u obe starosne grupe kao i vrednost broja belih krvnih zrnaca u grupi B. HematoloSke
vrednosti ispitivanih parametara u grupi A bile su normalno distribuirane. U grupi B vrednosti
broja belih krvnih zrnaca, broja limfocita, ukupnog broja leukocita, broja granulocita, broja
trombocita i odnosa ukupnog broja trombocita i zapremine krvi nisu pratile normalan model
distribucije. Rezultati U-testa pokazali su znacajno vece (P < 0,05) vrednosti broja belih krvnih
zrnaca, ukupnog broja leukocita i broja granulocita u grupi magaraca do tri godine starosti u
odnosu na odrasle Zivotinje. Biohemijski parametri pokazali su najvecu varijabilnost u okviru
obe starosne grupe. Vrednosti pet analita (aspartat aminotransferaza, g-glutamiltransferaza,
holesterol, kalcijum i fosfor) iz grupe A nisu imale normalnu raspodelu. Suprotno, u grupi B
samo su vrednosti Cetiri analizirana parametra (albumini, ukupni proteini, laktat
dehidrogenaza i g-glutamiltransferaza) imali normalnu raspodelu. Za navedene biohemijske
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parametre krvi nije uoCen uticaj starosti, jer nije zabeleZena statisti¢ki zna¢ajna razlika za bilo
koji od parametara izmedu dve starosne grupe. Jedini izuzetak je alkalna fosfataza. Kod
mladih magaraca vrednosti za alkalnu fosfatazu bile su znagajno veée (P < 0,05) u odnosu na
vrednosti zabelezene kod odraslih magaraca.

U treéem potpoglavlju kandidat izlaze rezultate vezane za molekularno geneticke
analize. Karakteristike jedarnih mikrosatelita. Od 17 analiziranih mikrosatelitskih lokusa,
uspeSnost PCR amplifikacije i polimorfnost pokazalo je 12 lokusa. Mikrosatelitski lokusi koji
su iskljueni iz daljih analiza su ASB2, ASB17, HTG4, HMS1 i HMS7. lako je lokus LEX3
uspeSno amplifikovan kod svih analiziranih jedinki, sa ustanovljenih 8 alela od kojih je alel
oznacen kao 7 (162 bp) imao najviSu ucestalost (0.649) medu analiziranim markerima, ovaj
lokus isklju¢en je iz daljih analiza jer je lociran na X hromozomu. Analiza odabranih 11 lokusa
u paketu MICROCHECKER utvrdila je da ni na jednom lokusu ne postoji dominacija kratkih
alela i da ,stutter® pikovi ne dovode do pogre$ne identifikacije duzine alela. Uoceno je
prisustvo nultih alela i to kod lokusa koji se nisu amplifikovali kod veéeg broja jedinki, kao Sto
su lokus ATH5 u ZA i SP populaciji i lokus HTG6 u SP populaciji, ali i kod lokusa VHL20 u ZA
populaciji koji se, za razliku od prethodno navedenih, uspesno amplifikovao kod svih jedinki.

Geneticki diverzitet rase balkanski magarac na nivou jedarnog genoma. Ukupan
broj alela na 11 mikrosatelitskih lokusa u ispitivanoj populaciji balkanskog magarca bio je 102.
Broj alela po lokusu bio je u opsegu od pet (HTG6) do 13 (AHT5), sa prose¢nim brojem alela
po lokusu od 9.27. Za pet ispitivanih mikrosatelitskih lokusa (AHT4, ASB23, CA425, HTG6,
HMS2) duzina ustanovljenih alela (bp) odgovarala je oekivanom opsegu duzina za date
mikrosatelitske markere. Sedam mikrosatelitskih lokusa (AHT5, HTG7, HTG10, HMS3,
HMS6, LEX3 i VHL20) pokazalo je alele koji su bili van preporu¢enih opsega od strane
proizvodaca. Najveci broj alela, 13, ustanovljen je za lokus AHT5 kod koga su Cetiri alela
pokazala viSe ucCestalosti, pri ¢emu je naviSu ulestalost od 0,337 imao alel 2. Najvecu
uCestalost pojedinacnog alela u celokupnoj analiziranoj populaciji, ne uzimajuci u obzir X-
vezani lokus LEX3, imao je alel 3 na lokusu VHL20 i iznosila je 0,532. Lokusi koji su pokazali
najvisi stepen polimorfizma prema broju ustanovljenih alela, 12, i prema distribuciji u€estalosti
alela su HTG10 i HMS3.

Efektivni broj alela iznosio je 4,55 u ukupnom uzorku. Ukupan broj privatnih alela
(PA) iznosio je 27, od kojih je najveci broj bio u ZA populaciji (21), zatim u SP populaciji (6),
dok u KO populaciji nisu nadeni. Pojedinaéni lokus sa najvise PA (6) bio je HMS3 u ZA
populaciji. Procenjene vrednosti Hp i He za pojedinaCne lokuse bile su visoke u sve ftri
ispitivane populacije magaraca, kao i u celom uzorku za koji su iznosile Ho=0,798 i H=0,763.
NajviSa vrednost Hp=0,998 dobijena je za lokus HTG10, a najniza vrednost od 0,426 za lokus
HTG6. Vrednost Hg bila je u opsegu od 0,648, koliko je iznosila vrednost ovog parametra za
marker VHL20, do 0,836, Sto je oCekivana heterozigotnost za AHT4 sa 11 alela. Od 11
analiziranih mikrosatelitskih lokusa, ucestalosti genotipova na Cetiri lokusa (AHT4, ASB23,
HMS2 i HTG7) bile su u skladu sa oekivanjima prema Hardy-Weinberg-ovoj ravnoteZi, dok je
na preostalih sedam lokusa pokazano znacéajno odstupanje od Hardy-Weinberg-ovih
oCekivanja. Znac&ajan deficit heterozigota ustanovljen je na tri lokusa (AHT5, HTG6 i VHL20) u
ZA populaciji i dva lokusa (HTG6 i AHT5) u SP populaciji magaraca, dok je statisticki
znacajan viSak heterozigota u navedene tri populacije ispoljen na po Cetiri lokusa u ZA i SP
populaciji i na Sest lokusa u KO populaciji. Postojanje neravnoteZne vezanosti pokazano je u
29 od 165 testova, i to u najveéem broju u ZA (16 testova) i KO (10 testova) populaciji.
Ustanovljeno je da su u stanju neravnotezne vezanosti sledec¢i parovi lokusa: HMS6 i ASB23,
HMS6 i HTG10, VHL20 i HMS3.

Geneticki diverzitet ispitivane populacije balkanskog magarca na nivou
mitohondrijskog genoma. Mitohondrijski lokus HVR1 uspes$no je PCR amplifikovan kod 49
jedinki rase balkanski magarac i utvrden je primarni redosled nukleotida ovog regiona kod
svih jedinki, a poravnata duzina regiona bila je 479 bp. U ovom regionu otkriveno je 25
varijabilnih mesta i to 20 ,parsimony“ informativnih pozicija i pet singletona, kao i jedan indel
(insercija/delecija) duzine 1 bp. Na osnovu mutacija u ovom regionu, definisano je 19
haplotipova (h1-h19) koji su prijavijeni u gensku bazu podataka i zavedeni pod pristupnim
brojevima KRO081377-KR081395. Dobijeni haplotipovi uporedeni su sa dostupnim
haplotipovima u banci gena i utvrdena je njihova pripadnost jednoj od dve prethodno
definisane linije (klade).

Pet haplotipova (h8, h9, h10, h15 i h16) je prijavijeno po prvi put (novi haplotipovi), od
kojih su h8 i h15 poticali iz ZA populacije, h10 i h16 iz SP populacije i h9 iz KO populacije
ispitivanih magaraca. Haplotip sa najviSom ucestaloS¢u u sve tri populacije je h12, koji je bio
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prisutan kod 14 jedinki. Pored toga, kod ispitivane populacije pronadeno je 14 privatnih
haplotipova, od kojih osam u ZA populaciji (h2, h3, h5, h7, h8, h1l4, h17 i h18), tri u SP
populaciji (h10, h13 i h16) i tri u KO populaciji (h1, h9 i hll). Relativho visok mtDNK diverzitet
primecéen je u sve tri populacije magaraca, sa prose¢nim vrednostima haplotip i nukleotidnog
diverziteta od 0,849 + 0,087, odnosno 0,01549 + 0,008.

Geneticka struktura ispitivane populacije balkanskog magarca. Rezultati dobijeni
analizom jedarne i mtDNK koriSéeni su za utvrdivanje geneticke strukture (diferencijacije)
analiziranih populacija magaraca. Sve vrednosti indeksa geneticke diferencijacije (Fst)
izmedu parova populacija za jedarne DNK podatke bile su niske, ali statisticki znacajne.
Najveca vrednost Fsr od 0,031 je nadena izmedu ZA i KO populacija magaraca koje su
geografski bliske (udaljene oko 70 km), dok su vrednosti Fst izmedu geografski udaljenih
parova populacija ZA i SP kao i KO i SP bile skoro upola manje i iznosile su 0,016 odnosno
0,014. Analizom mtDNK podataka nije utvrdena izrazita geneticka diferencijacija izmedu
ispitivanih populacija.

IzvrSena je analiza molekularne varijanse (AMOVA) mikrosatelitskih i mtDNK
podataka u cilju procene distribucije molekularne varijacije unutar i izmedu populacija.
AMOVA analiza mikrosatelitskih podataka pokazala je da 108,17% ukupne molekularne
varijacije poti¢e od varijacija izmedu jedinki (F1), a preostalih 2,55% od varijacije izmedu
ispitivanih populacija (Fst) koja je pokazala statisticku znacajnost (Fst=0,025, P<0,01). Na
osnovu rezultata dobijenih analizom mtDNK, AMOVA 1, u kojoj su analizirane ispitvane
populacije balkanskog magarca, pokazano je da je ukupna geneti¢ka diferencijacija izmedu
ZA, SP i KO populacija magaraca niska (Fst=0,00172) i bez statistiCke znacajnosti (P>0,05).
U Sirem kontekstu, analiziraju¢i mtDNK podatke 19 populacija magaraca poreklom iz Evrope i
Afrike sa ispitivanim balkanskim magarcima, AMOVA Il analiza pokazala je visok procenat
molekularne varijanse (78,98%) unutar jedinki istih populacija sa statistiCki znaCajnom
vrednoS¢u Fst od 0,2102 (P=0,000), dok je izmedu poredenih populacija procenat bio nizak
(21,02%). Dobijene vrednosti Fst u analizi AMOVA 1l sumirane su kroz MDS grafikon u kojem
je uodljivo grupisanje populacija u pet grupa. MtDNK haplotipovi nadeni kod istrazivanih
balkanskih magaraca iz Srbije grupisani su zajedno sa balkanskim magarcima iz Grcke,
hrvatskim magarcima, etiopskim sinar magarcima, kao i sa nubijskim divljim magarcima.
Drugoj grupi pripala je vecina jedinki iz prethodno analiziranih populacija sa teritorije Balkana
(Albanija, Bugarska, Hrvatska, Kosovo, Makedonija, Crna Gora i Srbija), Ukrajine i Etiopije
(afar i hararg populacije). Treéa grupa obuhvatila je jedinke koji poti€u iz dve etiopske
populacije magaraca (abisinski i omo) i rumunske populacije magaraca, ukazujuéi na veci
geneticki afinitet (sli€nost) izmedu ovih populacija. Etiopski ogaden magarci i somalijski divlji
magarci predstavljali su &etvrtu odnosno petu, genetic¢ki najudaljeniju grupu. Hijerarhijska
analiza molekularne varijanse, AMOVA lll, uklju€ila je populacije prethodno grupisane u MDS
grafikonu i pokazala je da 27,97% molekularne varijanse pripada varijaciji izmedu grupa.
Relativno visoka i statistiCki zna€ajna vrednost Fcr od 0,279 (P=0,000), ali i niska i bez
znacajnosti vrednost Fsc (0,0163, P>0,05) potvrdile su pravilno grupisanje ispitivanih
populacija u prethodnim analizama (MDS).

Rezultati STRUCTURE analize za zadati broj geneti¢kih grupa K=2 do 5 pokazali su
da je optimalan broj nezavisnih genetickih grupa K=2. Dobijene genetiCke grupe nisu se
poklapale sa ispitivanim populacijama, odnosno obe genetiCke grupe bile su zastupljene u
svim ispitivanim populacijama, ali u razli€¢itom procentu. Takozvani zeleni genski fond je
dominirao u populaciji ZA, a crveni u populaciji KO. Na K=3 uo¢eno je prisustvo trece, plave
genetiCke grupe. PribliZzno jedna treéina jedinki iz ZA populacije magaraca rasporedena je u
prvu (zelenu) genetiCku grupu sa prili¢no visokom verovatno¢om pripadnosti (gi>0,90). ZA
populacija obuhvatala je i viSe jedinki snaZzno dodeljenih drugom (plavom) i tre¢em (crvenom)
genofondu. Crveni genski fond preovladavao je u KO populaciji. Kod magaraca iz SP
populacije nekoliko jedinki snazno je dodeljeno ili plavom ili crvenom genofondu, dok je
vecéina magaraca pokazivala hibridno poreklo detektovano na osnovu pripadnosti iste jedinke
razli¢itim genofondovima, ali sa razlicitim verovatno¢ama pripadnosti. Kod analize sa Cetiri i
pet pretpostavijenih grupa (K=4; K=5), samo jedinke koje su pripadale zelenom genofondu u
ZA populaciji i crvenom genofondu u KO populaciji ostale su snazno dodeljene ovim
genetiCkim grupama, dok su preostale jedinke pokazivale hibridno poreklo i mesanje razli€itin
genofondova u svojim geneti¢kim profilima.

Nakon identifikacije mtDNK haplotipova klada 1 i 2 kod jedinki koje pripadaju
zelenom, crvenom i plavom genofondu na K=3, uo€eno je da su u ZA populaciji jedinke koje
pripadaju zelenom genofondu skoro isklju€ivo okarakterisane haplotipovima iz klade 2, dok su
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u KO populaciji jedinke snazno dodeljene crvenom genofondu pripadale podjednako mtDNK
haplotipovima iz klada 1 i 2. Preostale jedinke koje su pokazivale hibridno poreklo na nivou
jedarnog genoma pripadale su uglavnom kladi 2 i ustanovljena je njihova predominacija u
celokupnom uzorku ispitivanih magaraca (nalaze se u 35 od ukupno 49 jedinki, 71,43%).

Utvrdivanje porekla i odnosa ispitivane populacije balkanskog magarca sa
drugim populacijama magaraca na osnovu filogenetskih i filogeografskih analiza. Na
osnovu sekvenci HVR1 regiona mtDNK ispitivanih jedinki rase balkanski magarac i sekvenci
nubijskih (NWA) i somalijskih divljih magaraca (SWA) konstruisano je filogenetsko Neighbour
Joining (NJ) stablo u kojem su utvrdene dve dobro podrzane klade, saglasne sa prethodno
prijavljenim kladama 1 i 2. Klada 1 obuhvatila je jedan NWA haplotip i devet haplotipova
balkanskog magarca (hl - h9). Dve dobro podrzane sub-klade uo¢ene su u kladi 2. Prva sub-
klada sastojala se od tri sekvence SWA, dok je druga obuhvatila dva haplotipa NWA i 10
preostalih haplotipova balkanskog magarca (h10 - h19).

Na filogeografskoj Median Joining (MJ) mrezi, u kojoj su predstavljeni geneoloski
odnosi haplotipova ispitivane populacije balkanskog magarca kao i prethodno objavljenih
miDNK sekvenci magaraca iz Evrope i Azije, haplotipovi nadeni kod ispitivanih balkanskih
magaraca bili su organizovani u dve grupe koje odgovaraju prethodno definisanim kladama 1
i 2 (hl — h9 u kladi 1, h10 - h19 u kladi 2). Pored toga, oni su zauzeli centralne i prve
pericentralne ¢vorove u obe klade. Devet haplotipova istrazivanih balkanskih magaraca bili su
jedinstveni i Cinili su centralne i pericentralne ¢vorove u obe klade, ali i tranzicione ¢vorove ka
drugim izvedenim haplotipovima u kladi 1 (h2 i h7). Veliki broj haplotipova balkanskih
magaraca iz klade 2 predstavljeni su kao prvi pericentralni ¢vorovi nastali od predackih
haplotipova pozicioniranih u centralnom ¢voru, sa geneti¢kom razlikom od jedne mutacije. Tri
sub-klade otkrivene su u kladi 2, od kojih su u jednoj sub-kladi svrstani haplotipovi nadeni u
Albaniji, Bugarskoj, Hrvatskoj, Srbiji i Etiopiji (afar i sinar populacije), druga je obuhvatila
haplotipove iz Albanije, Hrvatske, Srbije, a tre¢a je predstavlena kao najveca i
najdivergentnija linija koja se sastojala od haplotipova poreklom iz Grcke, Bugarske,
Hrvatske, Crne Gore i jednog haplotipa iz Etiopije (afar). Organizacija haplotipova u vidu sub-
klada bila je ¢eS¢a u kladi 1. One su obuhvatale haplotipove koji su pripadali iskljucivo
populacijama balkanskog magarca, populacijama magaraca iz Etiopije, ili su obuhvatali i
balkanske i etiopske haplotipove. Vecina haplotipova iz ispitivane populacije balkanskog
magarca (hl, h2, h6, h7 i h8) iz klade 1 pripala je najvecoj sub-kladi, koja je pored toga
obuhvatala i haplotipove iz Gr&ke, Albanije, Bugarske, Hrvatske, Makedonije, Rumunije i
Etiopije (afar, abisinski i omo).

U poglavlju Diskusija, kandidat je kritiCki razmotrio i tumacio dobijene rezultate i
uporedio ih sa dostupnim podacima iz domace i strane literature.

U poglavlju Spisak literature citirano je 265 relevantnih referenci.

VI ZAKLjUCCI ISTRAZIVAN]A (navesti zakljuéke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji):

Na osnovu rezultata postignutih u radu kandidat je izveo sledecée zakljucke:

1. Na osnovu normalne distribucije vrednosti morfoloSkih parametara ispitivanih jedinki,
kao i znaCajne morfoloSke razlike u odnosu na uporedene rase magaraca,
ustanovljene vrednosti telesnih mera za balkanskog magarca mogu se koristiti kao
referentne.

2. Vrednosti hematoloskih i biohemijskih parametara krvi kao i pokazana korelacija
navedenih parametara sa odgovarajuéim starosnim grupama u ispitivanoj populaciji
balkanskog magarca odgovaraju vrednostima ustanovljenim u prethodnim
istrazivanjima sprovedenim na magarcima.

3. Komercijalni panel mikrosatelita hamenjen genotipizaciji konja omoguc¢ava pouzdanu
genotipizaciju i individualnu identifikaciju jedinki rase balkanski magarac.

4. Na nivou tri ispitivane populacije rase balkanski magarac u Srbiji, odstupanja
frekvenci gena od Hardy-Weinberg olekivanja i statisti¢ki zna&ajan suficit homozigota
uoCavaju se samo kod populacije u Zasavici, $to je posledica substrukture populacije
odnosno Wahlund efekta.

5. Utvrdeno je da u ukupnom uzorku postoje dva genofonda od kojih prvi predstavija
heterogenu rasu balkanski magarac i obuhvata dve subpopulacije, a drugi obuhvata
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odreden broj jedinki u populaciji u Zasavici i jasno se razlikuje od od rase balkanski
magarac. Uzimajuéi u obzir i fenotipske osobine jedinki drugog genofonda,
pretpostavka je da ove jedinke pripadaju do danas neokarakterisanoj rasi banatski
magarac.

6. Rezultati prve studije genetiCke karakterizacije populacije balkanskog magarca
poreklom iz Srbije primenom jedarnih mikrosatelita pokazali su da ispitivane
populacije nisu ozbiljno pogodene gubitkom geneti¢kog diverziteta niti ukrstanjem u
srodstvu, uprkos znatnoj depopulaciji u proteklih nekoliko decenija.

7. Ispitivane populacije rase balkanski magarac iz Srbije odlikuju se visokim nivoom
geneti¢ke raznovrsnosti i na nivou mitohondrijskog genoma.

8. Filogenetska analiza na nivou mtDNK je pokazala heterogenost mitohondrijskih
haplotipova detektovanih kod jedinki ispitivane rase balkanski magarac, koji su
organizovani u dve sestrinske klade, 11 2.

9. Filogeografskom analizom utvrdena je prisutnost grékih haplotipova u centralnom
¢voru i u bazalnim ¢&vorovima nekoliko pod-linija detektovanih u okviru i klade 1 i
klade 2, Sto ukazuje i potvrduje teoriju da se ekspanzija magaraca na Balkansko
poluostrvo odvijala preko Grcke.

10. Magaraci za koje su karakteristi¢ni haplotipovi klade 1 ranije su stigli na Balkansko
poluostrvo, ali je njihova dalja ekspanzija bila ograni¢ena. Magarci koji pripadaju kladi
2 dospeli su na Balkan nakon magaraca iz klade 1 i imali su uspeSnu ekspanziju i
diversifikaciju u ovom regionu.

VIl OCENA NACINA PRIKAZA | TUMACEN]A REZULTATA ISTRAZIVANjA (navesti da li
su dobijeni rezultati u skladu sa postavnjenim ciljem i zadacima istrazivanja, kao i da li
zakljuéci proizilaze iz dobijenih rezultata):

Rezultati istrazivanja, koje je u okviru izrade doktorske disertacije sproveo kanidat, u
potpunosti su u skladu sa postavljenim ciliem i zadacima istrazivanja. Dobijeni rezultati
prikazani su precizno, logi¢nim redosledom, pregledno, jasnim i razumljivim stilom.
Predstavljanje i tumacenje dobijenih rezultata pokazuju veliko nauéno znanje i zrelost
kandidata. Izvedeni zaklju€ci jasno su formulisani i u skladu sa postavljenim ciliem i dobijenim
rezultatima istrazivanja.

VIIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE:

1. Dali je disertacija napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi teme?
Doktorska disertacija kanididata Ljubodraga StaniSica pod naslovom "Fenotipska i
molekularno-genetiCka karakterizacija populacije balkanskog magarca u Republici Srbiji“ je
napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi teme.

2. Da li disertacija sadrzi sve elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju?
Doktorska disertacija kanididata Ljubodraga StaniSica pod naslovom "Fenotipska i
molekularno-genetiCka karakterizacija populacije balkanskog magarca u Republici Srbiji
sadrZi sve bitne elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju.

3. Po éemu je disertacija originalan doprinos nauci?

Doktorska disertacija pod nazivom ,Fenotipska i molekularno-genetiCka karakterizacija
populacije balkanskog magarca u Republici Srbiji “, kandidata Ljubodraga StaniSi¢a, pruza niz
novih saznanja o ugrozenoj autohtonoj rasi balkanski magarac. U okviru disertacije izvrSen je
prvi detaljan opis morfometrijskih, hematoloskih i biohemijskih parametara rase balkanski
magarac. Dobijeni rezultati predstavljaju neophodan osnov za formiranje standarda rase,
pracenje reproduktivnog i zdravstvenog statusa jedinki i krda, kao i za uvodenje odgajivackih
programa. U okviru ovog istrazivanja izvrSena je prva geneticka karakterizacija rase balkanski
magarac na osnovu polimorfizma odabranih geneti¢kih markera (mikrosatelita i HVR1 regiona
MtDNK). Po prvi put je dokazano da je komercijalni panel mikrosatelita namenjen konjima
odgovarajuci za genotipizaciju i individualnu identifikaciju jedinki rase balkanski magarac.
IstraZivanjem su dobijeni veoma vaZzni podaci o genetickom diverzitetu i evolutivnoj istoriji
balkanskog magarca koji, pored jasnog nau¢nog znac&aja, predstavljaju korisne smernice za
razvoj strategija planskog gajenja ove rase i stoga imaju i neposredan prakti¢an znacaj.
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IX PREDLOG:

Na osnovu ukupne ocene disertacije, komisija predlaze (odabrati jednu od tri

ponudenih moguénosti):

- da se doktorska disertacija prihvati a kandidatu odobri odbrana

- da se doktorska disertacija vrati kandidatu na doradu
- da se doktorska disertacija odbije

DATUM
12.04.2017.

POTPISI CLANOVA KOMISIJE

Dr Jevrosima Stevanovi¢, vanredni profesor,
Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

Dr Vladimir Dimitrijevi¢, vanredni profesor,
Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

Dr Zoran Stanimirovi¢, redovni profesor,
Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

Dr Slobodanka Vakanjac, redovni profesor,
Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

Dr Jelena M. Aleksi¢, viSi nauéni saradnik,
Institut za molekularnu genetiku i geneti¢ko inZenjerstvo (IMGGI),
Univerzitet u Beogradu
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