SEMATy
WS ST, UNIVERZITET U NOVOM SADU St
<)

& WML/ /O s § 7
S pmma 2 PRIRODNO-MATEMATICKIFAKULTET 5 |||1] :
27 Y IC= Bz 3
- 3«)00»0(5 : % w5
Lo A oy
o X Yoy x>
] AN"t

Milomir Stefanovic

Molekularni diverzitet i genetiCki signali lokalnih adaptacija vrste
Lepus europaeus Pallas, 1778 u heterogenim uslovima sredine

Molecular diversity and genetic signatures of local adaptations in
brown hares (Lepus europaeus Pallas, 1778) from heterogeneous
landscapes

- Doktorska disertacija / PhD Thesis -

Novi Sad, 2020.



UNIVERZITET U NOVOM SADU
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET

MOLEKULARNI DIVERZITET I GENETICKI

SIGNALI LOKALNIH ADAPTACIJA VRSTE Lepus
europaeus Pallas, 1778 U HETEROGENIM USLOVIMA

SREDINE

- doktorska disertacija -

Kandidat: Milomir Stefanovi¢

Mentori: Dr Mihajla Pan
Dr Franz Suchentrunk

Novi Sad, 2020.



UNIVERSITY OF NOVI SAD
FACULTY OF SCIENCES

MOLECULAR DIVERSITY AND GENETIC
SIGNATURES OF LOCAL ADAPTATIONS IN BROWN

HARES (Lepus europaeus Pallas, 1778) FROM
HETEROGENEOUS LANDSCAPES

PhD Thesis

Candidate: Milomir Stefanovié

Supervisors: Mihajla Pan, PhD
Franz Suchentrunk, PhD

Novi Sad, 2020



“Nicega se u zivotu ne treba bojati, samo treba shvatiti.
Sto vise razumemo, to se manje bojimo.”

“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.
Now is the time to understand more, so that we may fear less.”

Marija Kiri / Marie Curie
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1. UVOD

Evropski zec (Lepus europaeus Pallas, 1778) predstavlja jednu od najvaznijih vrsta
lovne divljaci u Evropi koja naseljava razlicite tipove stanista od Mediterana do subarktickog
regiona, a koja je zahvaljujuéi svojoj velikoj ekoloskoj plasti¢nosti uspesno introdukovana i
na teritoriju Argentine, Severne Amerike, Australije, Novog Zelanda, tropskih 1
subantartickih ostrva (Flux 1 Angermann, 1990). PoCev od Sezdesetih godina proslog veka,
uocen je drasti¢an pad brojnosti ove vrste Sirom evropskog kontinenta. Uoceni pad brojnosti
incirao je brojna ekoloska i geneticka istrazivanja sa ciljem odredivanja moguc¢ih uzroka,
medu kojima se navode: intenzivni razvoj poljoprivrede, pracen redukcijom heterogenosti
staniSta, povecanje povrSine useva i smanjenje raznovrsnosti gajenih kultura (Smith 1 sar.,
2005), povecani broj predatora (Panek, 2013), prekomerni lov i1 klimatske promene (Smith i
sar., 2005), kao 1 pojava patogena (Wibbelt i Frolich, 2005). Najve¢i broj do sada
sprovedenih genetickih istrazivanja koristio je adaptivno neutralne molekularne markere
(mitohondrijska DNK (mtDNK) i mikrosateliti) ili proteinske markere niske rezolucije
(alozimi) sa ciljem utvrdivanja stepena geneticke diferencijacije i varijabilnosti prirodnih
populacija ove vrste, odredivanja evolucione istorije, kao i razumevanja uticaja Coveka i
promena sredine na demografske parametre i protok gena. Istrazivanja bazirana na adaptivno
neutralnim molekularnim markerima ne mogu da ukaZzu na mehanizme koji su odgovorni za
oblikovanje adaptivne varijabilnosti, kao ni na relativni doprinos razli¢itih mikroevolucionih
procesa i udeo prirodne selekcije u odrzavanju adaptivne varijabilnosti. U tom smislu
razumevanje funkcionalnog genetickog diverziteta ima ogromnu ulogu u otkrivanju uzroka
varjjacija u fitnesu, kao 1 u razumevanju procesa koji mogu da uticu na populacionu
adaptabilnost. Jedni od najboljih genetiCkih markera, kandidata za razumevanje adaptivnog
potencijala prirodnih populacija jesu geni imunskog sistema usled njihove direktne veze sa
odgovorom na patogene kao selektivne pritiske iz okoline. Naime, ukoliko selekcija varira
vremenski 1/ili prostorno i1 ako razli¢iti aleli gena imunskog sistema poseduju prednost u
razlicitim sredinskim uslovima, onda je moguce uociti signale lokalnih adaptacija (Froeschke
1 Sommer, 2014). Selekcija tezi da odrzi visi nivo genetickog diverziteta u funkcionalno
vaznim lokusima, uprkos redukciji u varijabilnosti drugih delova genoma. Samim tim,
upotreba genetickih markera povezanih sa adaptivnhim osobinama, ukljucujué¢i i gene
odgovorne za imunski odgovor, predstavlja neophondan korak u razvoju pravilnih mera i

strategija odrzivog razvoja i programa upravljanja prirodnim populacijama divljih zivotinja.
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Lokalne imunogeneticke adaptacije domacina koji naseljavaju razlicita stanista,
uslovljene su pritiscima od strane razli¢itih patogena, ¢iji je diverzitet u direktnoj vezi sa
sredinskim komponenatama (npr. gustina i pokrivenost vegetacije, klimatske karakteristike,
fragmentacija staniSta). Naime, sredinski uslovi imaju vaznu ulogu u regulaciji distribucije,
transmisije kao 1 razvojnog uspeha parazita i patogena, buduci da su meteroloski uslovi, pre
svega temperatura, godiSnja precipitacija, vlaznost vazduha, kao i koli¢ina padavina vazni
faktori koji uti€u na raznovrsnost i prostornu distribuciju mnogih patogena (Guernier i sar.,
2004; Dunn 1 sar., 2010). Kao posledica ovoga o¢ekuje se da je imunogeneticki diverzitet
specifican za odredene tipove staniSta kao rezultat adaptacija na lokalne/regionalne grupe
patogena, radije nego da je distribucija imunovarijabilnosti prostorno slu¢ajna. Sa druge
strane, iako je mtDNK u $irokoj upotrebi kao marker izbora za rekonstrukciju filogenetskih
odnosa, sve ¢eS¢e se dovodi u pitanje njena selektivna neutralnost (Ballard i Whitlock, 2004).
lako se mtDNK moze posmatrati kao jedinstven nerekombinantni blok, kodirajuci i
nekodiraju¢i delovi ovog molekula pokazuju razliCite mutacione stope, usled veceg
selektivnog pritiska koji deluje na gene ukljucene u sintezu funkcionalnih proteina. Nekoliko
studija je ve¢ ukazalo da geografska distribucija mtDNK varijanti moze biti posledica
klimatskih adaptacija (Balloux i sar., 2009; Morales 1 sar., 2015; Harrisson i sar., 2016).
Zapravo geni ukljuceni u proces oksidativne fosforilacije (OXPHOS) zajedno sa jedarnim
genima kodiraju komponentne elektron transportnog lanca koji daje energiju neophodnu za
metaboli¢ke procese, samim tim klimatski parametri (pre svega temperatura i precipitacija)
mogu da uticu na favorizovanje onih proteinskih varijanti kojima se postize najve¢a moguca
efikasnost procesa celijskog disanja pri razli¢itim uslovima spoljasnje sredine (Lowell 1

Spiegelman, 2000; Tieleman i sar., 2003).

U svetlu globalnih promena uslova spoljasnje sredine, planiranje programa genetickog
monitoringa, kao i razvijanje strategija za odrzivo upravljanje prirodnim populacijama trebalo
bi da se zasniva na sveobuhvatnom sagledavanju molekularnog diverziteta primenom kako
adaptivno neutralnih, tako 1 molekularnih markera koji su pod dejstvom selekcionih signala.
Sagledavanjem funkcionalnog molekularnog diverziteta omogucava se uocavanje signala
lokalnih adaptacija, $to je posebno vazno kod vrsta sa Sirokim arealom koje naseljavaju
heterogena staniSta. Geni imunskog sistema predstavljaju dobre kandidate za uocavanje
lokalnih imunogenetic¢kih adaptacija kod domacina koji naseljavaju razliita staniSta, usled
razlika u diverzitetu i brojnosti  patogena koja je u direktnoj vezi sa sredinskim

karakteristikama. Prethodna istrazivanja prostorne distribucije geneticke varijabilnosti MHC-



DQOA 1 MHC-DQOB gena kod vrste Lepus capensis ukazala su na uticaj temperature i
precipitacije na distribuciju proteinskih varijanti ispitivanih gena kao adaptivni odgovor na
pretpostavljene lokalne razlike u distribuciji patogena (Awadi i sar., 2018b). Sa druge strane,
selekcija na mitohondrijske gene uklju¢ene u vazne metabolicke puteve kao Sto je proces
¢elijskog disanja moze dovesti do populacione divergencije i uocavanja lokalnih adaptacija
usled razli¢itih energetskih zahteva pri razliCitim sredinskim — klimatskim uslovima.
Nekoliko studija do sada ukazalo je na prisustvo pozitivne selekcije u genima OXPHOS
kompleksa kod razli¢itih vrsta roda Lepus (Melo-Ferreira 1 sar., 2014a; Ben Slimen i sar.,
2018), kao 1 uticaj klimatskih karakteristika na distribuciju proteinskih varijanti gena za
subjedinicu 2 NADH dehidrogenaze, kao 1 gena za subjedinicu 6 ATP sintetaze kod vrste

Lepus capensis (Ben Slimen i sar., 2017).

Imajudi u vidu sve navedeno, sagledavanje funkcionalnog diverziteta, kao i uocavanje
signala lokalnih/regionalnih adaptacija kod vrste Lepus europaeus je posebno vazno buduci
da ova vrsta poseduje Sirok areal, koji obuhvata razliite tipove staniSta. Pored toga,
pripadnici vrste Lepus europaeus odgajaju svoje mlade iznad zemlje od prvog dana rodenja,
bez zastite od uslova spoljasSnje sredine, a sam razvoj u prvih nekoliko nedelja je veoma
intenzivan, pri ¢emu mladunci uvecavaju svoju telesnu tezinu 1 do osam puta (Goritz i sar.,
2001). Cinjenica da su mladunci izloZeni direktnom uticaju sredinskih karakteristika od
samog rodenja, kao i veoma brz razvoj u prvim nedeljama Zivota ukazuje na potrebu za
efikasnim imunskim sistemom kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina energije potrebna za
sve fizioloSke procese. Samim tim, imajuc¢i u vidu drasti¢an pad brojnosti populacija ove
vrste Sirom Evrope, heterogenost uslova sredine koje naseljavaju, kao 1 brojne infektivne i
parazitske bolesti za koje je pokazano da utiCu na regionalno prezivljavanje, molekularni
markeri bazirani na genima imunskog sistema, kao i genima koji kodiraju komponentne
OXPHOS sitema cine se kao odli¢ni kandidati za sagledavanje varijabilnosti funkcionalnog
molekularnog diverziteta vrste L. europaeus, kao i uo€avanje regionalnih adaptacija kod ove
vrste. Kombinovanim pristupom, odnosno integracijom rezultata dobijenih analizama
neutralnih molekularnih markera, kao i rezultata dobijenih primenom molekularnih markera
koji su pod dejstvom selekcije omogucio bi se razvoj pravilnih mera i strategija za odrzivo

upravljanje prirodnim populacijama ove vrste.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Opste karakteristike vrste Lepus europaeus

Rod Lepus je politipski rod u okviru familije Leporidae sisarskog reda Lagomorpha,
koji karakteriSe eksplozivna diverzifikacija u toku poslednjih dva do dva i po miliona godina
(Robinson i Matthee, 2005). Vrsta Lepus europaeus Pallas, 1778 (Sl. 1) pripada najbrojnijem

rodu familije Leporidae, sa slede¢om sistematskom pozicijom:

Regnum Animalia
Phylum Chordata

Classis Mammalia

Ordo Lagomorpha
Familia Leporidae

Genus Lepus

Species Lepus europaeus

Usled odsustva jasnih fenotipskih razlika, kao 1 simpatrickih odnosa imedu razliitih
predstavnika roda Lepus, taksonomski status unutar ovog roda jo§S uvek nije potpuno
razjasnjen. Vrsta L. europaeus je bila smatrana konspecijskom formom vrste Lepus capensis,
ali su rezultati morfoloskih i genetickih analiza ukazali na znaajan nivo divergencije koji
jasno odvaja L. europaeus kao zasebnu vrstu. Unutar same vrste L. europaeus opisano je 16
podvrsta na osnovu morfoloskih karakteristika, ali je njihova taksonomska legitimnost upitna,

budu¢i da njihovo opisivanje nije podrzano analizom molekularnih podataka.

Slika 1. Vrsta Lepus europaeus Pallas, 1778 / Figure 1. Lepus europaeus Pallas, 1778

(izvor/source: https://animaldiversity.org/accounts/Lepus _europaeus/)

Vrsta L. europaeus pokazuje evroazijsku distribuciju, a areal obuhvata gotovo Citav
evropski kontinent od mediteranskog do subarktickog regiona, kao i Malu Aziju, sve do

severnih delova Bliskog Istoka, odakle je prirodnom disperzijom naselila i region zapadnog i
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isto¢nog Sibira, kao krajnji istok Rusije (Flux 1 Angerman, 1990). Lepus europaeus je
uspesno introdukovan i na teritoriju Irske, severne i juzne Amerike, kao 1 Australije i Novog

Zelanda.

Lepus europaeus je visoko prilagodljiva vrsta koja naseljava razliite tipove staniSta
umerenih, tropskih i1 subarktickih klimatskih regiona, i do 2400 metara nadmorske visine
(Hacklander i Schai-Braun, 2018). Jedinke ovr vrste najzastupljenije su na otvorenim,
ravnicarskim staniStima, sa razbacanim grmovima, kao i na oranicama na kojima se uzgajaju
pSenica i je¢am (Mitchell-Jones i sar., 1999). Pripadnici vrste L. europaeus su herbivore koje
pokazuju sklonost ka biljnoj hrani bogatoj masnim kiselinama, dok tokom zimskih meseci u
ishrani koriste i1 kore stabala, kao i terminalne izdanke zbunastog drveca. U proseku, duzina
tela iznosi oko 680 mm, sa krznom koje je sivkasto-braon obojenosti, i bez izrazenog polnog
dimorfizma. Sedentarne su Zivotinje, koje su uglavnom aktivne tokom no¢i, kao i pred
sumrak 1 u zoru. Sezona parenja pocinje krajem zime, 1 traje do pocCetka jeseni, iako se u
pogodnim uslovima spoljasnje sredine sezona parenja moze odigravati tokom citave godine.
Vreme gestacije traje oko 42 dana, a zenka rada u proseku tri mladunceta. Fizioloska starost
je procenjena na osam do 12 godina, dok je generacijsko vreme procenjeno na jednu godinu

(Macdonald 1 Barrett, 2002; Hackldnder 1 Schai-Braun, 2018).

Gustina populacije ove vrste veoma varira u okviru areala sa prosecnom vrednosc¢u od
dve jedinke na 100 ha (Schai-Braun i Hacklénder, 2016). Ipak, i pored izrazitih prirodnih
fluktuacija, pocev od 1960.-ih godina, uocava se drastican pad brojnosti populacija vrste L.
europaeus $irom Evrope. Degradacija staniSta, pra¢ena razvojem moderne poljoprivrede, kao
1 prekomerna upotreba pesticida i dubriva se navode kao najvazniji uzroci uocenog pada
brojnosti populacija ove vrste (Smith i sar., 2005). Naime, pove¢anjem obradivih povrsina,
uklanjanjem neobradivih margina sa Zbunastim biljem izmedu oranica, kao i smanjenjem
raznovrsnosti gajenih kultura, direktno se unisStavaju preferirana stanista ove vrste, a ujedno
smanjuje 1 dostupnost kvalitetne ishrane, budu¢i da jedinke ove vrste pokazuju visoku
selektivnost ka odredenim biljnim kulturama (Butler i sar., 2007; Schai-Braun i sar., 2015).
Pored toga, kao dodatni uzroci navode se i povecan broj predatora, pre svega vrste Vulpes
vuples (Goszczynski 1 Wasilewski, 1992), nepovoljni klimatski uslovi (van Wieren 1 sar.,
2006), prekomerni lov, kao i lokalne epidemije bolesti, kao §to su npr. EBHS, pastereloza,
pseudotuberkuloza, kokcidoza i druge (Rattenborg, 1994; Frandoélich i sar., 2003; Wibbelt i
Frohlich, 2005). Iako je prema klasifikaciji IUCN vrsta L. europaeus oznacena kao vrsta

niske verovatno¢e od opasnosti iS¢ezavanja, kategorije LC, odnosno kao vrsta od poslednje
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brige (eng. LC — Least Concern), uoceni pad brojnosti uslovio je njeno uvrstavanje u Dodatak
IIT Bernske konvencije, dok je na regionalnom nivou pad brojnosti rezultovao uvodenjem ove
vrste u nacionalne Crvene knjige u Austriji, Nemackoj, Norveskoj i Svajcarskoj (Reichlin i

sar., 2006).

Pripadnici vrste L. europaeus imaju znacajnu ulogu u ekosistemima, ¢ine¢i jednu od
najvaznijih vrsta plena u agroekosistemima, ali 1 u sveukupnom protoku materije i energije.
Naime, pokazano je da gustina populacije ove vrste od 50 jedinki po hektaru, u toku jedne
godine moze stvoriti 1 viSe od jedne tone dubriva (Vapa i sar., 2007). Pored toga, . L.
europaeus se smatra vaznom vrstom i u lovnoj ekonomiji, dok se meso ove vrste koristi i u
ishrani, 1 to posebno u regionima juzne Amerike gde je ova vrsta introdukovana (Bonino 1
sar., 2010). Nasuprot regionima u kojima im je brojnost u opadanju, u regionima u kojima su
introdukovane, posebno u delovima juzne Amerike, Australije i Novog Zelanda, jedinke vrste
L. europaeus su okarakterisane kao Stetocine koje ugrozavaju poljoprivredna dobra i Sumske
ekosisteme, stupaju u interspecijsku kompeticiju i uticu na promene u lancima ishrane
(Bonino 1 sar., 2010). U regionima u kojima je introdukovana, zabelezeni su i slucajevi
interspecijske hibridizacije sa vrstom Lepus timidus (Fredsted i sar., 2006; Thulin i sar.,

2006).

2.2 Molekularni diverzitet prirodnih populacija Zivotinja

Sagledavanje i ocuvanje biodiverziteta, kao sveobuhvatne raznovrsnosti zivog sveta
na genetickom, specijskom i ekosistemskom nivou, predstavlja jedno od centralnih bioloskih
pitanja. Klimatske promene, kao 1 degradacija staniSta uslovljena Covekovom aktivnoséu
prepoznate su kao najvazniji faktori koji negativno uticu na biodiverzitet (Hoffmann 1 sar.,
2010). Sposobnost populacija razli¢itih vrsta da odgovore na stalno promenljive uslove
sredine uslovljena je adaptivnim potencijalom svake individue koji karakterise fizioloska
fleksibilnost, fenotipska plasti¢nost, kao 1 geneticka varijabilnost (Razgour i sar., 2018). U
tom smislu sagledavanje geneticke varijabilnosti zauzima centralno mesto u razumevanju
raznovrsnosti Zivog sveta, imaju¢i u vidu da upravo geneticka varijabilnost ukazuje na
evolucioni potencijal vrsta da odgovore na stalno promenljive uslove sredine u dugorocnom
vremenskom period (Frankham 1 sar., 2002). Geneticka varijabilnost u prirodnim
populacijama zivotinja moze se definisati kao distribucija alela 1 genotipova u vremenu i

prostoru, nastala kao rezultat uzajamnog delovanja stohastickih i deterministickih faktora —



mutacija, genetickog drifta, protoka gena i prirodne selekcije, kako u proslosti, tako 1 u
sadasnjosti (Nei, 1987; Lynch 1 Walsh, 2007). Geoloski dogadaji, kao i izraZzene klimatske
promene tokom Pleistocena predstavljaju najizrazZenije istorijske faktore koji su uticali na
demografsku istoriju i oblikovanje savremenih obrazaca molekularnog diverziteta kod
mnogih vrsta Paleoarktika (Hewitt, 1999). Sa druge strane, covek je svojom neposrednom
aktivnoS¢u takode uticao na oblikovanje intraspecijske genetiCke varijabilnosti, i to u
najve¢oj meri kroz njenu redukciju usled fragmentacije staniSta. Naime, fragmentacija
staniSta vodi u stvaranje izolovanih grupa jedinki, ¢ime se smanjuje protok gena i pojacava
geneticka divergencija izmedu populacija, a usled smanjenja veli¢ine populacije dolazi 1 do
snaznijeg iskazivanja efekta ukrStanja u srodstvu (Frankham i sar., 2002). U tom smislu,
delovanje 1 sloZeni odnosi svih, kako istorijskih, tako i savremenih evolucionih procesa
rezultovali su obrascima intraspecijske varijabilnosti vrsta, ¢ije je sagledavanje neophodan
korak u definisanju evolucionog potencijala prirodnih populacija zivotinja. Sagledavanje
molekularne varijabilnosti primenom razli¢itih genetickih markera pokazuje tradiciju dugu
ve¢ nekoliko decenija (Avise, 2004). Naime, poc¢ev od 60.-ih godina proslog veka i razvoja
metode proteinske elektrofreze, preko otkri¢a lancane reakcije polimeraze, automatizacije
Sangerovog metoda sekvencioniranja, pa do razvoja metoda nove generacije za sekvenciranje

......

analizu genetickog diverziteta u prirodnim populacijama.

U analizi nivoa geneti¢ke varijabilnosti u prirodnim populacijama divljih Zivotinja
najcesce se koriste adaptivno neutralni molekularni markeri, kao $to je mitohondrijska DNK,
mikrosateliti ili polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (SNP) (Grover i Sharma, 2016). Iako
primena adaptivno neutralnih molekularnih markera omogucava sagledavanje filogenetskih
odnosa, populacione istorije (efekat bottleneck-a), vremena divergencije, stepena geneticke
diferencijacije 1 stope protoka gena izmedu populacija, kao i rodbinske odnose i1 stepen
srodnosti izmedu jedinki, varijabilnost u adaptivno neutralnim lokusima ne moze da ukaze na
direktne informacije o selektivnim procesima koji oblikuju interakciju individua sa sredinom,
kao ni na potencijal populacije za adaptivni odgovor. Cesto se evolucioni procesi mogu
odvijati u kratkom vremenskom periodu, svega nekoliko decenija, ¢ime vremenski period od
divergencije populacija moze biti prekratak da bi se taj signal uo¢io posmatranjem adaptivno
neutralnih lokusa, te se populaciona diferencijacija moze uociti samo posmatranjem lokusa
pod dejstvom selekcije (Stockwell i sar., 2003). Drugim re¢ima, u analizama molekularnog

diverziteta prirodnih populacija pored upotrebe adaptivno neutralnih molekularnih markera



neophodno je koristiti i visoko polimorfne funkcionalne markere koji su pod direktnim
selekcionim pritiskom (Kirk i Freeland, 2011). Kao adaptivni molekularni markeri najcesce
se koriste geni ukljuceni u imunski odgovor, kao i geni odgovorni za reproduktivni uspeh 1
neke fizioloske funkcije (Ujvari i Belov, 2011). U poslednje dve decenije najéesce koriséeni
markeri ovog tipa su geni glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC), c¢ija je
varijabilnost u direktnoj vezi sa moguc¢nos¢u jedinki da odgovore na razli¢ite patogene iz

spoljasnje sredine kao permanentni selekcioni pritisak.

2.3. Mitohondrijska DNK kao molekularni marker u analizama prirodnih
populacija

Mitohondrije eukariota, organele sa kljuénom ulogom u procesu oksidativne
fosforilacije (OXPHOS) i proizvodnji energije u formi ATP-a, u svom matriksu sadrze
vanjedarni genom prisutan u velikom broju kopija. Mitohondrijski genom sisara predstavlja
dvolancana kruzna DNK molekula veli¢ine oko 17000 bp, u ¢ijem sastavu je 13 protein-
kodiraju¢ih gena, 22 gena za transportne RNK, dva gena za ribozomske RNK (12S 1 16S
rRNK), kao i kontrolni region ili D petlja (engl. displacement loop) koja sadrzi mesta za
kontrolu procesa replikacije 1 transkripcije (Gissi 1 sar., 2008). Najve¢i deo mtDNK molekula
¢ine jedinstvene sekvence, sa gotovo potpunim odsustvom intergenskih regiona, kao 1
odsustvom introna. Zahvaljuju¢i haploidnoj strukturi genoma, visokoj stopi supstitucija,
uniparentalnom nacinu nasledivanja, kao i pretpostavljenoj selektivnoj neutralnosti i odsustvu
rekombinacija, mtDNK ima viSedecenijsku primenu kao naj¢eS¢i marker izbora u
filogenetskim, filogeografskim, populaciono-genetickim, kao i1 taksonomskim studijama (Arif
i sar., 2011). Naime, visoka stopa supstitucija i njena heterogenost unutar samog mtDNK
molekula, nastala kao rezultat ograni¢enih mehanizama popravke, nepostojanje histona, te
direktna izlozenost visoko reaktivnim kiseoni¢nim radikalima u mitohondrijskom matriksu,
rezultuje u visokoj nukleotidnoj varijabilnosti i omogucéava uocavanje multiplih genetickih
linija u istorijski kratkim vremenskim periodima na nivou razli¢itih taksonomskih kategorija
(Lynch, 2010). Haploidna struktura mtDNK, odsustvo rekombinacija i uniparentalno
nasledivanje ukazuje da se ¢itav mtDNK molekul ponaSa kao jedan lokus — haplotip u kome
sva mesta dele zajednicku genealogiju. Pored toga, usled svoje haploidne strukture, mtDNK
¢ini Y efektivne velic¢ine populacije jedarne DNK, $to je ¢ini veoma pogodnom za praéenje
demografskih karakteristika. Selektivna neutralnost mtDNK molekula, kao i pretpostavka

teorije molekularnog sata, omogucava da se nivo geneticke divergencije izmedu razlicitih
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mtDNK linija usled konstantne evolucione stope moze direktno interpretirati samim
vremenom divergencije. Ipak 1 pored Siroke upotrebe, varijabilnost mtDNK molekula usled
gore navedenih prednosti, u poslednje vreme se sve ceSce dovodi u pitanje njihova
osnovanost. Naime, sve vise studija ukazuju na postojanje direkcione selekcije kako na sam
molekul mtDNK, tako i indirektne selekcije nastale kao rezultat gametske neravnoteze
vezanosti sa drugim maternalnim genima, kao i1 na prisustvo rekombinacija (Ballard i

Whitlock, 2004; Ballard i Rand, 2005; Galtier i sar., 2009).

Pretpostavka selektivne neutralnosti mtDNK molekula nije podrazumevala i njegovu
funkcionalnu neutralnost, ve¢ su inicijalne studije podrazumevale da je varijabilnost u okviru
mtDNK molekula posledica neutralnih, kao i mutacija sa blagim §tetnim efektima. Stetne
mutacije su usled dejstva purifikujuce selekcije bile vrlo brzo uklanjane bez moguénosti da
uticu na uocenu varijabilnost, koja je samim tim direktno oslikavala neutralne procese, kako i
nalaZe neutralisticka teorija molekularne evolucije (Kimura, 1983). Cinjenica da mtDNK
sadrzi gene ukljucene u vitalne procese ¢elijskog disanja, postojanje visokog nivoa pozicione
homologije mitohondrijskih proteina (da Fonseca i sar., 2008), kao i eksperimentalni dokazi o
brzoj eliminaciji nesinonimnih promena (Stewart i sar., 2008), svi zajedno doprinose hipotezi
o udelu negativne selekcije u oblikovanju mtDNK varijabilnosti. Ipak, u poslednje vreme sve
viSe se ukazuje da adaptivni procesi u mtDNK molekulu nisu tako retki, kao i na veoma
prisutan uticaj pozitivne selekcije u oblikovanju mtDNK varijabilnosti kod velikog broja
razli¢itih Zivotinjskih grupa od Drosophila do ¢oveka (npr. Ballard i Melvin, 2010; Finch 1
sar., 2014; Silva 1 sar. 2014; Morales 1 sar., 2015; Ghiselli 1 Milani, 2019). Najvazniji
evolucioni mehanizam kroz koji se objaSnjava uocCavanje adaptivnih obrazaca u mtDNK
molekulu lezi u osnovi OXPHOS procesa, imajuci u vidu da metabolicki zahtevi organizama
u razli¢itim sredinskim uslovima favorizuju razli¢ite varijante koje rezultuju u efikasnijoj i

fleksibilnijoj optimizaciji energetskog metabolizma (Ballard 1 Rand, 2005).

Prilikom primene mtDNK kao molekularnog markera, vazno je imati na umu i pojavu
heteroplazmije, kao 1 moguénost umnozavanja tzv. numts regiona (eng. nuclear
mitochondrial DNA sequences), tj. delova mtDNK koji su transpozicijom postali integralna

komponenta jedarnog genoma (Bensasson 1 sar., 2001).



2.4. Geni imunskog sistema kao molekularni markeri u analizama prirodnih populacija

Prirodne populacije Zivotinja su neprestano izlozene razli¢itim patogenima protiv
kojih se organizmi bore mehanizmima urodene i steCene imunosti. Imajué¢i u vidu
kompleksnost odnosa izmedu patogena i domacina, razumevanje mehanizama otpornosti
prema patogenima zahteva i1 sagledavanje funkcionalne varijabilnosti u okviru gena
ukljucenih u imunski odgovor (Trowsdale 1 Parham, 2004). Najoucljivija prednost gena
imunskog sistema kao molekularnih markera lezi u njihovoj direktnoj povezanosti sa mnogim
osobinama fitnesa, te u odnosu na neutralne molekularne markere mogu da ukazu na
adapativni potencijal prirodnih populacija, kao i da objasne uticaj prirodne selekcije u
oblikovanju geneticke varijabilnosti u prostoru i vremenu (Acevedo-Whitehouse 1
Cunningham, 2006; Piertney i Oliver, 2006; Ujvari i Belov, 2011). U poslednje dve decenije
u literaturi se kao najcesce koriS¢eni markeri ovog tipa navode geni koji kodiraju molekule
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC; eng. Major Histocompatibility Complex),
kao 1 geni koji kodiraju receptore sli¢ne Tollu (TLR, eng. Toll-like receptors).

MHC geni predstavljaju multigensku familiju koja kodira klju¢ne receptorne
molekule koje prepoznaju i vezuju strane peptide, a potom ih prezentuju specijalizovanim
¢elijama ¢ime se inicira imunski odgovor (Klein, 1986). MHC geni se odlikuju izrazito
visokom varijabilnos¢u 1 predstavljaju najpolimorfnije lokuse unutar genoma ki¢menjaka
(Piertney i Oliver, 2006). U odnosu na strukturu i funkciju, MHC molekuli se mogu podeliti u
dve velike grupe, molekule klase I i molekule klase II. Osnovna funkcija MHC molekula
klase I jeste prezentacija stranih citosolnih peptida CD8" citotoksi¢nim T limoficitima i
odbrana organizma od intracelularnih antigena - virusa, dok MHC molekuli klase II egozene
antigene prezentuju CD4" T pomoé¢nim limfocitima, i uéestvuju u odbrani organizama od
bakterija i parazita (Abbas i Lichtman, 2010). MHC molekuli su heterodimeri, koje kod
molekula klase I izgraduje transmembranski protein sa tri ekstracelularna domena (al, a2,
a3), kodiranih razli¢itim egzonima istog gena, nekovalentno vezan za molekul [3,-
mikroglobulina. MHC molekuli klase II su takode heterodimeri izgradeni od dva
transmembranska proteina, a i § lanca, kodiranih od strane egzona dva razlicita gena (Abbas i
Lichtman, 2010). Najpolimortniji regioni u okviru MHC molekula su regioni koji izgraduju
udubljenje za vezivanje peptida (PBR, eng. Peptide Binding Region), ¢ime se omogucava
prepoznavanje Sirokog spektra razli¢itih antigena. Usled velike polimorfnosti, kao i direktne

veze sa sposobnosSéu prepoznavanja patogena, egzoni gena koji kodiraju PBR domene
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(domeni al 1 a2 kod klase I, odnosno domeni al i f1 kod klase II) su najceSc¢e korisceni
molekularni markeri imunskog sistema (Sommer, 2005; Piertney i Oliver, 2006; Ujvari i
Belov, 2011). Visok nivo varijabilnosti unutar MHC gena u najveéem delu posledica je
dejstva balansne selekcije, ali je svakako oblikovan i pod uticajem genskih duplikacija i
varijacija u broju ponovaka (Bernatchez 1 Landry, 2003). Balansna selekcija MHC gena
proizilazi iz koevolucije domacina sa patogenima 1 parazitima, bilo kroz prednost
heterozigotnih genotipova ili kroz negativnu selekciju zavisnu od ucestalosti alela (Spurgin i
Richardson, 2010). Prednost heterozigota podrazumeva bolji fitnes kod jedinki heterozigotnih
genotipova buduci da one iskazuju veci repertoar antigena, te time mogu i da odgovore na
veci broj razli¢itih patogena prisutnih u sredini (Doherty 1 Zinkernagel, 1975). U slucaju
selekcije zavisne od ucestalosti alela genotipovi koji sadrze retke alele imaju najve¢i fitnes,
usled Cega se selekcijom povecava njihova ucestalost, §to je pra¢eno opadanjem fitnesa usled
bolje adaptabilnosti patogena na uobiCajene genotipove (Clarke 1 Kirby, 1966). Pored
balansne selekcije, odrzavanju visoke varijabilnosti MHC gena doprinosi i disasortativno

parenje, kao i interkacije MHC alela prisutnih kod majke i fetusa (Sommer, 2005).

Receptori slicni Tollu predstavljaju kljuénu komponentu urodene imunosti, a kodirani
su multigenskom familijom koja kod sisara sadrzi od 10 do 12 homologih gena (Takeda i
Akira, 2004). TLR molekuli izgradeni su od tri domena: ekstracelularnog, transmembranskog
i intracelularnog TIR domena. Ekstracelularni domen oblika konjske potkovice prepoznaje i
vezuje sa patogenima povezane molekularne obrasce (PAMP, eng. pathogen-associated
molecular patterns), dok intracelularni Toll/Interleukin-1 receptorski domen (TIR, eng.
Toll/Interleukin-1 Receptor Domain) ucestvuje u angazovanju adapterskih molekula 1
aktivaciji signalne kaskade koja vodi aktiviranju imunskog odgovora (Akira i sar., 2001;
Kawai i Akira, 2006). TLR molekuli se na osnovu svoje funkcionalne uloge mogu podeliti na
virusne 1 nevirusne. Virusni TLR molekuli prepoznaju molekularne obrasce poreklom od
dvolancanih RNK virusa i DNK virusa (TLR3), jednolan¢anih RNK virusa (TLR7-8), kao 1
nemetilovana CpG ostrva tipi¢na za genome DNK virusa (TLR9). Nevirusni TLR molekuli
prepoznaju lipoproteine bakterija i parazita (TLR1, TLR2, TLR6 i TLR10), lipopolisaharide
Gram negativnih bakterija (TLR4), flageline (TLRS5), kao i1 bakterijsku 23S ribozomsku RNK
(TLR13) (Takeda i Akira, 2004). Vec¢ina TLR gena funkcionalno je ograni¢ena sporom
mutacionom stopom, iako ekstracelularni deo molekula pokazuje nesto vecu mutacionu stopu
(Roach 1 sar., 2005; Mikami i sar., 2012). Doprinos razli¢itih evolucionih mehanizama u

oblikovanju varijabilnosti 7LR gena joS uvek nije potpuno opisan, a dosadasnja istrazivanja
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su pokazala da je ekstracelularni deo uklju¢en u prepoznavanje PAMP obrazaca pod
dejstvom balansne selekcije, dok je intracelularni deo usled konzerviranosti signalnih puteva
pod dejstvom purifikujuce selekcije (Chapman i sar., 2016). NajceScée koris¢eni TLR geni kao
molekularni markeri su 7LR2 1 TLR4 geni usled njihove moguénosti da prepoznaju najsiri

opseg patogenih liganada (Mukherjee i sar., 2016).

Kako je imunogenetic¢ka varijabilnost povezana ne samo sa otporno$¢u organizama na
patogene, ve¢ 1 sa drugim osobinama fitnesa, kao S$to je populaciona vijabilnost i
reproduktivni uspeh (Hedrick, 2003), geni imunskog sistema kao molekularni markeri
omogucavaju ne samo sagledavanje nivoa funkcionalne varijabilnosti u ovim lokusima, vec¢ i
utvrdivanje molekularnih adaptacija, a koris¢eni su 1 za unapredenje programa uzgoja vrsta u
zatoCeniStvu, kao i prilikom translokacija jedinki ugroZenih vrsta u akcijama genetickog

spasavanja (Ujvari i Belov, 2011).

2.5. Primena molekularnih markera u analizama diverziteta vrste Lepus europaeus

Sagledavanje geneticke varijabilnosti prirodnih populacija vrste L. europaeus
zapocinje jo§ pocetkom 1990.-ih godina proSlog veka upotrebom proteinskih markera
(alozimi), a potom 1 upotrebom molekularnih markera, najpre markera smestenih u

mitohondrijskom genomu, a zatim i1 razvojem molekularnih markera jedarnog genoma.

Jedna od prvih primena molekularni markera u analizama vrste L. europaeus bila je sa
ciljem rasvetljavanja taksonomskog statusa vrsta unutar roda Lepus. Naime, taksonomski
status mnogih vrsta u okviru roda Lepus je bio problematican, usled odsustva jasnih
morfoloSkih karaktera i pouzdanih citogenetickih metoda, kao 1 usled kratke evolucione
istorije, nepotpunog linijskog soritranja, mrezaste evolucije, prisustva deljenih ancestralnih
polimorfizama, pojave interspecijskih hibridizacija, kao i sekundarnog kontakta hibrida. U
tom smislu analize zasnovane na molekularnim podacima omogudile su lakse sagledavanje
taksonomskih odnosa 1 pomogle u rasvetljavanju nekih od taksonomskih nedoumica
uslovljenih nedovoljnom rezolucijom morfoloskih karakteristika. Naime, taksonomski status
vrste L. europaeus prolazio je kroz revizije, buduci da je ova vrsta smatrana konspecijskom
populacijom vrste Lepus capensis. lako su analize jedarnih molekularnih markera ukazale na
nizak nivo geneticke diferencijacije izmedu centralnoevropskih i1 anadolijskih populacija

vrste L. europaeus u odnosu na severnoafriCke populacije vrste L. capensis, izrazita
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diferencijacija na osnovu markera lociranih u mtDNK ukazala je na dve taksonomski
odvojene jedinice (Suchentrunk i sar., 2008). Uocena diskordantnost izmedu jedarnih 1
mtDNK markera moZze biti posledica vece stope protoka gena kod muZzjaka, kao i izrazenije
filopatricnosti Zenki, ali 1 usled moguénosti prisustva introgresije delova mtDNK drugih vrsta
roda Lepus. Naime, signali davnih introgresija delova genoma mtDNK vrste Lepus timidus u
mtDNK genom vrste L. europaeus zabelezeni su na teritoriji Pirinejskog poluostrva (Alves i
sar., 2003; Alves 1 sar., 2008; Melo-Ferreira 1 sar., 2005), dok signali introgresije izmedu ove
dve vrste nisu uoceni na osnovu analize autozomalnih i markera lociranih na polnim
hromozomima (Melo-Ferreira 1 sar., 2009). Savremeni signali introgresije mtDNK genoma
vrste L. timidus v mtDNK genom vrste L. europaeus uoceni su i u zoni simpatrije ove dve
vrste na teritoriji Skandinavije (Thulin 1 sar., 1997), dok je analizom mtDNK kao i
autozomalnih mikrosatelitskih markera uocena i1 reciproCna introgresija genoma vrste L.
europeaues 1 genom vrste L. timidus na teritoriji Rusije (Thulin 1 sar., 2006). Iako i na
teritoriji Apeninskog, kao i Pirinejskog polouostrva vrsta L. europaeus zivi u simpatriji sa
vrstama roda Lepus, savremeni signali interspecijskih hibridizacija nisu uoceni analizom
mtDNK 1 jedarnih molekularnih markera (Estonba i sar., 2006; Mengoni 1 sar., 2015). Sa
druge strane, analiza mtDNK nakon programa intenzivnog pustanja jedinki vrsta Lepus
europaeus 1 Lepus granatensis na ostrvo Korziku koje nastanjuje vrsta Lepus corsicanus,
ukazala je na prisustvo interspecijskih hibridizacija izmedu sve tri pomenute vrste, 1 ukazala
na vaznost ocuvanja genskog fonda vrste Lepus corsicanus (Pietri 1 sar., 2011). Taksonomski
status vrste Lepus corsicanus, endema karakteristicnog za centralnu i juznu Italiju, takode je
prolazio kroz taksonomske revizije, budu¢i da je jedno vreme ova vrsta smatrana podvrstom
vrste L. europaeus. 1 u ovom slucaju analiza molekularnih markera, tacnije analiza
nukleotidnih sekvenci mtDNK kontrolnog regiona i gena za citohrom b je ukazala na jasno
postojanje dve filogenetski odvojene evolucione linije koje su naselile zapadnu Evropu u

razli¢itim periodima tokom ranog Pleistocena (Pierpaoli i sar., 1999).

Pored primene u reSavanju taksonomskih pitanja, mtDNK koriS¢ena je i za
sagledavanje geneticke varijabilnosti prirodnih populacija vrste L. europaeus. Najpre,
sagledavanje geneticke varijabilnosti 1 strukturiranosti populacija vrste L. europaeus vrseno
je analizom polimorfnosti duzine restrikcionih fragmenata (RFLP, engl. Restriction Fragment
Length Polymorphism) seCenjem mtDNK molekula primenom razli¢itih setova restrikcionih
endonukelaza. Na ovaj nacin analizirane su populacije ove vrste sa teritorije centralne Evrope

primenom serije od 16 restrikcionih endonukelaza (Hartl 1 sar., 1993), kao 1 teritorije Gréke
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(Mammuris i sar., 2001) i1 Srbije (Pan 1 sar., 2006) gde su najpre umnozeni regioni 12S/16S
rDNK, D-petlja i gen za subjedinicu I citohrom ¢ oksidaze (COI) mtDNK molekula, a potom
seceni setom od 20, odnosno osam restrikcionih endonukelaza. Rezultati ovih studija ukazali
su na nizak nivo parametara molekularnog diverziteta kako na teritoriji Srbije, gde je
otkriveno svega 8 haplotipova kod 77 ispitivanih jedinki sa prosecnom vrednosc¢u diverziteta
od 0,349, tako i na teriroriji centralne Evrope gde je proseCan diverzitet haplotipova iznosio
0,158. Nasuprot tome, na teritoriji Grcke uocen je visok nivo genetickog diverziteta, gde je
kod 210 jedinki otkriveno 56 haplotipova sa prosecnom vrednos$¢u diverziteta od 0,853.
Pored toga, na teritoriji Grcke, distribucija uocenih haplotipova mtDNK omogucila je 1 jasnu
diferencijaciju izmedu autohtonih jedinki ove vrste, kao i1 jedinki koje su posledica
introgresije alohtonih genofondova prilikom intenzivnih programa translokacija na teritoriju
Grcke. Naime rezultati ove studije su dodatno ukazali na neophodnost kontrolisanog vrSenja
programa translokacija jedinki, 1 naglasili vaznost primene molekularnih markera u
asistiranju ovih procesa, kako bi se osiguralo ocuvanje lokalno adaptiranih geneti¢kih
varijanti. mtDNK RFLP pristup primenjen je i u analizi populacija vrste L. europaeus sa
teritorije Poljske gde su umnoZeni segmenti gena za citohrom b i D petlju, COIl i 16S rDNK
gena seCeni serijom od pet restrikcionih endonukleaza, pri ¢emu je uoceno 17 haplotipova
kod 136 ispitivanih jedinki (Strzata 1 sar., 2008). U odnosu na centralnoevropske populacije
ove vrste, rezultati ove studije ukazuju na visok geneticki diverzitet na teritoriji Poljske, koji
je najvedi u jugoistoénim delovima, ¢ime se ukazuje na drugaciju demografsku istoriju ovih

populacija i znac¢ajan uticaj protoka gena sa teritorije istocne Evrope.

Primena mtDNK u analizi molekularnog diverziteta vrste L. europaeus, pre svega
varijabilnost D petlje ovog molekula, pronasla je nesumnjivo najveéu primenu u
rasvetljavanju filogeografske strukture ove vrste. Prvi rezultati filogeografske strukturiranosti
zasnovani na analizi sekvenci D petlje mtDNK kod 98 jedinki sa teritorije Evrope 1 Male
Azije, ukazali su na postojanje dve jasno odvojene klade: anadolijske klade (A) i evropske
klade (B), sa prosecnom nukleotidnom divergencijom od 6,6%, i procenjenim vremenom
razdvajanja izmedu 105.000 i 490.000 godina (Kasapidis 1 sar., 2005). Pored toga, analize
ove studije su ukazale i na postojanje zone preklapanja klada A 1 B na teritoriji
severnoisto¢ne Grcke 1 Bugarske, kao 1 na predominantan znacaj Balkanskog poloustrva kao
glacijalnog refugijuma ove vrste. PredloZena filogeografska strukuturiranost, tj. postojanje
evropske 1 anadolijske klade podrzana je i u analizi D petlje mtDNK kod 926 jedinki vrste L.
europaeus sa teritorije Evrope 1 Male Azije (Stamatis i sar., 2009), gde je bolja geografska
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pokrivenost uzorcima sa teritorije Evrope ukazala na dodatnu strukturiranost i izdvajanje
nekoliko grupa: jugoisto¢noevropske, evropske A, evropske B grupe, kao 1 postojanje regiona
preklapanja u okviru pretpostavljene zone sekundarnog kontakta. Iako obe pomenute studije
(Kasapidis i sar., 2005; Stamatis i sar., 2009) nedvosmisleno ukazuju na znacaj Balkanskog
poluostrva kao refugijuma ove vrste, rezultati istrazivanja Fickel 1 saradnika (2008) ukazali
su na moguénost postojanja dodatnih glacijalnih refugijuma ove vrste na teritoriji
Apeninskog poluostrva. Detaljniji prikaz i razumevanje filogeografske strukutre vrste Lepus
europaeus omogucila je i studija Pan i saradnika (2017), u kojoj je na osnovu uzorka Siroke
geografske distribucije ukazano na postojanje tri velike filogeografske haplogrupe, jedne koja
je obuhvatala jedinke sa teritorije Anadolije i Bliskog Istoka, druge koja je obuhvatala
jedinke sa teritorije Balkana, i tre¢e koja je obuhvatala jedinke sa teritorije centralne i
zapadne Evrope. Odredivanje vremena ekspanzije, kao i1 analiza geografske distribucije
haplotipova unutar uocCenih haplogrupa, ukazala je na slede¢i filogeografski scenario:
postojao je predacki protok gena jedinki iz Anadolije na teritoriju jugoisto¢nog Balkana, koji
je dalje delovao kao izvorni region za naseljavanje ostatka Balkanskog poluostrva, dok su u
postglacijalnoj kolonizaciji prostora centralne i zapadne Evrope ucestvovale jedinke sa
severnih delova Balkanskog poluostrva. Predlozeni filogeografski obrazac podrzan je i
uocenim gradijentom opadanja parametara molekularnog diverziteta pocev od Anadolije ka
Balkanskom poluostrvu, a potom severno ka centralnoj i zapadnoj Evropi (Fickel i sar., 2005;

Fickel i sar., 2008; Sert i sar. 2009; Stamatis i sar., 2009; Djan i sar., 2017).

Opisana filogeografska struktura vrste L. europaues definisana na osnovu
varijabilnosti nukleotidnih sekvenci D petlje mtDNK, potvrdena je i analizom drugih regiona
ovog molekula. Naime, uoceni filogeografski obrazac potvrdila je i studija koja je pored
sekvenci D petlje mtDNK, koristila i sekvence gena za citohrom b, kao i sekvence gena za
transportnu RNK za prolin i treonin (Ashrafzadeh 1 sar., 2018), a najve¢i nivo konkordantnost
uocenog filogeografskog signala podrzan je i1 analizom kompletnih nukleotidnih sekvenci
¢itavih mitohondrijskih genoma kod 14 jedinki ove vrste sa teritorije Evrope i Anadolije
(Giannoulis 1 sar., 2018). Zajednicka karakteristika svih pomenutih filogeografskih studija
jeste potpuno odsustvo uocavanja haplotipova jedinki sa teritorije Anadolije 1 Bliskog Istoka
kako u balkanskoj, tako 1 u evropskoj haplogrupi, uprkos pretpostavljenoj zoni preklapanja na
teritoriji jugoistocnog Balkana. Ovaj nedostatak reciprocne introgresije Amoutzias i saradnici
(2016) su na osnovu analize transkriptoma vrste L. europaeus, a Koristivsi izdvojeni set

polimorfizama pojedinacnih nukleotida u okviru gena ukljuenih u procese vezane za
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energetski metabolizam, objasnili postojanjem koadaptiranih kompleksa izmedu jedarnih 1
mtDNK gena koji su uklju¢eni u OXPHOS procese. Naime, diferencijacija gena ukljucenih u
OXPHOS procese izmedu anadolijske i evropske klade ukazana je i na osnovu analize
sekvenci kompletnih genoma mtDNK, a na osnovu koje je odsustvo haplotipova u zoni
kontakta takode objasnjeno hipotezom diferencijacije u alopatriji, koja je rezultovala u
razvijanju lokalnih adaptacija 1 nastanku geneticke inkompatibilnosti prilikom ponovnog

sekundarnog kontakta ove dve klade (Giannoulis i sar., 2018).

Kako filogeografske studije zasnovane isklju¢ivo na analizi mtDNK usled
uniparentalnog nacina nasledivanja ovog molekula ukazuju na matrilinearnu distribuciju
geneaoloskih linija, u cilju potpunog sagledavanja filogeografskog modela neophodna je i
analiza gena smestenih na polnim hromozomima muzjaka. Medutim, analiza molekularnih
markera smestenih na Y hromozomu kod ove vrste ukazala je na nizak nivo interspecijske
varijabilnosti kod razli¢ith vrsta roda Lepus u odnosu na mtDNK markere, kao i na malu mo¢
rezolucije ovih markera u razumevanju filogenetskih odnosa. Naime, na osnovu analize
fragmenta SRY gena, kao i introna 8 DBY gena kod jedinki vrste L. europaeus sa teritorije
Evrope 1 Male Azije uocCeno je postojanje dve velike klade: evropske i1 anadolijske, ali sa
izrazito slabom genetickom diferencijacijom, zasnovanom na razlici u samo jednoj
nukleotidnoj poziciji (Mamuris i sar., 2010). Sa druge strane, analize zasnovane na Y
markerima ukazale su na odsustvo pretpostavljene recipro¢ne monofilije, budu¢i da rezultati
ove studije ukazuju na prisustvo haplotipskih varijanti karakteristi¢nih za anadolijsku kladu
kod nekoliko jedinki geografski uzorkovanih na teritoriji centralne Grcke, nasuprot
rezultatima analiza zasnovanih na mtDNK markerima. Nasuprot analizama zasnovanim na
mtDNK i Y molekularnim markerima, rezultati istrazivanja varijabilnosti gena za
melanokortinski receptor 1 (MCRI) kod 550 jedinki sa teritorije Evrope i Male Azije ukazali
su na gotovo potpuno odsustvo filogeografskog signala (Koutsogiannouli i sar., 2012).
Naime, kod svih ispitivanih jedinki u ovom istrazivanju, uocena su samo dva alela, od kojih
je jedan bio zastupljen kroz Citav ispitivani region, dok je drugi alel otkriven samo kod
jedinki sa teritorije Izraela. Iako rezultati ovog istrazivanja ukazuju na veoma nizak nivo
intraspecijske varijabilnosti kod vrste L. europaeus, naglasSava se vaznost teritorije Izraela
kao moguce kontaktne zone gde se susrecu vrste L. capensis i/ili L. mediteraneus na jugu,

odnosno L. europaeus na severu.

Ipak kada govorimo o sagledavanju geneticke varijabilnosti, kao 1 analizi

populaciono-geneticke strukturiranosti prirodnih populacija divljih Zivotinja, najcesce
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primenjivani molekularni markeri za reSavanje ovih pitanja u poslednjih dve decenije su
mikrosateliti. Iako ne postoji panel mikrosatelitskih lokusa razvijen direktno za vrstu L.
europaeus, zahvaljuju¢i moguénosti umnozavanja mikrosatelitskih lokusa razvijenih kod
srodnih vrsta, nekoliko lokusa razvijenih za vrstu Oryctolagus cunniculus pokazalo je
dovoljan nivo informativnosti 1 za sagledavanje geneticke varijabilnosti kod vrste L.
europaeus. Generalno govoreci, u poredenju sa rezultatima dobijenim upotrebom mtDNK
markera, najveci broj dosadasnjih istrazivanja kod vrste L. europaeus, a koja su se zasnovala
na analizi mikrosatelitskih lokusa su ukazala na manji nivo geneticke diferencijacije, kao 1
odsustvo izrazenog signala geneticke strukturiranosti Sirom areala ove vrste. Naime, na
osnovu analize 11 mikrosateliskih lokusa kod jedinki vrste L. europaeus sa teritorije Evrope 1
Male Azije uoCen je nizak nivo geneticke diferencijacije sa prosecnom Fgr vredno$¢éu od
0,114, kao i trend opadanja bogatstva alela od Anadolije preko Balkana, ka centralnoj Evropi
(Ben Slimen 1 sar., 2008). Sli¢ni rezultati dobijeni su u ostalim istrazivanjima koja su
sprovodena na regionalno ograni¢enom uzorku. Recimo, analizom pet mikrosatelitskih
lokusa kod vrste L. europaeus sa teritorije Nemacke uocen je nizak nivo geneticke
diferencijacije sa svega 6,8-7,4% varijabilnosti usled razlika izmedu populacija i prose¢nim
brojem alela od 4,02 (Fickel 1 sar. 2005), dok je analizom osam mikrosatelitskih lokusa kod
jedinki sa teritorije severne Italije ukazano na odsustvo genetiCke strukuturiranosti i nizak
nivo geneticke diferencijacije sa prose¢nom Fsr vrednoséu od 0,018 (Canu i sar. 2013). Nesto
vedi nivo geneticke diferencijacije uocen je analizom Sest mikrosatelitskih lokusa kod jedinki
sa teritorije Srbije gde je otkriveno postojanje dve geneticki diferencirane grupe, jedne koja je
obuhvatala jedinke sa teritorije Vojvodine, i druge koja je obuhvatala jedinke sa teritorije
severozapadne Srbije (Pan, 2008; Djan i sar., 2015). Uo¢ena geneticka strukturiranost bila je
podrzana i analizom molekularne varijanse koja je ukazala da je 18,88% varijabilnosti
posledica razlika izmedu grupa sa prosecnom Fgr vrednos¢u od 0,168. Sa druge strane, visok
nivo geneticke varijabilnosti, kao 1 izraZzen signal populacione strukturiranosti uocen je na
osnovu analize 10 mikrosatelitskih lokusa kod 268 jedinki sa teritorije severnoistocne Grcke
(Antoniou i sar. 2013), ukazujuci da ovaj region predstavlja mesto kontaktne zone izmedu
dve evoluciono odvojene klade A 1 B vrste L. europaeus. Medutim, uprkos uocljivoj
diferencijaciji izmedu evropske 1 anadolijske klade na osnovu varijabilnosti sekvenci D petlje
mtDNK, nizak nivo geneticke diferencijacije uocen je na osnovu analize 11 mikrosatelitskih
lokusa kod 149 jedinki vrste L. europaeus sa teritorije evropskog dela Turske i Anadolije, gde
je svega 3,03% bila posledica razlika u varijabilnosti izmedu pomenutih regionalnih grupa,

dok je 4,06% varijabilnosti bilo usled razlika izmedu geografski definisanih populacija
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(Demirbag 1 sar. 2019). Vazno je napomenuti da u vecini navednih studija nije postojala
konzistentnost, kako u broju ispitivanih mikrosatelitskih lokusa, tako ni u pogledu odabira
koriS¢enih lokusa. Imajuéi to u vidu, Beugin i saradnici (2017) su razvili multipleks panel za
analizu 12 autozomalnih mikrosatelitskih lokusa koji poseduju dovoljnu geneticku rezoluciju
da omogucée kako detektovanje odgovarajueg nivoa varijabilnosti, tako 1 mogucnost
razlikovanja vrsta u okviru roda Lepus, §to ovaj panel ¢ini pogodnim za primenu u budu¢im

programima genetickog monitoringa ove vrste.

Iako se najvec¢i broj dosadasnjih geneti¢kih istrazivanja kod vrste L. europaeus
zasnivao na upotrebi markera mtDNK, ili upotrebi selektivno neutralnih molekularnih
markera jedarnog genoma, u poslednjih desetak godina kao molekularni markeri koriseni su i
geni imunskog sistema. Naime, u analizi varijabilnosti MHC-DQA gena kod 674 jedinke
vrste L. europaeus sa teritorije Evrope i Male Azije otkriveno je 37 razlicitih alela bez jasnog
filogeografskog signala (Koutsogiannouli i sar., 2009), dok je u analizi varijabilnosti MHC-
DRB gena kod 801 jedinke takode sa teritorije Evrope 1 Male Azije otkriven 61 razliCit alel
(Koutsogiannouli i sar., 2014). Veliki broj retkih alela koji su bili zastupljeni sa niskim
ucestalostima, autori su objasnili kao predominantni uticaj selekcije zavisne od ucestalosti
alela u oblikovanju geneticke varijabilnosti ovih lokusa. Medutim, iako su geni imunskog
sistema visoko polimorfni, postoji izrazena heterogenost u stopi varijabilnosti izmedu
razli¢itih gena imunskog sistema. Naime, signal diversifikujuée selekcije ne deluje na
uniforman nacin na sve MHC gene, §to je pokazano u analizi DPB, DOB i DRB gena MHC
klase II kod vrste L. europaeus, pri ¢emu je visok nivo varijabilnosti uocen samo kod DQOB i
DRB gena, ali ne 1 kod DPB gena, ukazuju¢i da je DPB gen nedovoljno informativan marker
za analize imunogeneticke varijabilnosti kod ove vrste (Smith i sar., 2011). Dosadasnja
istrazivanja varijabilnosti MHC gena kod vrste L. europaeus ukazala su na znacajan uticaj
selekcionih mehanizama u oblikovanju varijabilnosti ovih gena. U analizi varijabilnosti na
osnovu MHC-DQA gena kod jedinki vrste L. europaeus sa teritorije Austrije grupisanih u
razliCite vremenske kohorte na osnovu godine uzorkovanja ukazano je na postojanje
heterogenosti selekcionog signala u prostoru (Campos i sar., 2011), Sto je takode potvrdeno i
poredenjem razlika u ucestalosti MHC-DQA alela izmedu populacija ove vrste sa teritorije
Austrije 1 Belgije (de Bellocq 1 sar., 2009). Iako u nijednoj od dosadasnjih studija nije pra¢en
uticaj sredinskih karakteristika, niti ukazano na postojanje lokalnih adaptacija kod ove vrste,
pokazano je da heterozigotnost u MHC lokusima moze biti povezana sa nekim od parametara

fitnesa. Naime, heterozigotnost u MHC-DQA lokusu kod jedinki sa teritorije Belgije uticala je
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na uspesnost reprodukcije kod Zenki, iako takav uticaj nije zabelezn kod jedinki sa teritorije
Austrije (Smith 1 sar., 2010a). Sa druge strane, uticaj heterozigotnosti nije zabeleZzen u
drugom ispitivanom lokusu MHC-DRB. Uocene razlike u prostornom uticaju heterozigotnosti
MHC-DQA gena autori su objasnili postojanjem selekcije zasnovane na odabiru partnera, kao

1 usled gametske vezanosti odredenog MHC alela sa nekim od letalno recesivnih lokusa.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Sagledavanje molekularnog diverziteta vrste Lepus europaeus primenom proteinskih i
DNK markera ima viSedecenijsku tradiciju. Medutim, dosadas$nje studije su nacelno bile
zasnovane na upotrebi adaptivno neutralnih molekularnih markera (D petlja mitohondrijske
DNK 1 mikrosateliti) sa ciljem odredivanja filogeografske strukture, demografske istorije, kao
1 postojanja geneticke strukturiranosti i odredivanja stope protoka gena. Imajuci u vidu da su
dosadasnja istrazivanja kod razli¢itth vrsta u okviru roda Lepus ukazala na uticaj
klimatskih/sredinskih faktora na distribuciju proteinskih varijanti mtDNK gena, kao i
proteinskih varijanti gena imunskog sistema, namece se zakljucak da razumevanje prostorne
distribucije geneticke varijabilnosti, kao 1 uoCavanje evolucionih mehanizama koji su
odgovorni za njeno oblikovanje treba da bude zasnovano ne samo na analizi neutralnih, vec¢ i
adaptivnih molekularnih markera. Ovo je posebno vazno kod vrste Lepus europaeus imajuci
u vidu nedavni drasti¢an pad brojnosti populacija ove vrste Sirom evropskog konitnenta, ali
tipova, kao i usled postojanja razli¢itih parazitskih i infektivnih bolesti za koje je pokazano da
imaju uticaj na regionalno prezivljavanje. U tom smislu, analize molekularnog diverziteta
zasnovane na upotrebi markera smesStenih u genomima sa razli¢itim karakteristikama, kao 1
upotrebom molekularnih markera razli¢itog selektivnog statusa, omoguc¢ava se bolji uvid u
evolucioni potencijal ove vrste i postavljanje odgovaraju¢ih mera i strategija za odrzivo

upravljanje prirodnim populacijama.

U ovom istrazivanju sagledana je varijabilnost D petlje mitohondrijske DNK, gena za
subjedinicu 2 i 6 NADH dehidrogenaze (MT-ND2 i1 MT-ND6), MHC-DQOA 1 MHC-DQOB
gena, kao 1 gena za receptor 2 slican Tollu (7LR2) imunskog sistema kod vrste Lepus

europaeus sa teritorije Evrope i Bliskog Istoka, sa slede¢im ciljevima:

e odredivanje osnovnih parametara molekularnog diverziteta vrste L. europaeus
sa teritorije Evrope 1 Bliskog Istoka na osnovu analize varijabilnosti DNK sekvenci D
petlje, MT-ND2, MT-ND6, MHC-DQA, MHC-DQOB 1 TLR?2 gena

e odredivanje filogeografske strukture, demografske istorije 1 prostorne
distribucije geneticke varijabilnosti vrste L. europaeus na osnovu varijabilnosti

nukleotidnih sekvenci D petlje mitohondrijske DNK
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e odredivanje filogeografske strukture i prostorne distribucije molekularnog
diverziteta vrste L. europaeus sa teritorije Evrope i1 Bliskog Istoka na osnovu analize
MT-ND2 i MT-ND6 gena mitohondrijske DNK

e odredivanje filogeografske strukture, kao i prostorne distribucije geneticke
varijabilnosti na osnovu analize MHC-DQA, MHC-DQB 1 TLR2 gena kod vrste L.
europaeus sa teritorije Evrope i Bliskog Istoka

e uocavanje molekularnih signala delovanja prirodne selekcije u oblikovanju
varijabilnosti MT-ND2, MT-ND6, MHC-DQA, MHC-DQB 1 TLR2 gena kod vrste L.
europaeus sa teritorije Evrope i Bliskog Istoka, kao i prisustva genetickih signala

lokalnih adaptacija ispitivanih gena u korelaciji sa sredinskim — klimatskim varijablama
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4. MATERIJAL I METODE
4.1. Materijal

Sagledavanje molekularnog diverziteta vrste Lepus europaeus sa teritorije Evrope i
Bliskog Istoka izvrSeno je analizom varijabilnosti odabranih regiona mitohondrijske DNK, i
gena imunskog sistema na uzorku od 251 jedinke. Jedinke su izlovljene tokom regularnih
lovnih sezona na 74 lokaliteta sa teritorije Austrije, Belgije, Bugarske, Ceske, Francuske,
Grcke, Holandije, Izraela, Madarske, Republike Severne Makedonije, Nemacke, Rumunije,
Srbije, Slovacke i Turske (SI. 2, Prilog I). Nijedna jedinka nije zrtvovana za potrebe ovog
istrazivanja, a izlov jedinki je bio u skladu sa lovnim regulativama u svakoj od zemalja

izlova. Sakupljeni su uzorci skeletnog misi¢nog tkiva za svaku ispitivanu jedinku koji su do

daljih analiza ¢uvani zaledeni na temperaturi od -20°C.

Slika 2. Mapa sa prikazom lokaliteta sakupljenih uzoraka jedinki vrste Lepus europaeus /
Figure 2. Map showing the sampling localities of Lepus europaeus individuals
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4.2. Metode
4.2.1. Izolacija DNK

Pocetni korak u analizi molekularnog diverziteta odabranih molekularnih markera
podrazumevao je izolaciju ukupne genomske DNK iz skeletnog miSi¢nog tkiva sakupljenih
uzoraka. Ukupna genomska DNK izolovana je primenom modifikovane metode fenol-
hlorofrom-izoamilalkohol ekstrakcije prema protokolu Sambrook i Russell (2001), ili
upotrebom komercijalnog kompleta GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep kit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) prate¢i uputstva proizvodaca.

4.2.1.1. Postupak fenol-hlorofrom-izoamilalkohol ekstrakcije ukupne genomske DNK

Oko 25 mg miSi¢nog tkiva je usitnjeno na sterilnim staklenim podlogama, a macerat
je prebacivan u sterilne kivete zapremine 1,5 ml. U svaku kivetu dodato je 380 ul pufera za
digestiju, 10 pl rastvora proteinaze K (40 mg/ml) i 10 pl p—merkaptoetanola. Pufer za
digestiju je sadrzao 0,1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA i 100 mM Tris-HCI; pH 8,0.
Sadrzaj svake kivete je blago promesSan, a potom je vrSena inkubacija na temperaturi od 65°C
u trajanju od 30 minuta. Nakon inkubacije, uzorci su centrifugirani 4 minuta na 12000 rpm.
Supernatant je prebacivan u novu sterilnu kivetu zapremine 1,5 ml, u koju je potom dodata
jednaka zapremina fenola. Sadrzaj kiveta je blago promesSan, a zatim cetrifugiran 4 minuta na
12000 rpm. Pazljivo je prebacivana gornja vodena faza u novu sterilnu kivetu zapremine 1,5
ml, u koju je potom dodata jednaka zapremina smeSe hloroform:izoamilalkohol (24:1),
sadrzaj je promeSan na vorteksu i centrifugiran 4 minuta na 12000 rpm. Gornja vodena faza
je pazljivo prebacena u novu sterilnu kivetu zapremine 1,5 ml, a nakon toga je dodata 0,1
zapremina 3M Na-acetata 1 2 zapremine apsolutnog etanola rashladenog na -20°C.
Precipitacija DNK je vrSena na temperauri od -70°C u vremenskom trajanju od 20 minuta,
nakon ¢ega je precipitat centrifugiran na 12000 rpm u vremenskom trajanju od 20 minuta.
Etanol je odlivan, a talog ispiran sa 1 ml 70% rashladenog etanola. Precipitat je centrifugiran
5 minuta na 12000 rpm, nakon ¢ega je etanol ponovo odliven, a talog susen na 37°C do
potpunog isparavanja etanola. Talog je resuspendovan u 50 pl TE pufera, koji je sadrzao 1 M

Tris-HC11 0,5 M EDTA pH 7.,6.

4.2.1.2. Odredivanje koncentracije i ¢istoce izolovane DNK

Nakon izolovanja genomske DNK, odredivanje koncentracije je vrSeno merenjem
apsorbance rastvora izolovane DNK na 260 nm pomocu BioSpec-nano spektrofotometra

(Shimadzu, Kyoto, Japan). Aparat je kalibirisan upotrebom istog rastvora TE pufera koji je
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korS¢en za rastvaranje izolovane DNK. Kvalitet izolovane DNK odredivan je merenjem
optickih gustina na 230 nm i 280 nm, kao 1 izracunavanjem odnosa apsorbanci na 260 i 280
nm, kao i odnosa na 260 i 230 nm. Na osnovu odredenih koncentracija izolovane DNK,
pravljena su radna razblaZzenja u koncentraciji od 50 ng/ul koja su koriS¢ena u daljim

analizima.
4.2.2. UmnoZzavanje ispitivanih molekularnih markera

Umnozavanje odabranih molekularnih markera vrSeno je lanfanom reakcijom
polimeraze (PCR - eng. Polymerase Chain Reaction) prema protokolima razvijenim za svaki

ispitivani molekularni marker.

4.2.2.1. Umnozavanje sekvenci D petlje mitohondrijske DNK

Umnozavanje fragmenta D petlje mtDNK u duzini od 467 bp izvrSeno je po
modifikovanoj metodi Kasapidis i saradnika (2005), koristivsi forward 1 reverse pocetnice
(eng. forward and reverse primers) koje se vezuju za nukleotidne pozicije 15440 1 15907 u
odnosu na kompletnu referentnu sekvencu mitohondrijskog genoma vrste L. europaeus
(NCBI pristupni broj: AJ421471). Koris¢ena forward pocetnica je imala slede¢u nukleotidnu
sekvencu: 5’AAGAACCAGATGCCAGTTATAG3’, dok je nukleotidna sekvenca reverse
pocetnice bila: S’ AATTCTCTTTAAACTATTCTCTGC3".

LanCana reakcija polimeraze je izvrSena upotrebom Mastercycler personal
thermocycler aparata (Eppendorf, Hamburg, Nemacka) i Biometra T-Gradient thermocycler
aparata (Biometra GmbH, Getingen, Nemacka). Oko 100 ng genomske DNK kori§¢eno je
kao matrica za umnozavanje sa 0,5 uM svake od pocetnica, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM

Mg(OAcp), 1x Taq PCR pufera (sa 15mM Mg(OAcp)) 1 0,5U Taq DNK polimeraze

(Fermentas, Vilnius, Litvanija) u ukupnoj zapremini od 25 pL. Inicijalna denaturacija bila je
podesena na 95°C u toku 5 minuta, a sledilo je 35 ciklusa sa fazama denaturacije (94°C u
toku 1 minuta), vezivanja pocetnica (45 sekundi na 50°C) i sinteze DNK lanca (45 sekundi na
72°C). Nakon poslednjeg ciklusa PCR reakcije, sledila je finalna elongacija na 72°C u toku 5

minuta.

4.2.2.2. Umnozavanje gena za subjedinicu 2 NADH dehidrogenaze mitohondrijske DNK

Umnozavanje segmenta M7-ND2 gena izvrSeno je po modifikovanoj metodi Smith i
saradnika (2010b). Umnozavan je segment duzine 408 bp, od nukleotidne pozicije 4065 do

4473 u odnosu na kompletnu referentnu sekvencu mitohondrijskog genoma vrste L.
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europaeus (NCBI pristupni broj: AJ421471). Nukleotidna sekvenca koriS¢ene forward
pocetnice bila je: S>ACGATCAACAGAAGCTGCAA3Z’, dok je sekvenca reverse pocetnice
bila slede¢a: 5>’ ATGGGCAATTGAGGAATACG3’.

Lancana reakcija polimeraze je izvrSena pomocu Biometra T-Gradient thermocycler
aparata (Biometra GmbH, Getingen, Nemacka). Oko 50 ng genomske DNK koris¢eno je kao
matrica za umnoZavanje sa 0,8 pM svake od pocetnica, 0,2 mM dNTP, 3 mM MgCly, 1x

PCR pufera i 0,5U FIREPol DNK polimeraze (Solis BioDyne, Tartu, Estonija) u ukupnoj
zapremini od 12,5 pL. Inicijalna denaturacija bila je podesena na 94°C u toku 4 minuta, a
sledilo je 35 ciklusa sa fazama denaturacije (94°C na 55 sekundi), vezivanja pocetnica (45
sekundi na 53°C) i sinteze DNK lanca (45 sekundi na 72°C). Nakon poslednjeg ciklusa PCR

reakcije, sledila je finalna elongacija na 72°C u toku 5 minuta.

4.2.2.3. Umnozavanje gena za subjedinicu 6 NADH dehidrogenaze mitohondrijske DNK

Umnozavanje kompletne sekvence M7T-ND6 gena u duzini od 525 bp izvrSeno je
upotrebom pocetnica dizajniranih u ovom istrazivanju prema matrici sekvence
mitohondrijskog genoma vrste L. europaeus (NCBI pristupni broj: AJ421471). Nukleotidna
sekvenca forward pocetnice je: S'CAATACACCGCCTCTTACCT3', dok je nukleotidna
sekvenca reverse pocetnice bila: SSGGTGCGTTTTACGAATGTTG3'.

Lancana reakcija polimeraze je izvrSena pomocu Mastercycler personal thermocycler
aparata (Eppendorf, Hamburg, Nemacka). Oko 50 ng genomske DNK koris¢eno je kao
matrica za umnozavanje sa 0,2 uM svake od pocetnica, 0,2 mM dNTP, 1x Dream Taq PCR

pufera (sadrzi 20 mM MgCly) i 1U Dream Taq DNA polymerase (Thermo Fischer Scientific,

Waltham, Massachusetts, SAD) u ukupnoj zapremini od 25 pL. Inicijalna denaturacija bila je
podesena na 95°C u toku 4 minuta, a sledilo je 30 ciklusa sa fazama denaturacije (95°C na 60
sekundi), vezivanja pocetnica (45 sekundi na 54°C) i sinteze DNK lanca (45 sekundi na
72°C). Nakon poslednjeg ciklusa PCR reakcije, sledila je finalna elongacija na 72°C u toku 5

minuta.

4.2.2.4. Umnozavanje DOA gena MHC kompleksa klase 11

Umnozavanje egzona 2 DQA gena MHC kompleksa klase II izvrSeno je po
modifikovanoj metodi De Bellocq 1 saradnika (2010). Umnozavan je fragment egzona 2
duzine 219 bp. Nukleotidne sekvence koris¢enih pocetnica su sledece:

- sekvenca forward pocetnice: ~ S’CTTTCATCTATCAGCTGACC3’
- sekvenca reverse pocetnice: 5’ACAGCAGCAGTAGAGTTGGA3’.
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Lancana reakcija polimeraze je izvrSena pomocu Biometra T-Gradient thermocycler
aparata (Biometra GmbH, Getingen, Nemacka). Oko 50 ng genomske DNK koris¢eno je kao
matrica za umnozavanje sa 1,6 uM svake od pocetnica, 0,2 mM dNTP, 0,5x Phusion High
Fidelity PCR pufera (sadrzi 7,5 mM MgCl,) 1 0,5U Phsion High-Fidelity DNK polimeraze
(ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) u ukupnoj zapremini od 12,5 pL.
Inicijalna denaturacija bila je podesena na 98°C u toku 5 minuta, a sledilo je 30 ciklusa sa
fazama denaturacije (98°C na 10 sekundi), vezivanja pocetnica (20 sekundi na 58°C) i sinteze
DNK lanca (15 sekundi na 72°C). Nakon poslednjeg ciklusa PCR reakcije, sledila je finalna

elongacija na 72°C u toku 5 minuta.

4.2.2.5. Umnozavanje DOB gena MHC kompleksa klase 11

Umnozavanje dela egzona 2 DOB gena MHC kompleksa klase II izvrSeno je po
modifikovanoj metodi Smith i saradnika (2011). UmnozZen je fragment egzona 2 duzine 210
bp, pomocu sledecih pocetnica:

- sekvenca forward piCetnice: 5’CCGTCCGCAGAGGATTTCGT3’
- sekvenca reverse pocetnice: 5’GCCTGGTAGTTGTGTCTGCA3".

Lancana reakcija polimeraze je izvrSena pomocu termociklera Biometra T-Gradient
thermocycler aparata (Biometra GmbH, Getingen, Nemacka). Oko 50 ng genomske DNK
koris¢eno je kao matrica za umnozavanje sa 1,6 uM svake od pocetnica, 0,2 mM dNTP, 0,5x
Phusion High Fidelity PCR pufera (sadrzi 7,5 mM MgCl,) i 0,5U Phusion High-Fidelity
DNK polimeraze (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) u ukupnoj
zapremini od 12,5 pL. Inicijalna denaturacija bila je podeSena na 98°C u toku 5 minuta, a
sledilo je 30 ciklusa sa fazama denaturacije (98°C na 10 sekundi), vezivanja pocetnica (20
sekundi na 61°C) i sinteze DNK lanca (15 sekundi na 72°C). Nakon poslednjeg ciklusa PCR

reakcije, sledila je finalna elongacija na 72°C u toku 5 minuta.

4.2.2.6. Umnozavanje TLR2 gena

Umnozavanje segmenta gena za Toll-like receptor 2 duzine 372 bp koji odgovara delu
intracelularnog TIR domena izvrSeno je po modifikovanoj metodi Awadi i saradnika (2018a).
Nukleotidne sekvence koriS¢enih zacetnica su sledece:

- sekvenca forward zacetnice: 5S’ATGCGTTCGTGTCCTACAGC3’
- sekvenca reverse zaCetnice:  5’CTCAAGTTCCCCCAGAACCC3’.
Lancana reakcija polimeraze je izvrSena pomocu termociklera Biometra T-Gradient

thermocycler aparata (Biometra GmbH, Getingen, Nemacka). Oko 50 ng genomske DNK
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koris¢eno je kao matrica za umnozavanje sa 1,6 uM svake od pocetnica, 0,2 mM dNTP, 1
mM MgCl,, 1x PCR pufera i 0,5U FIREPol DNK polimeraze (Solis BioDyne, Tartu, Estonija)
u ukupnoj zapremini od 12.5 pL. Inicijalna denaturacija bila je podeSena na 95°C u toku 5
minuta, a sledilo je 30 ciklusa sa fazama denaturacije (95°C na 30 sekundi), vezivanja
pocetnica (30 sekundi na 58°C) i sinteze DNK lanca (30 sekundi na 72°C). Nakon poslednjeg

ciklusa PCR reakcije, sledila je finalna elongacija na 72°C u toku 10 minuta.
4.2.3. Vizuelizacija produkata lanCane reakcije polimeraze

UspeSnost umnozavanja ispitivanih molekularnih markera proveravana je 1,5%
agaroznom gel elektroforezom. Za odredivanje duzine umnoZenih produkata PCR reakcije
koris¢en je 100bp GeneRuler DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD). Elektroforeza je vrSena upotrebom 1XxTAE pufera (40 mM Tris base;
20 mM sircetna kiselina; 1 mM EDTA; pH=7,6), ili upotrebom 1XTBE pufera (0,09 M Tris
base; 0,09 M borna kiselina; 0,002 M EDTA; pH=8,3)), a razdvajanje fragmenata je teklo pri
naponu od 120V. Nakon elektroforetskog razdvajanja, gelovi su bojeni etidijum-bromidom ili
Roti-GelStain bojom (Carl Roth GmbH, Karlsruche, Nemacka) i dobijeni fragmenti ocitavani

na UV transluminatoru.
4.2.4. Sekvenciranje ispitivanih molekularnih markera

Uspesno umnozeni produkti PCR reakcija podvrgnuti su reakciji sekvenciranja
upotrebom Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kompleta na kapilarnom sekvenceru
ABI 3130XL DNA Analyzer ili ABI 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, SAD). Umnozeni fragmenti D petlje mtDNK sekvencionirani su usluzno na
Institutu za molekularnu medicinu u Helsinkiju (Finska), dok su umnozeni PCR produkti M7-
ND6 gena usluzno sekvencirani u evropskom odeljenju kompanije Macrogen u Amsterdamu
(Holandija). Preostali ispitivani molekularni markeri su sekvencirani u Laboratorji za
genetiku Departmana za integrativnu biologiju i evoluciju Univerziteta veterinarske medicine
u Becu na ABI 3130XL DNA Analyzer prema protokolu koji je podrazumevao sledece
korake: preciS¢avanje PCR produkata, reakcije sekvenciranja upotrebom forward i reverse
pocetnica koriS¢enih u PCR reakciji, preciS¢avanje produkata reakcije sekvenciranja

etanolskom precipitacijom, kao 1 priprema uzoraka za kapilarnu elektroforezu.

4.2.4.1. PreciS¢avanje PCR produkata

Uspesno amplifikovani isptivani molekularni markeri (M7-ND2, MT-ND6, D petlja
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mtDNK i1 7LR?2) su pre reakcije sekvenciranja pre¢is¢eni upotrebom komercijalnog kompleta
EXOI-SAP (Fermentas, Vilnius, Litvanija) prema uputstvu proizvoda.

PreciS¢avanje umnozenih fragmenata DQA i DOB gena vrSeno je upotrebom rastvora
magnetnih kuglica po modifikovanoj metodi Rohland i Reich (2012). Preci$¢avanje je vrSeno
na ploc¢i sa 96 bunarcica, pri cemu je u svaki bunar¢i¢ dodato 10 uL PCR produkta i 20 pL
rastvora magnetnih kuglica, uz snazno mesSanje. Nakon 5 minuta stajanja na sobnoj
temperaturi, ploca je premeStana na magnetni nosa¢ na kome je ostavljana u vremenskom
trajanju od 10 minuta. Nakon toga, sadrzaj svakog bunarci¢a je odlivan, a preostali talog
magnentnih kuglica ispiran je dva puta sa 150 pL 70% prohladenog etanola. Nakon ispiranja
etanolom, talog je inkubiran 10 minuta na 37°C, a potom je ispiran sa 10 pL 0,1X TE pufera.
Nakon ispiranja, ploca je vraena na magnetni nosac, i nakon taloZenja magnetnih kuglica,
rastvor iz svakog bunarci¢a je prebacen u bunar¢i¢ u novoj ploci i kao takav se smatra
precis¢enim za reakciju sekvencioniranja.

Kori$¢eni rastvor magnentnih kuglica sadrzao je 0,1% Sera-Mag SpeedBead (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), 18% PEG-8000, 1M NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8) i 1
mM EDTA (pH 8).

4.2.4.2. Reakcija sekvenciranja

Reakcija sekvenciranja izvrSena je pomocu Biometra T-Gradient aparata (Biometra
GmbH, Getingen, Nemacka), upotrebom Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kompleta. Za svaki od ispitivanih molekularnih markera vrSene su dve reakcije sekvenciranja,
jedna sa pocetnicom vodeceg lanca, 1 druga sa pocetnicom zaostaju¢eg lanca. Reakcija
sekvenciranja je vrSena u ukupnoj zapremini od 10 pL, a sadrzala je 4 pL preciS¢enog PCR
produkta, 1,5 uL 5x Sequencing pufera, 0,5 uL Reaction Mix v3.1 i 0,5 pL odgovarajuce

pocetnice.

4.2.4.3. Precipitacija i priprema uzoraka za kapilarnu elektroforezu

Nakon reakcije sekvenciranja, precipitacija etanolom je vrSena u istoj ploci u kojoj je
izvrSena 1 reakcija sekvenciranja (koja sadrzi 10 pL produkta reakcije sekvenciranja), i to
dodavanjem 6,25 pL 100 mM Na-EDTA (pH 8) i 10 puL destilovane H,O. Sadrzaj svakog
bunarci¢a je dobro promeSan, nakon ¢ega je dodato 60 pL hladnog 95% etanola uz snazno
mesanje. Plo¢a je ostavljana 15 minuta na temperaturi od +4°C, nakon Cega je centrifugirana
30 minuta na 3000 rpm. Nakon -centrifugiranja, sadrzaj plo¢e je uklonjen naglim

invertovanjem, a talog ispran sa 200 pL hladnog 70% etanola. Ploc¢a je centrifugirana
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dodatnih 30 minuta na 3000 rpm na temperaturi od +4°C, nakon Cega je izvrSeno naglo
invertovanje ploCe da bi se ostranio rastvor iz svakog bunarci¢a. Plo¢a je potom polozena
vrhom na dole, centrifugirana 10 sekundi na 300 rpm. Nakon centrifugiranja, talog je susen 5
minuta na temperaturi od 37°C, a potom resuspendovan u 10 pL Hi-Di formamida, koji je
potom denaturisan na 95°C u toku 5 minuta, nakon ¢ega je naglo ohladen i premesten u ABI
3130x1 Genetic Analyzer aparat. Proces sekvenciranja vrSen je pomocu sistema od 16
kapilara duzine 50 cm, uz upotrebu POP7 polimera (ThermoFisher Scientific, Waltham,

SAD).
4.3. Statisticka obrada rezultata

4.3.1. Obrada nukleotidnih sekvenci 1 genotipizacija jedarnih molekularnih markera

Sve nukleotidne sekvence dobijene u procesu sekvenciranja su unete u bazu sekvenci
formiranu u okviru programskog paketa ABI Seq Scanner ver. 2 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, SAD), nakon ¢ega je vrSena provera kvaliteta sekvenci analizom hromatogramskih
zapisa. Provera kvaliteta sekvenci vrSena je prac¢enjem vrednosti kvaliteta (QV, eng. quality
value) koja oznaCava desetostruku vrednost negativnog dekadnog logaritma verovatnoce za
gresku. Sve nukleotidne pozicije sa QV vrednoséu ve¢om od 20 (koja odgovara verovatnoci
za greSku do maksimalnih 1%) su verifikovane automatski, dok su pozicije sa vrednoScu
manjom od 20 prihvatane nakon manualnog pregleda i/ili su produkti resekvencirani.

Nakon provere kvaliteta sekvenci, sve sekvence protein-kodiraju¢ih regiona su
poravnavane (eng. alignment) ru¢no u odnosu na dostupne matrice preuzete iz NCBI baze
podataka. Nije uo€eno prisustvo prevremenih stop kodona, praznina (eng. gap), pomeranja
okvira ¢itanja, kao ni prisustvo vise od dve moguce nukleotidne varijante na pojedinacnim
nukleotidnim pozicijama, Sto ukazuje da nije doslo do moguceg umnozavanja pseudogena.
Poravnanje sekvenci D petlje mtDNK izvrSeno je primenom Clustal W algoritma u okviru
programskog paketa BioEdit (Hall, 1999).

Diploidni genotipovi ispitivanih jedarnih molekularnih markera za svaku jedinku
odredeni su primenom Bajesove metode za rekonstrukciju haplotipova. Hromatogrami
nukleotidnih sekvenci vodecih i zaostajucih lanaca ispitivanih jedarnih markera su pregledani
vizuelno, i svaka pozicija koja je sadrzavala samo jedan jasan vrh (eng. peak) je posmatrana
kao homozigotna pozicija, dok je prisustvo viSe od jedne nukleotidne varijante na istoj
poziciji posmatrano kao heterozigotna pozicija, 1 kao takva je preinacivana u odgovarajuce

dvosmisleno slovo (eng. ambigious code) prema IUPAC nomenklaturi. Samo one
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nukleotidne pozicije kod kojih je visina prate¢eg vrha bila veca od 50% veli¢ine glavnog vrha
su tretirane kao prave heterozigotne pozicije. Sekvence koje su bile homozigotne, zajedno sa
dostupnim alelima/haplotipovima preuzetim iz GenBanke, koriS¢ene su kao matrica na
osnovu koje je vrSena rekonstrukcija haplotipova/alela. Za rekonstrukciju alela DQOA gena
pored homozigotnih sekvenci otkrivenih u ovoj studiji kao matrica koriS¢ene su i sve
dostupne sekvence sa NCBI baze kako bi se povecala preciznost rekonstrukcije, i to za DQOA
gen koriS¢ene su sekvence sledecih pristupnih brojeva: EU686540-544, FJ225335-346,
EU876909-945 1 MH029632-637, dok su za rekonstrukciju DQOB alela koriS¢ene sekvence
objavljene u radu Smith i1 saradnika (2011) koje nisu pohranjene u GenBank-u, ali su
dobijene od autora na li¢ni zahtev. Za rekonstrukciju alela 7LR2 gena koriS¢ene su samo
homozigotne sekvence otkrivene u ovoj studiji. Rekonstrukcija haplotipova izvrSena je
primenom PHASE algoritma (Stephens i sar., 2001) u okviru programskog paketa DnaSP
ver.6 (Rozas 1 sar., 2017). Za svaki jedarni molekularni marker radeno je 1000 ponavljanja,
sa vrednos¢u stanjivanja od 10 (eng. thinning interval), 1 oznacavanjem 1000 iteracija kao
burn-in vrednost. Budu¢i da PHASE algoritam koristi Monte Karlo Markovljeve lance (eng.
Markov Chain Monte Carlo) kako bi postavio posteriornu distibuciju potencijalnih parova
haplotipova koji mogu da objasne uocenu dvosmislenu poziciju, analiza daje verovatnocu
poverenja za svaki rekonstruisani par haplotipova. Samo parovi haplotipova sa posteriornom
verovatno¢om vecom od 0,9 su prihvatani kao “pravi” aleli, dok su aleli sa verovatno¢om
ispod 0,9 tretirani kao nedostajuci podaci u genotipovima (eng. missing data), i kao takvi nisu
ukljucivani u dalje analize molekularnog diverziteta.

Vazno je napomenuti da se u sluc¢aju genotipizacije jedarnih gena primenom metode
faziranja dobijaju haplotipovi nukleotidnih sekvenci vodeéeg i zaostajuc¢eg lanca kod svake
ispitivane jedinke, koji se nakon toga shodno vaZe¢oj nomenklaturi za imenovanje alela
kodiraju odgovaraju¢im brojem 1i tretiraju kao aleli jedarnih gena. U tom smislu, u slucaju
jedarnih gena termin haplotip moze se posmatrati izjednaceno kao i termin alel. Drugim
re¢ima, parametri molekularnog diverziteta jedarnih gena se mogu opisivati na osnovu
varijabilnosti nukleotidnih sekvenci, kada je termin haplotip preferiran, dok je termin alel
preferiran kada su opisivani parametri geneticke varijabilnosti zasnovani na definisanim

alelima.
4.3.2. Odredivanje osnovnih parametara molekularnog diverziteta

Odredivanje osnovnih parametara molekularnog diverziteta nukleotidnih sekvenci, koji
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podrazumevaju broj varijabilnih mesta, broj 1 diverzitet haplotipova, diverzitet nukleotida,
kao 1 proseCan broj nukleotidnih razlika vrSeno je u programskim paketima DnaSP 1 Arlequin
ver 3.5.2.2 (Excoffier i Lischer, 2010).

Odredivanje parametara varijabilnosti aminokiselinskih sekvenci, koji su obuhvatali broj
razli¢itih amino-kiselinskih sekvenci (oznacavanih kao proteinskih varijanti), ukupan broj
sinonimnih 1 nesinonimnih zamena, kao 1 prose¢ne evolucione udaljenosti izmedu proteinskih
varijanti na osnovu Poasonovih korigovanih distanci izvrSeno je u programskom paketu
MEGA X (Kumar i sar., 2018). Standardne greske su odredivane na osnovu 10000 bootstrap
ponavljanja.

Ucestalosti alela/haplotipova jedarnih gena, alelsko bogatstvo, uocena i ocekivana
heterozigotnost, kao i testovi za odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze odredivani su u

programskim paketima GENETIX ver. 4.05.2 (Belkhir, 2004) i GENEPOP (Rousset, 2008).

4.3.3. Analiza filogenetskih odnosa i demografske istorije

Sagledavanje filogenetskih odnosa izmedu otkrivenih haplotipova mtDNK izvrSeno je
konstrukcijom Bajesovih filogenetskih stabala u okviru programskog paketa MrBayes v3.2
(Ronquist 1 sar., 2012). Radeno je po dva ponavljanja, svako od 50.000.000 iteracija, za dva
hladna 1 dva topla Monte Karlo Markovljeva lanca, pri ¢emu su parametri modela zapisivani
pri svakoj 100.-0j iteraciji. Za svaki od ispitivanih mtDNK markera kori$¢en je odgovarajuci
model nukleotidnih supstitucija odreden u okviru programskog paketa jModelTest ver. 2
(Darriba 1 sar., 2012). Kao out grupa koriS¢ena je sekvenca mitohondrijskog genoma vrste
Lepus timidus (NCBI prisutpni broj: NC 024040). Postizanje konvergencije parametara
analize proveravano je u programskom paketu Tracer v1.7 (Rambaut i sar., 2018)
inspekcijom zapisa sadrzanih u log dokumentima, odbacivanjem 20% iteracija kao burn in
vrednost, a za konacni prikaz rezultata analize koriS¢eno je 50% majority-rule konsenzus
stablo, vizuelizovano u  programskom  paketu FigTree (dostupno na
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). U cilju sagledavanja filogenetskih odnosa izmedu
mtDNK haplotipova i definisanje haplogrupa formirana je i median-joining mreza (MJN;
Bandelt i sar., 1999) u programskom paketu PopART (Leigh i Bryant, 2015), pri ¢emu su za
odredivanje ancestralnih haplotipova kori$¢ene iste sekvence out grupa, kao 1 za konstrukciju
Bajesovih filogenetskih stabala.

Analiza demografske istorije Citavih setova sekvenci za sve ispitivane mtDNK
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markere, kao 1 u okviru svake definisane haplogrupe izvrSena je poredenjem distribucije
parova nukleotidnih razlika (engl. mismatch distribution) u okviru programa DnaSP.
Multimodalna, odnosno nepravilna distribucija parova razlika karakteritsi¢na je za populacije
koje odlikuje stabilna veli¢ina populacije, dok populacije koje prolaze kroz naglu
demografsku ekspanziju pokazuju unimodalnu distribuciju. StatistiCka znacajnost odstupanja
uocenih distribucija u odnosu na distribuciju ocekivanu pod pretpostavkom modela
populacione ekspanzije testirana je pra¢enjem znacajnosti sume kvadratnih odstupanja (SSD -
sum squared deviations) 1 indeksa rasturanja (R — raggedness index) u programu Arlequin.
Dodatno, odredivana je Fu-ova Fgs vrednost, kao i R; statistika (Ramos-Onsins 1 Rozas, 2002)
zasnovana na razlikama izmedu broja singleton mutacija 1 prosetnog broja nukleotidnih
razlika. Statisticka znacajnost Fu-ovog Fsi R, testa odredena je ispitivanjem nulte distribucije
10000 koalescentnih simulacija u okviru DnaSP programa. Statisti¢ki znac¢ajno negativne Fs i
pozitivne R, vrednosti su intepretirane kao pokazatelji populacione ekspanzije. Za sekvence
D petlje mtDNK za koje je dostupna informacija o stopi supstitucija (12,4% na milion godina
(Fickel i sar., 2008)) izvrSena je dodatna analiza demografske istorije za svaku otkrivenu
haplogrupu primenom Bajesove skyline plot metode (BSP — Bayesian skyline plot;
Drummond i sar., 2005) u okviru programskog paketa BEAST (Drummond i sar., 2013). Kao
a priori informacija za analizu koriS¢en je strict clock model sa 15 diskretnih intervala, a
uradeno je 100 miliona iteracija, sa zapisivanjem parametara modela na svakih 1000 iteracija
i odbacivanjem 25% sacuvanih iteracija kao burn-in vrednost. Dostizanje konvergencije
parametara analize je proveravano u Tracer-u. Kako je stopa supstitucija mtDNK veoma
varijabilna izmedu razlicitih sisarskih vrsta, upotreba generalne stope za mtDNK sisara od
2% po mestu na milion godina se ne preporucuje za kalibraciju molekularnog seta (Nabholz i
sar., 2009), pa analize Bajesove skyline plot metode za MT-ND2 i MT-ND6 gen nisu izvrSene
usled nepostojanja informacija o adekvatnoj mutacionoj stopi.

Haplogrupe mtDNK definisane na osnovu Bajesovog filogenetskog stabla i MJ mreza
koriS¢ene su kao populacije za odredivanje stope protoka gena na osnovu teorije
koalescencije u okviru MIGRATE-N 3.5.1 programa (Beerli, 2004). Radeno je 5 ponavljanja
primenom podrazumevanih podeSavanja za tip podataka koji ukljuc¢uje nukleotidne sekvence,
sa izuzetkom odnosa tranzicija 1 transverzija koji je emprijski odredivan za svaki ispitivani
mtDNK marker. Analiza je obuhvatala 10 kratkih lanaca duzine 100.000 stabala i tri duga
lanca duzine 1.000.000 stabala, sa burn-in vrednoS¢u od 100.000 stabala. Odredivan je
kompletan model protoka gena koji podrazumeva asimetrican protok gena i pojedinacne

vrednosti za svaku ispitvanu grupu, a prosean broj migranata izmedu grupa u oba smera,
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iskazivan pod pretpostavkom jednakog odnosa polova, kao 1 odsustva varijanse u
reproduktivnom uspehu izmedu muzjaka i zenki.

U cilju sagledavanja filogenetskih odnosa izmedu alela/haplotipova ispitivanih gena
imunskog sistema takode je formirano Bajesovo filogenetsko stablo i MJ mreza primenom
programskih paketa MrBayes i PopART. Osnovni parametri analiza su podeSavani na isti
nacin kao 1 pri analizi mtDNK (videti u tekstu iznad), a kao sekvence out grupa koriS¢ene su:
za DQA gen sekvenca humanog HLA-DQAI gena (NM_002122), za DOB gen sekvenca
humanog HLA-DQBI gena (NM_002123), a za TLR2 gen sekvenca vrste Oryctolagus
cuniculus (NM_001082781). Kako je trams-species polimorfizam opisan kao generalni
obrazac prisutan u evoluciji gena imunskog sistema (T¢Sicky 1 Vinkler, 2015), u cilju provere
postojanja alela ispitvanih gena imunskog sistema deljenih izmedu razli¢itih vrsta roda Lepus,
izvrSena je dodatna MJ analiza u kojoj su DQA, DOB i TLR2 sekvence dobijene u ovom
istrazivanju ispitivane zajedno sa dostupnim sekvencama drugih vrsta iz roda Lepus. Za DQA
gen koris¢ene su sekvence vrsta L. capensis (MH346126-142), L. timidus (EU686547-550) 1
L. granatensis (EU6865552-554), za DOB gen koriSéene su sekvence vrste L. capensis
(MH346143-168), i za TLR2 gen takode sekvence vrste L. capensis, NCBI pristupnih brojeva
MH493864-888. Kao out grupe, koris¢ene su identicne sekvence kao 1 za ukorenjavanje

Bajesovog filogenetskog stabla.

4.3.4. Analiza prostornih obrazaca distribucije molekularnog diverziteta

Odredivanje prostornih obrazaca distribucije molekularnog diverziteta markera mtDNK
izvrSeno je analizama prostornog grupisanja jedinki u geografski i genetic¢ki diferencirane
klastere u okviru paketa Geneland 3.0 (Guillot i sar., 2005), inkorporiranog u R programski
jezik (R Core Team). Geneland se zasniva na Bajesovom metodu otkrivanja geografskih
diskontinuiteta grupisuci jedinke u K broj grupa tako da se maksimalno smanji Hardi-
Vajnbergov disekvilibrijum unutar svake grupe, uzimajuci u obzir geneticke podatke zajedno
sa informacijama o geografskoj lokaciji za svaku ispitivanu jedinku. Primenjen je model
zasnovan na nezavisnim ucestalostima alela (eng. uncorrelated model), pri cemu je radeno 10
nezavisnih ponavljanja, a svako od ponavljanja podrazumevalo je 1.000.000 iteracija sa
brojem potencijalnih klastera K od 1 do 8, zapisivanjem parametara pri svakoj 100.-0j
iteraciji, i odbacivanjem 30% iteracija kao burn-in vrednost. Maksimalna stopa Poasonovih

procesa podeSena je na 251, maksimalni broj nukelusa na vrednost 753, a nesigurnost
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preciznosti geografskih lokacija na vrednost +1 km. Rezultati analiza su prikazivani
interpolacijom posteriornih verovatnoc¢a za pripadnost jedinki svakom od odredenih klastera
na geografsku mapu, pomocu R skripte preuzete od Jay i saradnika (2012).

U cilju odredivanja prostorne distribucije molekularnog diverziteta ispitivanih jedarnih
makera primenjena je prostorna analiza glavnih komponenti (engl. spatial Principal
Component Analysis (sSPCA)) u okviru paketa adegenet (Jombart, 2008) u R programskom
jeziku zasnovana na varijabilnim pozicijama. sPCA analiza predstavlja modifikovanu analizu
glavnih komponenti pri ¢emu se pored varijanse izmedu jedinki, u obzir uzima i njihova
prostorna autokorelacija. Kako ovaj metod ne zahteva odredeni geneticki model (npr. Hardi-
Vajnbergova ravnoteza) kao takav se moze primeniti i za analizu adaptivnih jedarnih markera
imunog sistema. Prostorna analiza glavnih komponenti moze ukazati bilo prisustvo globalne
strukture (koja proizilazi iz pozitivne autokorelacije), bilo lokalne strukture (koja proizilazi iz
negativne autokorelacije), a statisticka znacajnost globalne 1 lokalne strukturiranosti
ispitivana je Monte-Karlovim permutacionim testom na osnovu 10.000 ponavljanja.

Za svaku od prostorno i geneticki definisanih grupa (klastera) odredeni su osnovni
parametri molekularnog diverziteta u okviru programskih paketa DnaSP i Arlequin, kao i u
paketima GENETIX 1 GenePOP za jedarne molekularne markere, dok je geneticka
diferencijacija izmedu definisanih grupa odredivana analizom molekularne varijanse
(AMOVA), kao i poredenjem ®gt vrednosti za mtDNK markere, odnosno Fgt vrednosti za
jedarne markere na osnovu prose¢nog broja razlika, a ¢ija je statisticka znacajnost testirana na

osnovu 10.000 permutacija.
4.3.5. Detekcija signala selekcije na molekularnom nivou

Iako selekcija prepoznaje fenotip, usled njene deterministicke prirode, obrasci
varijabilnosti na nivou DNK koji su uzrokovani selekcijom, mogu se razlikovati od obrazaca
uslovljenih drugim evolucionim procesima. Kao nulta hipoteza u uoCavanju selekcije na
molekularnom nivou koristi se neutralisticka teorija molekularne evolucije (Kimura, 1983), a
svako odstupanje od obrazaca ocekivanih pod pretpostavkom ove teorije moze se
interpretirati kao selekcioni signal, buduéi da svaki od modela selekcije uslovljava specifi¢ne
promene kako u lokusima koji su pod direktnim dejstvom selekcije, tako 1 u selektivno
neutralnim lokusima koji su sa njima vezani (Kreitman, 2000). Metodi za detekciju selekcije
na molekularnom nivou se mogu klasifikovati na razli¢ite naCine, ali se najcesce grupisu u: 1.

testove zasnovane na stopama sinonimnih i nesinonimnih zamena; 2. testove zasnovane na
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spektru frekvencija; 3. testove zasnovane na gametskoj neravnotezi vezanosti, 1 4. testove
zasnovane na populacionoj diferencijaciji (Oleksyk i sar., 2010; Vitti i sar., 2013).

Testovi zasnovani na stopama sinonimnih i nesinonimnih supstitucija se koriste za
odredivanje vrednosti ®, koja predstavlja odnos dn /ds, tj. odnos stope nesinonimnih
supstitucija po mestu u odnosu na stopu sinonimnih supstitucija po mestu. Pod
pretpostavkom neutralisticke teorije molekularne evolucije odnos dx i ds je jednak 1, dok u
sluaju delovanja pozitivne selekcije odnos dn /ds postaje ve¢i od 1, odnosno u slucaju
delovanja negativne selekcije odnos dy /ds postaje manji od 1. U ovom istrazivanju koriséena
su tri pristupa za detekciju selekcije zasnovana na odredivanju ® vrednosti. U programskom
paketu MEGA , odredivana je prosec¢na vrednost parametra o za sva mesta u okviru svakog
ispitivanog protein-kodirajuceg gena, koriste¢i Nei-Gojbori metoda (Nei i Gojobori, 1986), i
primenom Jukes Cantor korekcije, pri ¢emu je znacajnost odstupanja od hipoteze jednakosti
dx 1 dg stope ispitivana Z-testom na osnovu 10000 bootstrap ponavljanja. Odredivanje ®
vrednosti 1 prisustvo pozitivne selekcije za svaki pojedinacni kodon izvrSeno je primenom
metode maksimalne slicnosti (Yang, 2000b) implementirane u codem! programu, u okviru
PAML programskog paketa (Yang, 2007). Codeml testira prisustvo pozitivne selekcije
primenom likelihood ratio testa koji poredi nultu hipotezu, tj. Neutralisticki model kod koga
nijedan kodon nema dn/ds>1 sa verovatno¢om za alternativni model u kome odredeni skup
kodona moze imati vrednost odnosa dn/ds vecu od jedan (Yang i sar.,, 2000a; Yang i
Swanson, 2002). Statisticka znacajnost je odredivana izraCunavanjem negativne vrednosti
dvostruke razlike izmedu verovatnoce za nulti model, 1 verovatnoée za alternativni model,
koristivi distribuciju vrednosti y* testa, sa brojem stepena slobode jednakom razlici u broju
odredivanih parametara (Nielsen i Yang, 1998). Poredenje likelihood ratio testa je izvrSeno
za tri nested modela i to za slede¢e modele: MO vs. M3; Mla vs. M2a i M7 vs M8. Model M0
podrazumeva jedno ® za sve kodone i predstavlja neutralni model. Model M1 odreduje
proporciju p, od kodona koji se mogu svrstati u dve klase: pp, odnosno one koji su pod
uticajem negativne selekcije gde je 0<w<I, 1 p;, odnosno one koji su selektivno neutralni.
M2 je model pozitivne selekcije, koji dodaje tre¢u klasu kodona dozvoljavajuéi vrednost
®>1. Diskretni model M3 podrazumeva tri klase kodona sa proporcijama pg, p; 1 p2, 1 tri ®
vrednosti. Model M7 se zasniva na [3 distribuciji i dozvoljava vrednost ® od 0 d 1, ali ne vece
od 1. M8 model se takode zasniva na 3 distribuciji, ali u odnosu na M7 model omogucava
dodatnu klasu kodona dozvoljavaju¢i @ vrednost vecu od 1, odnosno prisustvo pozitivne

selekcije. Statisticka znacajnost M3 modela u odnosu na neutralisticki model, koriS¢ena je za
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potvrdu prisustva dejstva selekcije u ispitivanim genima, dok su u slucajevima kada su
modeli M2 1 M8 statistiCki znacajno podrzani u odnosu na svoje nested modele sa kojima su
poredeni, signali pozitivne selekcije prihvatani samo na kodonima sa posterior vrednoséu
Bajesovog faktora viSe od 95% (Yang 1 sar., 2005). Odredivanje o vrednosti za svaki
pojedinacni kodon izvrSena je i primenom MEME (eng. Mixed Effects Model of Evolution),
FEL (eng. Fixed Effects Likelihood), SLAC (eng. Single-Likelihood Ancestor Counting), i
FUBAR (eng. Fast, Unconstrained Bayesian AppRoximation) metoda dostupnih u okviru
online platforme Datamonkey (dostupne na adresi: https://www.datamonkey.org/). Sve
analize u okviru ovog portala izvrSene su sa stablima na kojima je izvrSeno testiranje na
prisustvo rekombinacija pomocu GARD algoritma (eng. Genetic Algorithm for
Recombination Detection). Za prihvatanje dejstva selekcionog signala na odredeni kodon,
primenjivani su slede¢i pragovi statistickih znacajnosti: p<0,1 za MEME, SLAC, FEL, i
FUBAR (Kosakovsky i Frost, 2005).

Testovi zasnovani na distribuciji ucestalosti alela podrazumevaju testove neutralnosti,
Tajima’s D test (Tajima, 1989) 1 Fu i Li's F (Fu i Li, 1993) koji su odredivani u okviru
programskog paketa DnaSP. Pozitivna ili negativna direkciona selekcija deluju ka smanjenu
heterozigotnosti, rezultuju¢i u pojavi viska retkih varijanti i negativnim D vrednostima, dok u
slucaju dugorocnog dejstva balansne selekcije vrednost D postaje pozitivna.

Za odredivanje kodona pod dejstvom pozitivne selekcije kod ispitivanih jedarnih gena
primenjen je i omegaMap program (Wilson i McVean, 2006) koji omogucéava detekciju
signala prirodne selekcije, kontrolisSu¢i analizu na moguée prisustvo rekombinacionih
dogadaja. Radena su dva Monte Karlo Markovljeva lanca svaki sa 250000 iteracija, pri cemu
je 25000 iteracija odbaceno kao brun in vrednost. Kao a priori informacija stopa mutacije (p)
1 stopa tranzicija/transverzija (k) su postavljene da slede inverznu distribuciju, sa pocetnim
vrednostima 0,1 i 0,3, dok je selekcioni parametar (®), kao i stopa rekombinacija (p)
postavljena takode da prati inverznu distribuciju u opsegu vrednosti 0,01 1 20, odnosno 0,01
do 100 za p. Rezultati analize su vizuelizovani pomocu R skripte dostupne od autora programa.

Budu¢i da su rekombinacije prepoznate kao vazan mehanizam u evoluciji MHC gena, a
kako aproksimacije i pretpostavke metoda za detekciju selekcionih signala mogu biti
naruSene u njihovom prisustvu, primenjeno je nekoliko testova za otkrivanje rekombinacija
kod ispitivanih gena imunskog sistema. Program PERMUTE, u okviru omegaMap paketa
(Wilson i McVean, 2006) koriéen je za odredivanje vrednosti r°, D, i G4, na osnovu

povezanosti fizicke distance svake nukleotidne pozicije i njene gametske neravnoteze
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vezanosti. Kako su testovi rekombinacija osetljivi na primenjene metode, dodatno, prisustvo
rekombinacija je izvrSeno i primenom nekoliko metoda: RDP (Martin i Rybicki, 2000),
GENECONYV (Padidam 1 sar., 1999), MAXCHI (Smith, 1992), CHIMAERA (Posada i
Crandall, 2001) i 3SEQ (Lam i sar., 2017) implementiranih u okviru RDP4 programskog
paketa (Martin 1 sar., 2015). Sve analize su izvrSene primenom podrazumevanih podesavanja,
a statisticka znaCajnost je posmatrana na nivou poverenja od 95%, primenom standardne
Boniferonijeve korekcije za viSestruke testove. U okviru RDP4 paketa izvrSeno je i
odrediivanje stope rekombinacija (p = 4Nr) i stope mutacija (6 = 4Np), kao i1 odnosa p/0, kao
pokazatelja relativnog doprinosa rekombinacija u poredenju sa taCkastim mutacijama
(Fearnhead i Donnelly, 2001), pri ¢emu odnos p/6<1 ukazuje na veci doprinos mutacija u
evoluciji ispitivanih gena, dok odnos p/6>1 ukazuje na veci doprinos rekombinacija.

Promene u fizikohemijskim karakteristikama proteinskih varijanti ispitivanih protein-
kodiraju¢ih gena nastale kao posledica nesinonimnih aminokiselinskih zamena testirane su u
okviru programa TreeSAAP (Woolley etal., 2003), koji koristi pomeraju¢i prozor (eng.
sliding-window) za poredenje uocenih aminokiselinskih zamena u odnosu na zamene
ocekivane pod uslovom selektivne neutralnosti. Svaka aminokiselinska zamena se klasifikuje
u osam kategorija u zavisnosti od uticaja na lokalne fizicko-hemijske karateristike: kategorije
1-3 imaju mali efekat na AK karakteristike (konzervativne promene); kategorije 4 1 5 srednji
efekat, dok se kategorije od 6 do 8 oznacavaju radikalnim promenama. Z-test je koriS¢en da
ukaZze na znacajnost radikalnih promena za 20 ispitivanih fizicko-hemijskih karakteristika, pri
¢emu se pozitivne vrednosti interpretiraju signalom pozitivne selekecije, dok se negativne
vrednosti interpretiraju signalom negativne selekcije. Analize su izvrSene na prozoru veliine
10 kodona, a sa ciljem izbegavanja lazno pozitivnih rezultata, samo vrednosti Z-testa iznad ili
ispod 3,09 (p<0,001) su smatrane kao promene radikalnog tipa (McClellan i Ellison, 2010).
Da bi se utvrdio funkcionalni efekat svake fiksne aminokiselinske promene, izvrSena je i
analiza efekta proteinskih varijacija — PROVEAN (Choi 1 sar., 2015), koja sagledava
varijacije u proteinskim sekvencama sa aspekta proteinske funkcije. Prag znacajnosti testa je
postavljen na vrednost -4,1, kako bi se izbegli lazno pozitivni rezultati. Ancestralna
proteinska sekvenca odredena na osnovu MJ mreze, koriS¢ena je kao matrica, u odnosu na

koju je poredena svaka fiksna aminokiselinska zamena.
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4.3.6. Detekcija signala lokalnih adaptacija na molekularnom nivou

U cilju ispitivanja uticaja sredinskih karakteristika — klimatskih varijabli na
distribuciju proteinskih varijanti za ispitivane protein-kodiraju¢e gene M7-ND2, MT-NDo,
MHC-DQA 1 MHC-DQB koris¢en su modeli regresione analize. Klimatske promenljive su
preuzete iz globalne baze klimatskih podataka (WorldClim — Global Climate Data ver. 2,
dostupno na: http.//worldclim.org/version2) u rezoluciji od 30 sekundi. Preuzeto je 19
bioklimatskih varijabli, na osnovu kojih su odredene vrednosti na osnovu geografskih
koordinata za svaku ispitivanu jedinku. U analizama su kori$¢ene samo osnovne promenljive
klimatskih trendova (BIO1- godisnja prose¢na temperature; BIO12 — godiSnja precipitacija),
kao 1 varijable ekstremnih i/ili ograni¢avajucih sredinskih faktora (BIO5 — maksimalna
temperature najtoplijeg meseca; BIO6 — minimalna tempratura najhladnijeg meseca; BIO8 —
prosec¢na temperatura najvlaznijeg ¢etvoromesecja; BIO9 — prosecna temperatura najsuvljeg
cetvoromesecja; BIO10 - proseCna temperatura najtoplijeg cetvoromesecja; BIO11 —
proseCna temperatura najhladnijeg Cetvoromesecja; BIO13 — precipitacija najvlaznijeg
meseca; BIO14 — precipitacija najsuvljeg meseca; BIO16 — precipitacija najvlaznijeg
Cetvoromesecja, BIO17 — precipitacija najsuvljeg Cetvoromese¢ja; BIO18 — precipitacija
najtoplijeg Cetvoromesecja; BIO19 — precipitacija najhladnijeg cetvoromesecja), dok su sve
izvedene varijable 1/ili varijable koje ukazuju na sezonalnost klimatskih podataka iskljucene
iz analiza. Sve odabrane bioklimatske varijable (BIO1, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17,
18, 19) su pre daljih analiza logaritamski transformisane kako bi se smanjila varijansa i
dobila normalna distribucija reziduala. Radi lakSe intepretacije rezultata, odabrane
bioklimatske varijable koriS¢ene su za analizu glavnih komponenti zasnovanu na korelacionoj
matrici, 1 to jedna analiza glavih komponenti obuhvatila je bioklimatske varijable povezane
sa temperaturom, dok je druga analiza glavnih komponenti obuhvatila sve varijable povezane
sa precipitacijom, sa ciljem redukcije u manji broj podataka izmedu kojih postoji mali stepen
korelacije. Analiza glavnih komponenti izvrSena je u SPSS vers.20 programu (IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp), u kome je takode vrSena i
provera postojanja multikolinearnosti u podacima, primenom praga za korelacioni koeficijent
od [r] >0,7.

Kod MT-ND2 i MT-ND6 gena ispitivan je uticaj sredinskih — klimatskih faktora kao
nezavisnih varijabli na distribuciju najzastupljenijih proteinskih varijanti otkrivenih kod oba
gena. Kod ispitivanih MHC gena ispitivan je uticaj sredinskih — klimatskih faktora kao

nezavisnih varijabli na distribuciju genotipova, koji su sadrzali najzastupljenije proteinske
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varijante kod oba ispitivana gena. Dodatno kod MHC gena testiran je 1 uticaj klimatskih
faktora na distribuciju heterozigotnosti, kako pojedinacno u oba ispitivana lokusa, tako 1
efekat heterozigotnosti u oba ispitivana lokusa istovremeno. Svi testirani modeli su izvrSeni
sa kontrolom uticaja geografskog signala, uzimaju¢i uvek u obzir geografsku duzinu i
geografsku Sirinu kao kontrolne nezavisne promenljive. U zavisnosti od broja razlicitih
mogucénosti za svaku definisanu zavisnu varijablu, vrSeni su globalni binomijalni ili
multinomijalni modeli regresije u okviru programskog jezika R. Rezultati globalnog
modelovanja, koji su obuhvatili sve moguce kombinacije zavisne sa svim ispitivanim
nezasivnim promenljivama, rangirani su prema Akaiki informacionom kriterijumu
korigovanom za malu veli¢inu uzorka (AICc), a potom je izvrSeno sravnjivanje svih modela,
kako bi se odredio relativni doprinos svake od nezavisnih varijabli, odnosno RVI vrednost
(eng. relative variable importance) (Burnham 1 Anderson, 2002). Samo one nezavisne
varijable koje su pokazivale RVI vrednost vecu od 0,7 korisS¢ene su za ponovno izvrSavanje
pojedina¢nih modela bionmijalne ili multinomijalne regresije, na osnovu kojih je vrSena
interpretacija znacajnosti rezultata.

Sagledavanje funkcionalne uloge kodona kod kojih je uoc€en signal delovanja prirodne
selekcije izvrSeno je predvidanjem sekundarne strukture proteina upotrebom I[-TASSER
servera (Yang i sar., 2015). Predvidanje sekundarne strukture proteina izvrSeno je samo za
ispitivane mtDNK gene, dok je funkcionalni zna¢aj kodonskih pozicija u okviru ispitivanih
MHC gena sagledavan na osnovu homologije sa gradom 1 funkcijom MHC molekula kod

coveka na osnovu rezultata studije Bondinas i saradnika (2007).
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5. REZULTATI

U okviru istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji sagledan je molekularni diverzitet
kod 251 jedinke vrste Lepus europaeus, a na osnovu varijabilnosti Sest odabranih
molekularnih markera: tri molekularna markera smestena u mitohondrijskom genomu, kao i
tri molekularna markera jedarnog genoma. Lancana reakcija polimeraze bila je uspeSna kod
svih isptivanih jedinki za svaki od ispitivanih molekularnih markera, osim za MHC-DQB gen,
kod koga je za devet jedinki, i nakon dodatnih optimalizacija protokola, kao i ponavljanja
PCR reakcije, izostajalo umnozavanje kona¢nog produkta.

Sve dobijene nukleotidne sekvence su bile zadovoljavajuceg kvaliteta, i kao takve
koris¢ene u daljim analizama. UspeSnost genotipizacije kod jedarnih gena, kao i
rekonstrukcija gametskih faza, odnosno alela, bila je uspeSna u 99,2% slucajeva za MHC-
DQA gen, 97,93% slucajeva za MHC-DQOB gen, i u 96.81% slucajeva za TLR2 gen (Prilog
IT). Kod jedinki kod kojih je verovatnoca za rekonstruisani genotip ispitivanih jedarnih gena

bila manja od 90%, informacije o genotipu za taj lokus su tretirane kao nedostajuci podaci.
5.1. Molekularni diverzitet mitohondrijske DNK

U ispitivanom setu kombinovanom od ispitivana tri lokusa mtDNK kod 251 jedinke
vrste L. europaeus ukupne duzine 1268 bp (1270 bp sa prazninama, pri ¢emu pozicije sa
prazninama nisu ukljucivane u dalje analize) otkriveno je 136 razli¢itih mitotipova, a na
osnovu 198 varijabilnih pozicija (Tab. 1). Najvece vrednosti molekularnog diverziteta
mtDNK otkrivene su unutar D-petlje, gde je zabelezeno 114 haplotipova sa vrednoS¢u
diverziteta od 0,984, dok su najnize vrednosti parametara molekularnog diverziteta otkrivene
unutar MT-ND6 gena (Tab. 1). U pogledu odnosa broja otkrivenih razli¢itih haplotipova i
broja ispitivanih jedinki, kod M7-ND2 gena (0,12) zabeleZene su niZe vrednosti u odnosu na
vrednosti zabelezene kod MT-ND6 gena (0,22).

U okviru D-petlje mtDNK od 114 otkrivenih haplotipova, 66 su bili jedinstveni
haplotipovi, dok je najveci deo preostalih haplotipova bio prisutan u niskim ucestalostima u
opsegu od 0,79% do 1,59%. Najzastupljeniji haplotipovi su LeDL*25 sa ucestalos¢u od
6,77% 1 LeDL*3 sa ucestalos¢u od 5,58%. U okviru MT-ND2 gena od 30 otkrivenih
haplotipova 33,33% su bili jedinstveni haplotipovi, dok su najzastupljeniji haplotipovi bili
LeND2*1 sa ucestalo$¢u od 25,09% 1 haplotip LeND2*2 sa ucestalos¢u od 23,11%. Od 55
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otkrivenih haplotipova kod MT-ND6 gena, 49% su bili jedinstveni haplotipovi, dok je
haplotip LeND6*1 bio najzastupljeniji haplotip sa ucestaloScu od 43,82%.

Tabela 1. Osnovni parametri molekularnog diverziteta D petlje (DL) i gena za subjedinicu
2 1 6 NADH dehidrogenaze (ND2 i ND6) mitohondrijske DNK kod jedinki vrste Lepus
europaeus sa teritorije Evrope i Male Azije / Table 1. Molecular diversity parameters for
the mitochondrial D loop (DL) and NADH Dehydrogenase subunit 2 and 6 genes (ND2
and NDG6) in of the studied Lepus europeaus individuals from Europe and Asia Minor

DL ND2 ND6 Mitogenom

L 407 336 525 1268
S 108 34 56 198
SS 25 5 18 48
SP 83 29 38 150
n 121 34 62 217
h 114 30 55 136
Hd 0,984 0,862 0,799 0,989
n 0,030 0,012 0,007 0,016
k 12,062 4,065 3,754 19,881
GC 39,3% 40% 36,7% 38,4%

L — duzina ispitivanog segmenta / total number of sites; S — broj varijabilnih pozicija / number of polymorphic
sites; SS — broj jedinstvenih varijabilnih pozicija / singleton variable sites; SP — broj parismonijski informativnih
pozicija / number of parsimony informative sites; M - ukupni broj mutacija / fotal number of mutations; h — broj
haplotipova / fotal number of haplotypes; Hd — diverzitet haplotipova / haplotype diversity; n — diverzitet
nukleotida / nucleotide diversity; k — proseCan broj nukleotidnih razlika / average number of nucleotide
differences; %GC —sadrzaj GC parova / GC content
Prevodenjem nukleotidnih sekvenci ispitivanih protein kodiraju¢ih M7-ND2 1 MT-
ND6 gena u sekvence aminokiselina sagledani su parametri varijabilnosti na nivou
aminokiselinskih sekvenci, pri cemu su jedinstvene aminokiselinske sekvence u daljem tekstu
oznaCavane kao proteinske varijante. Ispitivani deo sekvence MT-ND2 gena odgovara
fragmentu ND2 proteina duzine 112 aminokiselina, koji obuhvata region od 69 do 180
aminokiselinske pozicije u odnosu na ¢itavu sekvencu ND2 proteina. Od 34 otkrivene
segregiraju¢e nukleotidne varijabilne pozicije, na Sest pozicija su nukleotidne promene
uzrokovale nesinonimne aminokiselinske zamene, dajuci osam razliCitih proteinskih varijanti
oznacenih slovima abecede kao ND2A-ND2H (Sl. 3). Prosecena evoluciona udaljenost
izmedu otkrivenih proteinskih varijanti iznosila je 0,008, pri ¢emu nije uocena nijedna
pozicija sa viSe od dve razli¢ite aminokiseline. Najvecu ucestalost od 78,49% imala je
proteinska varijanta ND2A, dok je proteinska varijanta ND2B bila zastupljena sa ucestaloS¢u
od 15,14%. Proteinske varijante ND2F, ND2G i ND2H su otkrivene svaka samo kod jedne
individue. Geografska distribucija proteinske varijante ND2A je ukazala na Siroku

rasprostranjenost Citavim evropskim kontinentom, dok je geografska distribucija proteinske

varijante ND2B najvecim delom bila ograni¢ena na region Male Azije (Prilog III).
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Slika 3. Poravnanje aminokiselinskih sekvenci gena za subjedinicu 2 NADH dehidrogenaze kod vrste Lepus
europaeus sa teritorije Evrope 1 Male Azije. RazliCite proteinske varijante su obeleZene slovima abecede od A
do H. / Figure 3. Amino-acid sequence alignment of the mitochondrial NADH dehydrogenase subunit 2 gene in
brown hares from Europe and Asia Minor. Different protein variants detected are labeled as A to H.

U sluc¢aju MT-ND6 gena ispitivana je kompletna nukleotidna sekvenca ovog gena,
koja prevodenjem daje ND6 protein duzine 174 aminokiseline. Od 56 nukleotidnih
segregirajucih varijabilnih pozicija, na njih 12 su nukleotidne promene vodile u nesinonimne
aminokiselinske zamene daju¢i 17 proteinskih varijanti oznacenih kao ND6A do ND6Q (SI.
4). Prosecna evoluciona udaljenost izmedu otkrivenih proteinskih varijanti iznosila je 0,007,
pri ¢emu su na dve pozicije (kodoni 4 1 102) otkrivene vise od dve razli¢ite aminokiseline.
Najvecu ucestalost od 67,13% imala je proteinska varijanta NDO6A, dok je proteinska
varijanta ND2B bila zastupljena sa ucestaloS¢u od 13,15%. Proteinske varijante ND6J-Q su
otkrivene svaka samo kod jedne individue. NajSiru geografsku distribuciju pokazala je
varijanta ND6A koja je bila rasprostranjena na teritoriji Evrope, dok je najveci broj razlicitih

proteinskih varijanti uocen na teritoriji Srbije i Bugarske (Prilog IV).
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Slika 4. Poravnanje aminokiselinskih sekvenci gena za subjedinicu 6 NADH dehidrogenaze kod vrste Lepus
europaeus sa teritorije Evrope 1 Male Azije. RazliCite proteinske varijante su obeleZene slovima abecede od A
do Q. / Figure 4. Amino-acid sequence alignment of the mitochondrial NADH dehydrogenase subunit 6 gene in
brown hares from Europe and Asia Minor. Different protein variants detected are labeled as ND6A to ND6Q.

5.1.1. Filogenetski odnosi i filogeografska struktura na osnovu varijabilnosti

nukleotidnih sekvenci mtDNK

Filogenetski odnosi izmedu otkrivenih haplotipova D petlje mtDNK, kao i
haplotipova MT-ND2 i MT-ND6 gena ukazali su na sli¢ne obrazce distribucije molekularnog
diverziteta i postojanje jakog filogeografskog signala koji razdvaja jedinke sa teritorije Male

Azije od jedinki sa teritorije Evrope. Analizom D petlje mtDNK u okviru evropske
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filogeografske grupe uocava se dodatni signal strukturiranosti razdvajaju¢i jedinke sa
teritorije Balkanskog poluostrva od jedinki sa teritorije centralne i zapadne Evrope. Sva tri
ispitivana markera mtDNK pokazala su uocljiv gradijent opadanja vrednosti parametara
molekularnog diverziteta od Anadolije, ka Balkanu, a potom dalje ka centralnoj i zapadnoj

Evropi.

5.1.1.1. Analiza sekvenci D petlje mitohondrijske DNK

Analiza filogeografske strukturiranosti vrste Lepus europaeus sa teritorije Evrope i
Male Azije na osnovu varijabilnosti sekvenci D petlje mtDNK ukazala je na prisustvo tri
haplogrupe, oznaCene kao anadolijska (AMEh), balkanska (BLh) 1 evropska haplogrupa
(cwEUh) (SI. 5, SI. 6). Grupisanje haplotipova D petlje mtDNK u odgovarajuc¢e haplogrupe
izvr§eno je na osnovu verovatnoca za pouzdanost klada dobijenih konstrukcijom Bajesovog
filogenetskog stabla primenom HKY+G+I evolucionog modela oznacenog kao onog koji
najbolje opisuje dati set podataka. Svaka od definisanih haplogrupa bila je podrzana visokim
vrednostima posteriorne verovatnoce, i to AMEh haplogrupa sa verovatno¢om od 91%, BLh
grupa sa verovatno¢om od 94% i cwEUh grupa sa verovatno¢om od 99% (SI. 5). U okviru
AMEh haplogrupe grupisali su se haplotipovi jedinki sa teritorije Turske i Izraela, kao i
haplotipovi jedinki sa teritorije isto¢ne Bugarske 1 moldavskog dela Rumunije (SI. 5, Prilog
I). U okviru BLh grupe nasle su se sekvence sa teritorije Bugarske, Grcke, Severne
Makedonije, centralnog dela Srbije, kao 1 manji deo sekvenci sa teritorije Madarske,
Rumunije i Vojvodine. U okviru cwEUh grupe grupisale su sekvence sa teritorije zapadne i
centralne Evrope, kao 1 sekvence sa teritorije severnog dela Srbije - Vojvodine.

Uoceni obrazac filogeografske strukturiranosti podrzan je i analizom MJ mreze koja
je u potpunosti potvrdila grupisanje haplotipova u gore definisane haplogrupe (S1. 6). Na
osnovu MJ mreze utvrdeno je postojanje 12 mutacionih koraka izmedu AMEh i BLh grupe,
koji povezuju jedan neuoceni haplotip sa anadolijske strane sa haplotipom LeDL*83 sa strane
BLh grupe, koji je otkriven kod dve individue iz jugoistocnog dela Srbije (SI. 6). Od 12
otkrivenih mutacionih koraka, cetiri mutacije predstavljaju dijagnosticke karaktere koji
razdvajaju AMEh grupu od BLh grupe i to mutacije na pozicijama 98, 112, 196 i 362 u
odnosu na poravnanje sekvenci koriS¢eno u ovom istrazivanju. Balkanska haplogrupa (BLh)
odvojena je od cwEUh haplogrupe preko dva mutaciona koraka (od kojih je mutacija na
pozicji 159 dijagnosticka pozicija), koji povezuju jedan neuoceni haplotip sa balkanske strane

sa haplotipom LeDL*50 koji je otkriven kod jedinki sa teritorije Belgije.
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Slika 5. Bajesovo filogenetsko stablo evolucionih odnosa izmedu haplotipova D petlje mitohondrijske DNK
jedinki vrste L. europaeus. Oznake haplotipova su date u Prilogu I. Na ¢vorovima su prikazane vrednosti
posteriorne verovatnoce. / Figure 5. Rooted Bayesian phylogenetic tree reconstructed using brown hare D loop

mtDNA haplotype sequences. Posterior probabilities are shown at the nodes. Haplotype designations in the
network correspond to those given in Appendix I.



U okviru AMEh grupe, a u manjoj meri i u okviru BLh grupe uocen je signal
retikularne evolucije sa velikim brojem neuocenih haplotipova i viSestrukim vezama izmedu

susednih haplotipova (SI. 6).
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Slika 6. Median-joining mreza haplotipova D petlje mitohondrijske DNK vrste Lepus europaeus sa
teritorije Evrope i Male Azije. Veli¢ina krugova odgovara uocenoj frekvenciji haplotipova, a krugovi
su obojeni u skladu sa pripadno$¢u odgovaraju¢im haplogrupama. Ukoliko je bilo vise od jednog
mutacionog koraka izmedu susednih haplotipova, njihov broj je prikazivan vertikalnim crtama. Crveni
krugovi odgovaraju pretpostavljenim haplotipovima. Oznake haplotipova su prikazane samo
brojevima, pri ¢emu je oznaka LeDL* podrazumevana, a objasnjenja oznaka su data u Prilogu 1. /
Figure 6. Median-joining network of the mtDNA D loop haplotypes of Lepus europaeus from Europe
and Asia Minor. Circle sizes are proportional to haplotype frequencies, and circles are coloured
according to haplogroup membership as shown in the legend. Numbers of mutational steps between
haplotypes are indicated by dashes, if more than one step is present. Red circles represent median
vectors. Haplotype names correspond to those given in Appendix 1.

Kako je koriS¢ena out grupa vrste Lepus timidus ukazala na ancestralni polozaj AMEh
grupe u odnosu na BLh i cwEUh grupu, uoceni obrazac filogeografskog grupisanja jedinki
ukazuje da jedinke BLh grupe vode poreklo od jedinki grupisanih u AMEh grupu, dok je BLh
grupa ishodiSna grupa za dalje naseljavanje centralne 1 zapadne Evrope jedinkama vrste
Lepus europaeus. Imaju¢i u vidu uoceni obrazac filogeografskog grupisanja, pozicija
haplotipa LeDL*50 koji obuhvata jedinke sa teritorije Belgije se moze smatrati
neocekivanom obzirom da prekida filogeografski poredak izmedu haplotipova LeDL*74 i

LeDL*76 otkrivenih kod jedinki sa teritorije jugoisto¢ne Srbije i Severne Makedonije, sa
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haplotipom LeDL*28, koji obuhvata jedinke sa teritorije severnog dela Srbije i Madarske.
Kako u literaturi nisu poznate informacije o mogué¢im premestanjima jedinki izmedu
balkanskih zemalja i Belgije, moguce je da pozicija haplotipa LeDL*50 predstavlja rezultat
paralelne mutacije. Naime, haplotip LeDL*50 na gotovo svim varijabilnim pozicijama nosi
nukleotidne varijante karakteristicne za cwEUh grupu, izuzev pozicije 153 na kojoj nosi
nukleotidnu varijantu koja je zastupljena u visokoj frekvenciji u BLh haplogrupi, §to moze
dovesti do vestatkog uspostavljanja intermedijarnog polozaja ovog haplotipa izmedu BLh i
cwEUh haplogrupe.

Uoceni obrazac filogeografskog grupisanja D petlje mtDNK podrzan je 1
distribucijom parametara molekularnog diverziteta. Najve¢e vrednosti parametara
molekularnog diverziteta otkrivene su u AMEh grupi, gde je kod 42 jedinke otkriven 31
haplotip sa vrednostima Hd=0,980, n=0,033 i1 k=13,376, dok su najmanje vrednosti
parametara molekularnog diverziteta otkrivene u cwEUh grupi gde je kod 155 jedinki
otkriven 51 haplotip sa vrednostima Hd=0,963, n=0,008 i k=3,333. U BLh grupi je kod 54
jedinke otkriveno 32 haplotipa sa vrednostima Hd=0,974, n=0,021 i1 k=8,654. Analiza
molekularne varijanse je ukazala da je 63,9% ukupne varijabilnosti posledica razlika izmedu
haplogrupa, dok je 36,10% varijacija posledica razlika unutar svake od ispitivanih

haplogrupa, sa prosecnom ®gr vrednoséu od 0,639 (p<0,001).

5.1.1.2. Analiza sekvenci gena za subjedinicu 2 NADH dehidrogenaze

Na osnovu analize filogenetskih odnosa izmedu otkrivenih haplotipova MT-ND2 gena
konstrukcijom Bajesovog filogenetskog stabla uoceno je postojanje dve velike haplogrupe,
oznacene kao anadolijska (AMEh) i evropska (EUh), koje su podrZzane sa maksimalnim
vrednostima posteriornih verovatnoca (SI. 7). Bajesovo filogenetsko stablo je konstruisano na
osnovu HKY evolucionog modela koji je oznaen kao model koji najbolje opisuje dati set
podataka. AMEh grupa je obuhvatila 41 jedinku sa teritorije Turske, Izraela i isto¢nih delova
Bugarske i Rumunije, dok su se u okviru evropske grupe (EUh) nasle sve preostale jedinke
koje su geografski iskljuCivo uzorkovane na teritoriji Evrope. U okviru AMEh haplogrupe
otkriveno je 13 haplotipova sa vrednostima Hd = 0,885, = = 0,008 i k = 2,833, dok je u
evropskoj haplogrupi kod 210 jedinki pronadeno 17 haplotipova sa vrednostima Hd = 0,807,
n = 0,005 1 k = 1,881. Filogeografska strukturiranost u haplogrupe AMEh i EUh na osnovu
analize sekvenci MT-ND?2 gena podrzana je i analizom molekularne varijanse koja je ukazala

visok nivo geneticke diferencijacije (Dg7=0,783, p<0,001) izmedu ovih grupa, sa 78,31%
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varijabilnosti usled razlika izmedu samih grupa, 1 samo 21,69% varijacija kao posledica

varijabilnosti unutar svake od posmatranih grupa.
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Slika 7. Bajesovo filogenetsko stablo evolucionih odnosa izmedu haplotipova MT-ND2 gena vrste L. europaeus.
Oznake haplotipova su date u Prilogu I. Na ¢vorovima su prikazane vrednosti posteriorne verovatnoce. / Figure
7. Rooted Bayesian phylogenetic tree reconstructed using brown hare MT-ND2 haplotype sequences. Posterior
probabilities are shown at the nodes. Haplotype designations in the network correspond to those given in
Appendix L.

Grupisanje haplotipova u odgovaraju¢e haplogrupe podrzano je i na osnovu MJ mreze
(S1. 8). AMEh grupa je od BLh grupe razdvojena sa pet mutacionih koraka, pri cemu se svaki
od ovih mutacionih koraka moZze smatrati dijagnostickim karakterom za razdvajanje obe
grupe. Veza izmedu AMEh i EUh grupe ostvarena je izmedu haplotipa LeND2*22 (otkriven
kod jedinke iz zapadnog dela Turske) sa anadolijske strane i neotkrivenog haplotipa sa
evropske strane, od koga polazi haplotip LeND2*17 otkriven kod jedinki sa severozapada

Bugarske.
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Slika 8. Median-joining mreza haplotipova gena za subjedinicu 2 NADH dehidrogenaze mitohondrijske DNK
vrste Lepus europaeus sa teritorije Evrope 1 Male Azije. Veli¢ina krugova odgovara uocenoj frekvenciji
haplotipova, a krugovi su obojeni u skladu sa pripadnos¢u odgovaraju¢im haplogrupama. Ukoliko je bilo vise od
jednog mutacionog koraka izmedu susednih haplotipova, njihov broj je prikazivan vertikalnim crtama. Crveni
krugovi odgovaraju pretpostavljenim haplotipovima. Isprekidanim linijjama su zaokruzeni haplotipovi koji
odgovaraju proteinskim varijantama ND2A-H. Oznake haplotipova su prikazane samo brojevima, pri cemu je
oznaka LeND2* podrazumevana, a objasnjenja oznaka su data u Prilogu 1. / Figure 8. Median-joining network
of the mitochondrial NADH Dehydrogenase subunit 2 gene sequences of Lepus europaeus from Europe and
Asia Minor. Circle sizes are proportional to haplotype frequencies, and circles are coloured according to
haplogroup membership as shown in the legend. Numbers of mutational steps between haplotypes are indicated
by dashes, if more than one step is present. Red circles represent median vectors. Dashed lines encircle different
protein variants coded as ND2A to ND2H. Haplotype names correspond to those given in Appendix 1.

Na osnovu Bajesovog filogenetskog stabla, kao 1 MJ mreze u okviru EUh grupe moze
se uociti signal substrukturiranosti i izdvajanje tri podgrupe, formirane oko haplotipova
LeND2*1, LeND2*4 i LeND2*10 (SI. 8). U okviru podgrupe koju ¢ine haplotipovi grupisani
oko haplotipa LeND2*10 nasle su se pretezno sekvence jedinki sa teritorije Grcke, Bugarske
1 juznog 1 centralnog dela Srbije. U okviru podgrupe skoncentrisane oko haplotipa LeND2*4
grupisale su se sekvence jedinki sa teritorije centralne Srbije i Vojvodine, Madarske,
Rumunije, Austrije, Ceke i Slovacke. Podrgupa skoncentrisana oko haplotipa LeND2*1
obuhvatila je pretezno sekvence sa teritorije Belgije, Francuske, Nemacke 1 Holandije, ali i
sekvence sa teritorije Ceske, centralnog dela Srbije i Austrije. Ancestralni polozaj u mreZi
zauzela je AMEh grupa, na osnovu ukorenjavanja mreze sekvencom MT7-ND2 gena vrste
Lepus timidus. UoCena geografska substrukturianost u okviru evropske haplogrupe, kao i
ancestralnost AMEh grupe, pokazuje da je AMEh grupa bila izvoriSna za naseljavanje

jugoistocnog dela Evrope, koja je dalje delovala kao izvoriSna grupa za naseljavanje
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centralnog dela Evrope, a jedinke centralnog dela Evrope dalje delovale kao ishodisna grupa

za kolonizaciju zapadnog dela Evrope.

5.1.1.3. Analiza sekvenci gena za subjedinicu 6 NADH dehidrogenaze mitohondrijske DNK

Na osnovu Bajesovog filogenetskog stabla MT-ND6 gena mitohondrijske DNK
otkriveno je prisustvo dve haplogrupe oznacene kao anadolijska (AMEh) i evropska (EUh)
haplogrupa, koje su podrzane visokim vrednostima posteriornih verovatnoca (Sl. 9).
Bajesovo filogenetsko stablo je formirano na osnovu HKY+G evolucionog modela
odredenog kao onog koji najbolje opisuje ispitivani set sekvenci. Grupisanje sekvenci u
okviru haplogrupa AMEh i1 EUh bilo je komplementarno kao i u slu¢aju kod MT-ND2 gena.
U okviru AMEh haplogrupe bile su sekvence jedinki sa teritorije Turske, Izraela, kao 1
istocnih delova Rumunije i Bugarske, dok su se sekvence preostalih jedinki grupisale u
okviru haplogrupe EUh. Kod 210 jedinki u okviru EUh grupe pronaden je 31 haplotip sa
vrednostima Hd = 0,714, = = 0,003 1 k = 1,475, dok je kod 41 jedinke iz AMEh grupe
otkriveno 24 haplotipa sa vrednostima Hd = 0,965, = = 0,008 i k = 4,483. Geneticka
diferencija izmedu haplogrupa je bila visoka sa ®@gr vrednoséu od 0,686 (p>0,001).

Uoceni obrazac grupisanja podrzala je i MJ analiza (SI. 10), koja je ukazala na
prisustvo pet mutacionih koraka koji povezuju jedan neotkriveni haplotip sa anadolijske
strane, sa najzastupljenijim haplotipom sa evropske strane, haplotipom LeND6*18. Cetiri
pozicije (183, 303, 376, 390 1 474) od prisutnih pet su dijagnosticke pozicije koje
nedvosmisleno razdvajaju haplotipove AMEh grupe od EUh grupe. MJ mreza nije ukazala na
postojanje jasnih signala dodatnog substrukturiranja u okviru EUh grupe, kao u sluc¢aju MJ
mreze MT-ND2 gena. Ukorenjavanje MJ mreze sekvencom MT7-ND6 gena vrste Lepus
timidus, ukazalo je takode na ancestralni polozaj haplogrupe AMENh, i njen ishodisni karakter

u odnosu na EUh haplogrupu kao evolutivno izvedenu mladu haplogrupu.
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Slika 9. Bajesovo filogenetsko stablo evolucionih odnosa izmedu haplotipova M7-ND6 gena vrste L. europaeus.
Oznake haplotipova su date u Prilogu I. Na ¢vorovima su prikazane vrednosti posteriornih verovatnoca. Figure
9. Rooted Bayesian phylogenetic tree reconstructed using brown hares MT-ND6 haplotype sequences. Posterior
probabilities are shown at the nodes. Haplotype designations in the network correspond to those given in

Appendix 1.
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Slika 10. Median-joining mreza haplotipova gena za subjedinicu 6 NADH dehidrogenaze mitohondrijske DNK
vrste Lepus europaeus sa teritorije Evrope 1 Male Azije. Veli¢ina krugova odgovara uocenoj frekvenciji
haplotipova, a krugovi su obojeni u skladu sa pripadnoséu odgovaraju¢im haplogrupama. Ukoliko je bilo vise od
jednog mutacionog koraka izmedu susednih haplotipova, njihov broj je prikazivan vertikalnim crtama. Crveni
krugovi odgovaraju pretpostavljenim haplotipovima. Isprekidanim linija su zaokruzeni haplotipovi koji
odgovaraju proteinskim varijantama ND6A-Q. Oznake haplotipova su prikazane samo brojevima, pri cemu je
oznaka LeND6* podrazumevana, a objasnjenja oznaka su data u Prilogu 1. / Figure 10. Median-joining network
of the mitochondrial NADH Dehydrogenase subunit 6 gene sequences of Lepus europaeus from Europe and
Asia Minor. Circle sizes are proportional to haplotype frequencies, and circles are coloured according to
haplogroup membership as shown in the legend. Numbers of mutational steps between haplotypes are indicated
by dashes, if more than one step is present. Red circles represent median vectors. Dashed lines encircle different
protein variants coded as ND6A to ND6Q. Haplotype names correspond to those given in Appendix 1.

5.1.2. Karakteristike demografske istorije

Analiza grafika parova nukleotidnih razlika (engl. mismatch analysis) pokazala je
unimodalni obrazac distribucije u sve tri evropske haplogrupe definisane na osnovu
varijabilnosti tri ispitivana mtDNK markera (SI. 11), kao i u AMEh grupi definisanoj na
osnovu varijabilnosti sekvenci MT-ND6 gena, jasno ukazuju¢i na signal populacione
ekspanzije u ovim haplogrupama. Signal populacione ekspanzije u pomenutim haplogrupama
podrzan je i statisticki znaCajno negativnim vrednostima Fu-ovog Fg testa, kao 1 statiscki
znaajno pozitivnim vrednostima R, parametra. Multimodalni obrazac distribucije parova
nukleotidnih razlika u AMEh i BLh haplogrupi definisanoj na osnovu varijabilnosti sekvenci
D petlje mtDNK, kao i AMEh grupi definisanoj na osnovu varijabilnosti M7T-NDZ2 sekevenci
ukazao je na model populacione stabilnosti. PredloZzeni obrasci distribucije nukleotidnih

razlika podrzani su i na osnovu SSD vrednosti, koje statisticki nisu odbacile model ekspanzije
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ni u jednoj od posmatranih haplogrupa, osim u slu¢aju AMEh grupe definisane na osnovu

sekvenci D petlje mtDNK (SI1. 11).
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Slika 11. Grafici mismatch distribucije za definisane haplogrupe vrste Lepus europaeus na osnovu varijabilnosti
sekvenci D petlje mitohondrijske DNK (a), MT-ND2 gena (b) i MT-ND6 gena (c). Na ordinati su prikazani
brojevi parova nukleotidnih razlika, a njihove relativne frekvencije na apscisi. Zelenom linijom prikazane su
ocekivane vrednosti, dok su crvenom linije prikazane uocene vrednosti. / Figure 11. Mismatch distributions of
the defined haplogroups of brown hares based on the mitochondrial D loop sequences (a), MT-ND2 sequences
and MT-ND6 sequences (c). The X-axis represents the number of pairwise differences, and the Y-axis represents
the relative frequencies of pairwise comparisons.The green line corresponds to the expected frequencies, and
the red line corresponds to the frequencies observed.

Bajesov skyline grafik formiran na osnovu varijabilnosti sekvenci D petlje mtDNK
ukazao je na jasan signal populacione ekspanzije u cwEUh grupi koji zapocinje pre oko 9.000
godina (SI. 12). U okviru BLh grupe uocava se blaga populaciona ekspanzija poc¢ev od pre
oko 20.000 godina, dok je u AMEh grupi uocCen signal ekspanzije koji zapocinje pre oko
55.000 godina. Vremensko datiranje demografske istorije za svaku od tri haplogrupe ukazuje

da je AMEh grupa evoluciono najstarija, dok je cwEUh evoluciono najmlada.
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Slika 12. Bajesov skyline grafik promena u efektivnoj veli¢ini populacije za tri haplogrupe definisane na osnovu
varijabilnosti sekvenci D petlje mitohondrijske DNK kod vrste Lepus europaeus. / Figure 12. Bayesian skyline
plots showing the change in effective female population size for each haplogroup defined based on the
variability of mitochondrial D loop sequences in brown hares from Europe and Asia Minor. Solid lines show the
median estimate, while light lines show the 95% highest posteriror density interval.

Stepen protoka gena tokom evolucione istorije definisanih haplogrupa odreden je na

osnovu koalescentnog pristupa u Migrate-N programu, a ukazao je na izrazito jak signal

Slika 13. Graficki prikaz protoka gena na osnovu M vrednosti izmedu definisanih haplogrupa vrste Lepus
europaeus. Crvenom bojom prikazane su vrednosti za D petlju mitohondrijske DNK, zelenom bojom za MT-
ND2, a plavom bojom za MT-ND6 gen. / Figure 13. Graphical summary showing the results of gene flow
analyses based on the pairwise gene flow estimates M between brown hare haplogroups. Arrows indicates
direction of gene flow. The red colour corresponds to the mitochondrial D loop sequences, the green to the MT-
ND?2 and the blue to the MT-NDG6 gene.

5.1.3. Prostorni obrasci distribucije molekularnog diverziteta mitohondrijske DNK

Postojanje geneticki i geografski homogenih grupa testirano je primenom Bajesovog

algortima za grupisanje jedinki u okviru Geneland programa, koji pored genetickih podataka,
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uzima u obzir i geografske koordinate ispitivanih jedinki, te daje posteriornu verovatnocu za
pripadnost odgovaraju¢im klasterima. Komplementarni obrasci prostornog grupisanja jedinki
uoceni su analizom sekvenci D petlje mtDNK 1 M7-ND2 gena, dok je analiza sekvenci M7-
ND6 gena ukazala na drugaciji prostorni obrazac molekularnog diverziteta. Bez obzira na
uoceni prostorni obrazac, svi ispitivani markeri mtDNK su ukazali na postojanje gradijenta
opadanja vrednosti parametara molekularnog diverziteta od Anadolije ka jugoistocnoj Evropi,
a potom dalje ka centralnoj i zapadnoj Evropi.

Na osnovu Bajesove analize klasterovanja sekvenci D petlje mtDNK kod vrste Lepus
europaeus sa teritorije Evrope 1 Male Azije uoceno je postojanje Cetiri prostorno i geneticki
diferencirane grupe (Sl. 14), koje su na osnovu geografskih lokacija jedinki ¢lanova svake
grupe oznacene kao: anadolijska grupa (AM), jugoisto¢no-evropska grupa (SEE), centralno-
evropska grupa (CE) i zapadno-evropska grupa (WE). Sve jedinke su pokazale visoke
vrednosti posteriorne verovatnoce (>90%) za pripadnost dodeljenim prostornim grupama,
izuzev jedinki iz istone Rumunije kod kojih je verovatno¢a za pripadnost jugoistocno-
evropskoj grupi iznosila oko 50%, verovatnoca za pripadnost anadolijskoj grupi iznosila oko
36%, dok je preostalih oko 12% ukazivalo na pripadnost centralno-evropskoj grupi (Sl. 14).

Najvece vrednosti parametara genetiCke varijabilnosti otkrivene su u AM grupi, dok
je najmanji nivo varijabilnosti otkriven u WE grupi (Tab. 2). Uoceni nivo prostornog
grupisanja podrzan je i analizom molekularne varijanse, koja je ukazala da je 45% varijacije
komponenata posledica razlika izmedu uocenih grupa, sa prosecnom ®gr vrednoscéu od 0,451
(p<0,001). Najveéi nivo geneticke diferencijacije otkriven je izmedu AM 1 WE grupe, dok je
najmanji nivo geneticke diferencijacije otkriven izmedu CE i WE grupe (Tab. 3). Sve ®gr

vrednosti su bile statisticki signifikante (p<0,001).
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Slika 14. Mapa distribucije posteriornih verovatnoéa za pripadnost jedinki vrste Lepus europaeus
odgovaraju¢im klasterima oznacenim razliitim bojama na osnovu prostorne analize sekvenci D petlje
mitohondrijske DNK. Najtamniji regioni odgovaraju najve¢im verovatnoama za pripadnost grupama.
Geografske lokacije jedinki su predstavljene crnim tackama. AM - Anadolija/Bliski Istok, SEE — jugoisto¢no-
evropska grupa; CE — centralno-veropska grupa; WE — zapadno-evropska grupa. / Figure 14. Map of posterior
probabilities of cluster membership based on spatial clustering of mitochondrial D loop sequences in brown
hares from Europe and Asia Minor. Darker areas correspond to higher probability to belong to the demersal
cluster, while sampling locations are indicated by black dots. AM — Anatolia /Middle East cluster, SEE — southeastern
Europe; CE — central Europe; WE — western Europe.

Tabela 2. Osnovni parametri molekularnog diverziteta za prostorne grupe vrste Lepus
europaeus odredene na osnovu analize sekvenci D petlje mitohondrijske DNK. / Table 2.
Molecular diversity indices of the brown hare spatial groups as determined by the spatial
clustering of D loop mitochondrial sequences.

AM SEE CE WE
n 34 63 97 57
h 25 40 37 19
Hd 0,973 0,981 0,938 0,936
v 0,036 0,030 0,012 0,006
k 14,891 12,326 4,891 2,663

n — broj individual / sample size; h — broj haplotipova / total number of haplotypes; Hd — diverzitet
haplotipova / haplotype diversity; m — diverzitet nukleotida / nucleotide diversity; k — prosecan broj
nukleotidnih razlika / average number of nucleotide differences

AM - Anadolija/Bliski Istok / Anatolia /Middle East cluster, SEE — jugoisto¢no-evropska grupa/
southeastern Europe; CE — centralno-veropska grupa / central Europe; WE — zapadno-evropska grupa/
western Europe
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Tabela 3. Vrednosti geneticke diferencijacije na osnovu ®gr
parametra izmedu prostornih grupa definisanih analizom
sekvenci D petlje mitohondrijske DNK vrste L. europaeus
ispod dijagonale, kao i broj migranata po generaciji prikazan
sa gornje strane dijagonale. / Table 3. Pairwise @gr values
between brown hare spatial groups revelaed by the analysis of
D loop mitochodniral sequences below diagonal, and their
respective average number of migrants per generation above

diagonal.
AM SEE CE WE
AM 0,65 0,32 0,26
SEE 0,444 1,67 1,08
CE 0,677 0,250 2,15
WE 0,703 0,309 0,176

AM — Anadolija/Bliski Istok / Anatolia /Middle East cluster, SEE — jugoistotno-
evropska grupa/ southeastern Europe; CE — centralno-veropska grupa / central
Europe; WE — zapadno-evropska grupa/ western Europe
Analiza distribucije molekularnog diverziteta na osnovu prostornog grupisanja
sekvenci MT-ND?2 gena ukazala je na sliCan obrazac kao 1 analiza sekvenci D petlje mtDNK,
odnosno prisustvo cetiri ve¢ definisane prostorne grupe: anadolijska grupa (AM),
jugoistocno-evropska grupa (SEE), centralno-evropska grupa (CE) i zapadno-evropska grupa
(WE) (SI. 15). Pripadnost individua prostornim grupama u najve¢em broju slucajeva bila je
podrzana sa verovatno¢ama vecim od 90%, osim u slucaju jedinki sa teritorije istocne
Bugarske koje su verovatno¢om od oko 63% zdruzene u AM grupu, dok je preostalih 37%
predlagalo njihovo zdruzivanje u jugoistocno-evropsku SEE grupu. Takode, jedinke sa
teritorije istocne Rumunije su na osnovu prostorne analize MT-ND2 sekvenci zdruzene u CE
grupu sa verovatno¢om od oko 85%, dok je preostalih 15% ukazivalo na njihovo grupisanje u
AM grupu. Vrednosti parametara molekularnog diverziteta bile su najvece u okviru AM
grupe, dok su najmanje vrednosti parametara molekularnog diverziteta uocene u okviru WE
grupe (Tab. 4). Najmanja geneticka diferencija uocena je izmedu SEE i1 CE grupe, dok je
najveca geneticka diferencija uocena izmedu AM 1 WE grupe (Tab. 5). Uoceni prostorni
obrazac podrzala je i analiza molekularne varijanse koja je ukazala da je svega 30,33%
varijabinosti posledica razlika unutar grupa, dok je 69,67% varijabilnosti posledica razlika

izmedu grupa, sa prose¢nom vredno$¢u @gr parametra od 0,697 (p<0,001).
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Slika 15. Mapa distribucije posteriornih verovatnoc¢a za pripadnost jedinki vrste Lepus europaeus
odgovarajuc¢im klasterima oznacenim razli¢itim bojama na osnovu prostorne analize sekvenci MT-ND2
gena mitohondrijske DNK. Najtamniji regioni odgovaraju najveé¢im verovatnoama za pripadnost
grupama. Geografske lokacije jedinki su predstavljene crnim tackama. AM — Anadolija/Bliski Istok, SEE —
jugoisto¢no-evropska grupa; CE — centralno-veropska grupa; WE — zapadno-evropska grupa. / Figure 15. Map
of posterior probabilities of cluster membership based on spatial clustering of mitochondrial NADH
Dehydrogenase subunit 2 gene sequences in brown hares from Europe and Asia Minor. Darker areas
correspond to higher probability to belong to the demersal cluster, while sampling locations are
indicated with black dots. AM — Anatolia /Middle East cluster, SEE — southeastern Europe; CE — central
Europe; WE — western Europe.

Tabela 4. Osnovni parametri molekularnog diverziteta za prostorne grupe vrste Lepus
europaeus odredene na osnovu analize sekvenci M7T-ND2 gena. / Table 4. Molecular diversity
indices of the brown hare spatial groups determined by the spatial clustering of MT-ND2gene

sequences.
AM SEE CE WE
n 35 61 93 62
h 11 15 11 4
Hd 0,859 0,843 0,634 0,212
U 0,007 0,005 0,005 0,001
k 2,363 1,776 1,851 0,313

n — broj individua / sample size; h — broj haplotipova / total number of haplotypes; Hd — diverzitet
haplotipova / haplotype diversity; m — diverzitet nukleotida / nucleotide diversity; k — proseCan broj
nukleotidnih razlika / average number of nucleotide differences

AM — Anadolija/Bliski Istok / Anatolia /Middle East cluster, SEE — jugoistocno-evropska grupa/
southeastern Europe; CE — centralno-veropska grupa / central Europe; WE — zapadno-evropska grupa/
western Europe
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Tabela 5. Vrednosti geneticke diferencijacije na osnovu @gr
parametra izmedu prostornih grupa definisanih analizom
sekvenci MT-ND2 gena vrste L. europaeus ispod dijagonale, kao
i broj migranata po generaciji prikazan sa gornje strane
dijagonale. / Table 5. Pairwise @srvalues between brown hare
spatial groups revelaed by the analysis of MT-ND2 gene
sequences below diagonal, and their respective average number
of migrants per generation above diagonal.

AM SEE CE WE
AM 0,08 0,08 0,04
SEE 0,767 0,75 0,11
CE 0,776 0,249 0,15
WE 0,899 0,699 0,597

AM - Anadolija/Bliski Istok / Anatolia /Middle East cluster, SEE —
jugoistocno-evropska grupa/ southeastern Europe; CE — centralno-
veropska grupa / central Europe; WE — zapadno-evropska grupa/
western Europe

Analiza distribucije molekularnog diverziteta na osnovu prostornog grupisanja
sekvenci MT-ND6 gena ukazala je na prisustvo Cetiri prostorne grupe, koje su na osnovu
geografskih lokacija jedinki ¢lanova svake grupe oznacene kao: anadolijska grupa (AM),
isto¢no-evropska grupa (EE), juznoevropska grupa (SE) 1 zapadno-centralno evropska grupa
(WCE) (S1. 16). Najve¢i deo jedinki zdruzen je odgovaraju¢im grupama na osnovu visokih
vrednosti posteriornih verovatnoca (>90%). Nize vrednosti posteriornih verovatnoca
karakterisale su neke od jedinki locirane u granicnim regionima susednih klastera. Jedinke sa
teritorije severne Bugarske su verovatno¢om od 83% zdruzene SE grupi, dok je verovatnoca
za njihovu pripadnost EE grupi iznosila oko 16%. Jedinke sa teritorije istoéne Rumunije
zdruzene su EE grupi na osnovu posteriornih verovatnoc¢e od oko 71%, dok je preostalih oko
18% ukazivalo na njihovu pripadnost CWE grupi. Nize vrednosti posterior verovatnoce
pokazale su 1 jedinke sa teritorije severoistoka Turske, koje su verovatno¢om od oko 82%
zdruZene anadolijskoj grupi, dok je oko 15% posteriorne verovatnoce ukazivalo na njihovu
pripadnost EE grupi.

Najvece vrednosti parametara molekularnog diverziteta otkrivene su u EE grupi, iako
je najveci diverzitet haplotipova uocen u AM grupi (Tab. 6). Uoceni obrazac prostornog
grupisanja podrzan je i analizom molekularne varijanse koja je ukazala na 59,37% varijacija
kao posledicu razlika izmedu grupa, dok je 40,63% varijacija bilo usled razlika unutar svake
od grupa, sa prosecnom dgt vrednoscu od 0,694. Najveca geneticka diferencijacija uocena je
izmedu AM i CWE grupe, dok je najmanji nivo geneticke diferencijacije uocen izmedu EE i

AM grupe (Tab. 7).
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Slika 16. Mapa distribucije posterior verovatnoca za pripadnost jedinki vrste Lepus europaeus odgovaraju¢im
klasterima oznacenim razli¢itim bojama na osnovu prostorne analize sekvenci M7-ND6 gena mitohondrijske
DNK. Najtamniji regioni odgovaraju najve¢im verovatnoama za pripadnost grupama. Geografske lokacije
jedinki su predstavljene crnim tackama. AM — Anadolija/Bliski Istok; SE — juzno-evropska grupa; EE — isto&no-
evropska grupa; CWE — zapadno-centralno-evropska grupa. / Figure 16. Map of posterior probabilities of cluster
membership based on spatial clustering of mitochondrial NADH Dehydrogenase subunit 6 gene sequences in
brown hares from Europe and Asia Minor. Darker areas correspond to higher probability to belong to the
demersal cluster, while sampling locations are indicated with black dots. AM —Anatolia /Middle East cluster, SE —
southern Europe; EE — eastern Europe; CWE — central and western Europe cluster.

Tabela 6. Osnovni parametri molekularnog diverziteta za prostorne grupe vrste Lepus
europaeus odredene na osnovu analize sekvenci MT-ND6 gena. / Table 6. Molecular diversity
indices of the brown hare spatial groups as determined by the spatial clustering of MT-
NDG6gene sequences.

AM SE EE CWE
n 28 43 22 158
h 18 13 11 20
Hd 0,960 0.850 0,883 0,573
v 0,008 0,004 0,014 0,002
k 4,251 2,038 7,619 0,962

n — broj individua / sample size; h — broj haplotipova / total number of haplotypes; Hd — diverzitet
haplotipova / haplotype diversity; m — diverzitet nukleotida / nucleotide diversity; k — prosecan broj
nukleotidnih razlika / average number of nucleotide differences

AM - Anadolija/Bliski Istok / Anatolia /Middle East cluster, SE — juzno-evropska grupa/ southern
Europe; EE — istoéno-evropska grupa / eastern Europe; CWE — zapadno-centralno-evropska grupa/
central and western Europe
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Tabela 7. Vrednosti geneticke diferencijacije na osnovu @gr
parametra izmedu prostornih grupa definisanih analizom
sekvenci MT-ND6 gena vrste L. europaeus ispod dijagonale, kao
i broj migranata po generaciji prikazan sa gornje strane
dijagonale. / Table 7. Pairwise @sr values between the brown
hare spatial groups as revelaed by the analysis of MT-ND6 gene
sequences below diagonal, and their respective average number
of migrants per generation above diagonal.

AM EE SE CWE
AM 0.84 0,11 0,1
EE 0,237 0,43 0,45
SE 0,705 0,423 0,86
CWE 0,818 0,589 0,273

AM - Anadolija/Bliski Istok / Anatolia /Middle East cluster, SE —
juzno-evropska grupa/ southern Europe; EE — isto¢no-evropska grupa /
eastern Europe; CWE — zapadno-centralno-evropska grupa/ central and
western Europe

5.1.4. Detekcija signala dejstva prirodne selekcije na mtDNK gene

Testovi neutralnosti za sekvence M7-ND2 gena nisu statisticki znacajno odbacili
neutralisticku teoriju molekularne evolucije ni za jedan od ispitivanih testova, dok je kod MT-
NDG6 gena utvrdeno statistiCko znacCajno odstupanje za svaki primenjeni test, potvrdujuci

signal delovanja prirodne selekcije (Tab. 8).

Tabela 8. Rezultati testova neutralnosti za sekvence gena za subjedinice 2 i 6
mitohondrijske NADH dehidrogenaze kod vrste Lepus europaeus. / Table 8. Results
of the neutrality tests for the mitochondrial NADH subunit 2 and 6 genes in brown

hares.

MT-ND2 MT-ND6
Tajima D -0,761 -1.868"
Fuand Li’s D* 0,223 2,153
Fu and Li’s F* -0,238 2,432
<0.05

Na osnovu Z testa selekcije, razlika izmedu prosecnog broja nesinonimnih 1
sinonimnih supstitucija je statisticki znacajno odbacila hipotezu neutralnosti (p<0,001). Kod
oba ispitivana gena, odnos nesinonimnih i sinonimnih supsitucija je bio statisti¢ki znacajno
manji od 1, ukazujuéi na dejstvo negativne selekcije, 1 to kod MT-ND2 gena vrednost Z testa
je iznosila 3,47 (p=0,003), dok je za MT-ND6 gen vrednost Z testa iznosila 3,91 (p<0,001) u
korist alternativne hipoteze negativne selekcije.

Testovi prisustva selekcije zasnovani na analizama pojedinacnih kodona na web

portal-u Datamonkey kod MT-ND2 gena nisu ukazali na statisticki znacajno prisustvo
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delovanja pozitivne selekcije nijednom od primenjenih metoda (MEME, FEL, SLAC i REL
metoda), dok je uoCen statisticki znacCajan signal delovanja negativne selekcije, 1 to na
kodonima 116 (p=0,02) i 130 (p=0,08) kada je primenjen FEL metod, odnosno na kodonu
116 (p=0,09) kada je primenjen SLAC metod. Analizom sekvenci MT-ND6 gena signal
pozitivne selekcije je uofen samo na kodonu 102 primenom REL metode, dok je signal
negativne selekcije potvrden na kodonima 19, 138 1 167 kada je primenjena SLAC metoda,
odnosno na pozicijama 3, 9, 18, 28, 62, 90, 94, 123, 167 1 172 kada je primenjena FEL
metoda. GARD analiza nije ukazala na postojanje rekombinacionih dogadaja ni u jednom od
ispitivanih gena (MT-ND2, MT-ND6).

PAML analiza je odbacila nultu hipotezu neutralnosti kod oba ispitivana gena,
ukazujuéi na prisustvo signala pozitivne selekcije (Tab. 9). Kod MT7-ND2 gena likelihood-
ratio testovi su bili statisticki znacajni prilikom poredenja oba modela koji dozvoljavaju
signal pozitivne selekcije, dok je poredenje ugnjezdenih modela selekcije kod MT-ND6 gena
bilo statisticki znac¢ajno samo kada je poreden model M1 sa modelom M2 (Tabela 9). Prateci
vrednosti Bajesovog empirijskog faktora vece od 95%, kod MT-ND2 gena signal pozitivne
selekcije uocen je samo na kodonu 147 sa ® vrednos¢u od 5,29, dok je u okviru MT-ND6

gena signal pozitivne selekcije uocen na kodonu 102 sa ® vrednos¢u od 3,01.

Tabela 9. Rezultati PAML analize za mitohondrijske gene za subjedinicu 2 i 6 NADH
dehidrogenaze kod vrste Lepus europaeus. / Table 9. Results of the PAML analyses for the
mitochondrial NADH subunit 2 and 6 genes in brown hares.

2AInL df p(2ALnl) ®>1
MO vs. M3 39,25 4 p<0.01
MT-ND2 M1 vs. M2 -6.40 2 p<0.01 147
M7 vs. M8 -12.66 2 p<0.01 147"
MO vs. M3 59.97 4 p<0.001
MT-ND6 M1 vs. M2 22.69 2 p<0,01 47,1027, 126
M7 vs. M8 342 2 p=0,18

2AInL — log likelihood ratio tests; df — broj stepena slobode/degrees of freedom; p(2ALnl) — statisticka
znacajnost poredenja /p-value for model comparaisons; “95%, = 99% - verovatnoée prema Bajesovom
emprijskom faktoru / probabilities for having ® > 1 according to Bayes Empirical Bayes (BEB).

TreeSAAP analiza u slu¢aju MT-ND?2 gena ukazala je na prisustvo radikalne promene
magnitude 8 samo za vrednost ravnotezne konstante (jonizacija karboksilne grupe), ali sa
vrednos$c¢u Z-testa od 1,94 (0,001<p<0,05), dok u slu¢aju MT-ND6 gena nije uoCena radikalna
promena magnitude 6, 7 ili 8 ni za jednu od 20 ispitivanih fizikohemijskih karakterstika.
PROVEAN analiza je kod MT-ND2 proteina ukazala na znacaj aminokiselinske zamene na

kodonu 74 kao promene sa Stetnim efektom sa vrednoscu testa od -3,213, dok su kod MT-
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ND6 proteina aminokiselinske zamene na dva kodona oznacene kao zamene sa Stetnim
efektom, 1 to zamena na poziciji 93 (vrednost testa -2,847 ) i na poziciji 133 (-4,348).

Da bi se izbegla mogucénost lazno pozitivnih rezultata, samo kodoni kod kojih je
signal delovanja prirodne selekcije bio potvrden sa minimalno dva ili viSe razli¢itih
selekcionih testova, su posmatrani kao jedini kodoni sa selekcionim signalom. Uzimajuci u
obzir ovaj pristup, samo kodonska pozicija 102 u okviru ND6 proteina je smatrana kao
pozicija pod dejstvom pozitivne selekcije, dok je kodonska pozicija 116 kod ND2 proteina
posmatrana kao pozicija pod dejstvom negativne selekcije, kao i kodonska pozicija 167 kod

ND6 proteina.

5.1.5. Detekcija signala molekularnih adaptacija mtDNK

Sa ciljem detekcije signala lokalnih/regionalnih molekularnih adaptacija, izvrSeno je
testiranje uticaja sredinskih - klimatskih faktora na distribuciju najzastupljenijih proteinskih
varijanti kod ispitivanih MT-ND2 i MT-ND6 gena. Modelovanje je izvrSeno samo za jedinke
sa teritorije Evrope, usled Cinjenice da se kod oba ispitivana gena na teritoriji Anadolije i
Izraela bilo moguce pronaci samo dve jedinke koje poseduju proteinske varijante drugacije
od ND2-B, odnosno ND6B proteinske varijante. Pored toga, iz modela su dodatno iskljucene
jedinke sa teritorije Belgije, Francuske, Holandije i Nemacke, budu¢i da su kod oba ispitivana
gena sve jedinke u ovim regionima posedovale najzastupljenije proteinske varijante u oba
gena, tj, varijante ND2A 1 ND6A. U tom smislu, model je postavljen na filogeografskoj
pretpostavci da ostale proteinske varijante, koje su prisutne u niskim ucestalostima na
teritoriji Balkanskog poluostrva, usled efekta osnivaca prilikom naseljavanja centralne i
zapadne Evrope nakon poslednjeg glacijalnog maksimuma nisu imale Sansu da se proSire na

prostor zapadne Evrope.

Analiza glavnih komponenti klimatskih varijabli povezanih sa temperaturom, na
uzorku koji je koriS¢en za modelovanje, ukazala je na postojanje dve glavne komponente koje
su zajedno opisivale 92,85% originalnih podataka. Prva glavna komponenta bioklimatskih
varijabli povezanih sa temperaturom (tfl) objasnjava 78,30% originalne varijabilnosti, a na
osnovu doprinosa svake od varijabli moze se predstaviti kao faktor koji ukazuje na generalni
efekat temperature, osim tokom najvlaznijih perioda godine. Druga glavna komponenta
bioklimatskih varijabli povezanih sa temperaturom (tf2) objasnjava 14,55% originalne
varijabilnosti, a na osnovu doprinosa svake od varijabli moze se opisati kao temperaturni

faktor koji ukazuje na efekat temperature tokom najvlaznijih perioda godine. Analiza glavnih
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komponenti klimatskih varijabli povezanih sa precipitacijom takode je ukazala na postojanje
dve glavne komponente koje su zajedno opisivale 87,85% originalnih podataka. Prva glavna
komponenta bioklimatskih varijabli povezanih sa precipitacijom (pfl) objasnjava 44,81%
originalne varijabilnosti, a na osnovu doprinosa svake od varijabli moze se predstaviti
faktorom koji oslikava vrednosti precipitacije tokom najhladnijih i1 najvlaznijih perioda
godine. Druga glavna komponenta bioklimatskih varijabli povezanih sa precipitacijom (pf2)
objasnjava 43,04% originalne varijabilnosti, a na osnovu doprinosa svake od originalnih
varijabli moze se predstaviti kao faktor koji ukazuje na generalni uticaj precipitacije, posebno
tokom suvih perioda godine. Rezultati binomijalnog logistickog modela regresije sa dva
najzastupljenija proteina ND2A i1 ND2B kao zavisnim varijabilama nisu pokazali statisticki
znacajan efekat klimatskih faktora na distribuciju ovih proteina, ali je utvrden statisticki
znacajan uticaj geografske duzine na distribuciju proteinske varijante ND2B (Tab. 10, Tab.
11). Naime, individue koje su posedovale proteinsku varijantu ND2B ceS¢e su bile
zastupljene u isto¢nim delovima teritorije Rumunije 1 Bugarske, u poredenju sa individuama

koje su posedovale proteinsku varijantu ND2A.

Tabela 10. Relativni doprinos varijabli (RVI) nakon rangiranja i sravnjivanja binomijalnih
regresionih modela distribucije ND2 proteinskih varijanti kod vrste Lepus europaeus. / Table
10. Relative variable importance (RVI) of the parameters of the binary logistic model of
occurrence of ND2 protein variants of brown hares after model averaging.

long tfl lat tf2 pfl pf2
RVI ! 0,74 0,52 0,49 0,44 0,34
Broj modela /
Number of models 32 32 32 32 32 32

lat — geografska Sirina / latitude; long — geografska duzina / longitude; pfl — precipitacioni faktor /
precipitation factor 1; pf2 — precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2; tfl — temperaturni faktor 1 /
temperature factor 1; tf2 — temperaturni faktor 2 / temperature factor 2

Tabela 11. Sumarni prikaz rezultata binomijalnog regresionog modela distribucije ND2
proteinskih varijanti kod vrste Lepus europaeus / Table 11. Summary results of the
binomial logistic regression model of occurrence of ND2 protein variants in brown

hares.

Koeficijent / Coefficients Z vrednost / Z value p
long 1,093 4,300 0,001
tfl 0,673 1,758 0,079

Referentna kategorija — ND2A proteinska varijanta / Reference category: protein variant ND2A
long — longitude ; tf1 — temperaturni faktor 1/ temperature factor 1

Kako je kod MT-ND6 gena uocen signal delovanja pozitivne selekcije, u modelovanje
su ukljucene proteinske varijante ND6A-F, buduci da je proteinska varijanta ND6F varijanta

sa najmanjom ucestalo$¢u, a koja je rezultat nesinonimne zamene od varijante ND6A na
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kodonu 102 za koji je utvrden signal delovanja pozitivne selekcije. Nakon rangiranja i
sravnjivanja multinomijalnih regresionih modela, najve¢e RVI vrednosti pokazale su glavne
komponentne povezane sa precipitacijom (pfl, pf2), kao i geografska duzina (Tab. 12), koje
su potom koriS¢ene za izvrSavanje kona¢nog regresionog modela.
Tabela 12. Relativni doprinos varijabli (RVI) nakon rangiranja i sravnjivanja multinomijalnih
regresionih modela distribucije ND6 proteinskih varijanti kod vrste Lepus europaeus. / Table

12. Relative variable importance (RVI) of the parameters of the multinomial regression model
of occurrence of ND6 protein variants in brown hares after model averaging.

RVI long pfl pf2 tf2 lat tf1
RVI 1 0,97 0,95 0,11 0.09 0.06
Broj modela /

Number of models 32 32 32 32 32 32

lat — geografska Sirina / latitude; long — geografska duzina / longitude; pfl — precipitacioni faktor /

precipitation factor 1; pf2 — precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2; tfl — temperaturni faktor 1 /

temperature factor 1; tf2 — temperaturni faktor 2 / temperature factor 2

Na osnovu rezultata multinomijalnog regresionog modela sve proteinske varijante
(izuzev varijante ND6D) su u poredenju sa jedinkama koje su posedovale proteinsku
varijantu ND6A statisticki znacajno bile ¢es¢e prisutne kod jedinki koje su uzorkovane u
isto¢nim delovima regiona koji je obuhva¢en modelovanjem. Pored toga, uocen je i statisticki
znacajan efekat klimatskih faktora na distirbuciju ND6 proteinskih varijanti. Naime, jedinke
koje su uzorkovane sa lokacija za koje su karakteristicne niske vrednosti precipitacije tokom
vlaznih 1 suvih perioda godine, odnosno visoke vrednosti precipitacije tokom suvih perioda
godine ¢esSée su posedovale proteinske varijante ND6C 1 ND6F, u poredenju sa jedinkama
koje su posedovale proteinsku varijantu ND6A (Tab. 13).

Na kodonskoj poziciji 102, kod koje je uocen signal pozitivne selekcije kod MT-ND6
gena, nalazi se jedna od tri moguce aminokiselinske varijante: metionin, valin ili leucin.
Naime, kodonska pozicija 102 MT-ND6 proteina razdvaja evoluciono stariju proteinsku
varijantu ND6A kod koje se na ovoj poziciji nalazi leucin, u odnosu na od nje izvedene
evoluciono mlade proteinske varijante, i to ND6F varijantu kod koje je na ovoj poziciji valin,
1 ND6C varijantu kod koje se na ovoj poziciji nalazi metionin. Proteinska varijanta ND6C
zastupljena je kod jedinki sa teritorije Bugarske, Severne Makedonije, kao i centralnog dela
Srbije, dok je proteinska varijanta ND6F bila zastupljena kod jedinki sa teritorije Bugarske.
Analiza sekundarne strukture proteina je sa verovatnoc¢om od 99% pokazala da se ova
pozicija nalazi u heliksu koji ¢ini Cetvrti transmembranski domen ND6 proteina. Imajuci u
vidu neslucajnu distribuciju proteinskih varijanti M7-ND6 gena, kao i statisti¢ki znacajan
efekat klimatskih parametara na distirbuciju onih proteinskih varijanti koje rezultuju iz

pozicije koja je pod signalom pozitivne selekcije, uoceni rezultat ukazuje da distribucija ovih
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varijanti moze biti posledica regionalnih/lokalnih adaptacija na heterogenost klimatskih

uslova na teritoriji Balkanskog poluostrva.

Tabela 13. Sumarni prikaz rezultata multinomijalnog regresionog modela distribucije ND6
proteinskih varijanti kod vrste Lepus europaeus / Table 13. Summary results of the parameters
of the multionimal regression model of occurrence of ND6 protein variants in brown hares.

Koeficijent / Coefficients  Z vrednost / Z value p
ND6B(long) 1,068 2,540 0,011
ND6B(pfl) -2,604 0,686 0,491
ND6B(pf2) 1,155 0,571 0,562
ND6C(long) 0,764 3,059 0,002
ND6C(pfl) -7,223 2,945 0,003
ND6C(pf2) 3,353 2,861 0,004
ND6D(long) 0,267 1,560 0,118
ND6D(pfl) -0,815 1,061 0,289
ND6D(pf2) 0,019 0,040 0,968
ND6E(long) 7,375 2,753 0,006
ND6E(pfl) -40,687 2,373 0,084
ND6E(pf2) 16,389 2,027 0,087
ND6F(long) 6,794 1,962 0,048
ND6F(pfl) -52,228 1,741 0,042
ND6F(pf2) 28,541 1,749 0,017

Referentna kategorija — ND6A proteinska varijanta / Reference category: protein variant ND6A
long — longitude ; pfl — precipitacioni faktor 1 / precipitation factor 1; pf2 — precipitacioni faktor 2 /
precipitation factor 2

5.2. Molekularni diverzitet gena imunskog sistema

Ispitivanje gena imunskog sistema obuhvatilo je umnozavanje parcijalnih sekvenci
egzona 2 MHC klase I DQA i DOB gena duzine 219 bp, odnosno 210 bp, kao i segmenta
TLR?2 gena duzine 372 bp koji kodira intracelularni domen TLR2 receptora.

U okviru MHC-DQA gena otkriveno je 30 alela (Tab. 14; Prilog V). Aleli su nazivani
prate¢i predloZzenu nomenklaturu za imenovanje alela (Klein 1 sar. 1990), a kako je u ovom
istrazivanju koriS¢ena metodologija kao u istrazivanju de Bellocq i saradnika (2009),
imenovanje novootkrivenih alela je nastavljeno od poslednjeg alela opisanog u pomenutoj
studiji. Najzastupljeniji alel je bio alel Leeu-DQA*06 sa ucestaloséu od 35,94%, dok su aleli
Leeu-DQA*01, Leeu-DQOA*04, Leeu-DOA*10 1 Leeu-DQOA*11 bili zastupljeni sa
ucestalostima od oko 10% (Prilog V). Najveci broj razlicitih alela otkriven je na teritoriji
Turske, gde je uoceno prisustvo 15 alela MHC-DQA gena, dok je najmanji broj razlicitih
alela uocen na teritoriji zapadne Evrope, u Belgiji gde su uocena Cetiri razlicita alela, kao i na

teritoriji Holandije gde su pronadena tri razli¢ita alela. UoCena heterozigotnost bila je
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statisticki znacajno manja od ocekivane heterozigotnosti, ukazuju¢i da MHC-DQA lokus
odstupa od Hardi-Vajnbergove ravnoteze (Fis=0,181; 95% CI1 0,111 - 0,248).

Od otkrivenih 30 alela MHC-DQA gena moze se prevesti 27 razli¢itih proteinskih
varijanti duzine 73 aminokiseline. Jedino su aleli Leeu-DQA*4 1 Leeu-DQA*19 kodirali istu
proteinsku varijantu, odnosno aleli Leeu-DQOA*6, Leeu-DQA*18 1 Leeu-DQA*24 (Sl. 17).
Sve proteinske varijante su oznacavane brojevima alela ¢ijim su prevodenjem nastale, a u
sluc¢aju da je za jednu varijantu bilo viSe od jedne alelne varijante, proteinska varijanta je
nazivana po alelu najniZeg broja. Prosecna evoluciona udaljenost izmedu proteinskih varijanti
iznosila je 0,169. Najzastupljenija proteinska varijanta bila je varijanta DQAG6 sa ucestalo$¢u
od 37,3%. U ovom istrazivanju ispitivan je deo egzona 2 koji pokriva region od 5. do 77.
rezidue DQA molekula u odnosu na obelezavanje rezidua prema Bondinas i saradnici (2007).
Na ukupno 30 aminokiselinskih segregiraju¢ih mesta, uoceno je 36 nesinonimnih zamena, od
¢ega je njih pet bilo singleton tipa.

Tabela 14. Parametri molekularnog diverziteta kod ispitivanih gena imunskog
sistema vrste Lepus europaeus. /| Table 14. Molecular diversity indices of
immune genes of Lepus europaeus

MHC-DOA MHC-DOB TLR2
n 249 238 243
N 498 476 486
Na 30 41 13
S 58 57 11
n 70 69 11
Hd 0,829 0,839 0,424
n 0,069 0,066 0,001
k 15,081 13,779 0,513
Ho 0,679 0,651 0,304
He 0,829 0,839 0,424
Fis 0,181 0,225 0,283

n — broj individua / sample size; N — ukupan broj alela / total alleles number; N — broj razli¢itih
alela / number of different alleles; S — broj varijabilnih pozicija / number of polymorphic sites; 1 -
broj mutacija / number of mutations; Hd — diverzitet haplotipova / haplotype diversity; n — diverzitet
nukleotida / nucleotide diversity; k — proseéan broj nukleotidnih razlika / average number of
nucleotide differences; He — oekivana heterozigotnost / expected heterozygosity; Ho — uofena
heterozigotnost / observed heterozygosity;, Fis — koeficijent inbreedinga prema formuli Weir i
Cockerham 1984 / Inbreeding coefficient

Kod MHC-DQB gena otkriven je 41 alel (Tab. 14, Prilog VI), a njihovo imenovanje
izvrSeno je prate¢i predloZzenu nomenklaturu za imenovanje alela (Klein i sar., 1990), pocev
od broja 12, budu¢i da je poslednji opisani alel bio Leeu-DQOB*11. Najzastupljeniji alel
MHC-DQB gena bio je Leeu-DOB*I sa frekvencijom od 35,08%, dok su aleli Leeu-DOB*3,
Leeu-DQOB*4, Leeu-DQB*12, i Leeu-DQB*13 bili zastupljeni u frekvencijiama oko 10%
(Prilog VI). Najve¢i broj razlic¢itih alela otkriven je na teritoriji Turske gde je otkriveno 15
razli¢itih alela, kao 1 na teritoriji Srbije gde je otkriveno 14 razli¢itih alela. Uocena

heterozigotnost je bila statisticki znacajno manja od ocekivane heterozigotnosti na osnovu Fig
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vrednosti od 0,225 (95% CI 0,154 - 0,291) Sto ukazuje da je 1 u MHC-DQB lokusu prisutno
odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze.

Od otkrivenih 41 alela MHC-DQB gena, moze se prevesti 35 razliitih
aminokiselinskih sekvenci duzine 70 aminokiselina. Svi aleli su davali jedinstvene proteinske
varijante, osim alela Leeu-DQOB*4, Leeu-DQB*10, Leeu-DQB*21 i Leeu-DQB*30 koji su
zajedno davali svoju identi¢nu proteinsku varijantu, zatim aleli Leeu-DOB*2 1 Leeu-DQB*18,
odnosno aleli Leeu-DQB*3 i Leeu-DQOB*19, odnosno aleli Leeu-DQB*14 i Leeu-DQB*17
koji su takode u parovima davali identi¢ne proteinske varijante (Sl. 18). Sve proteinske
varijante su oznacavane brojevima alela ¢ijim su prevodenjem nastale, a u slucaju da je za
jednu proteinsku varijantu bilo vise od jednog haplotipa, proteinska varijanta je nazivana po
alelu najnizeg broja. Najzastupljenija proteinska varijanta bila je varijjanta DQBI sa
ucestalos¢u od 35,15%. Prosecna evoluciona udaljenost izmedu proteinskih varijanti MHC-
DOB gena iznosila je 0,185. U ovom istrazivanju ispitivan je deo egzona 2 MHC-DQB gena
koji pokriva region od 9. do 78. rezidue u odnosu na obelezavanje rezidua prema Bondinas i
saradnici (2007). Na ukupno 31 segregiraju¢em mestu otkrivene su 32 nesinonimne zamene,
od kojih su Cetiri bile singleton tipa.

U okviru TLR2 gena otkriveno je 13 alela (Tab. 14, Prilog VII), koji su oznaceni kao
aleli LeTLR2hl do LeTLR2hli3. Najzastupljeniji su bili aleli LeTLR2hl sa ucestalos¢u od
73,25% 1 alel LeTLR2h2 sa ulestaloScu od 19,75%, dok su aleli LeTLR2h3, LeTLR2hS,
LeTLR2h9, LeTLR2h11 i LeTLR2h13 bili jedinstveni. I u TLR2 lokusu uoceno je statisticki
znacajno odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze na osnovu Fis vrednosti od 0,283 (95%
C10,163 - 0,395). Prevodenjem nukleotidnih sekvenci u aminokiselinske sekvence, otkriveno
je 6 proteinskih varijanti na osnovu 5 nesinonimnih zamena na 5 segregiraju¢ih mesta, od
kojih je svaka zamena bila singleton tipa. Prosecna evoluciona udaljenost izmedu oktrivenih
varijanti iznosila je 0,013. Sve proteinske varijante su oznacene slovima od A do F, kao
TLR2A-TLR2F (SI. 19). Najzastupljenija proteinska varijanta bila je varijanta TLR2A koja je
Cinila 74,28% uzorka, dok je proteinska varijanta TLR2B pokazala ucestalost od 24,07%.

5.2.1. Filogenetski odnosi i filogeografska struktura na osnovu alela gena imunskog

sistema

Filogenetski odnosi izmedu uocenih alela MHC-DQA, MHC-DOB i TLR2 gena
sagledani na osnovu Bajesovih filogenetskih stabala pokazali su odsustvo izrazenog signala

filogeografske strukturiranosti (Prilog VIII). Iako se na stablima mogu uociti geografski
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ogranizovane potklade, one su ukljucivale mali broj haplotipova i bile dispergovane kroz
¢itavu topologiju stabla bez moguénosti za izdvajanje jasnih filogeografskih grupa. Bajesova
filogenetska stabla konstruisana su na osnovu evolucionih modela koji su najbolje opisivali
date setove podataka, i to za MHC-DQA i MHC-DQB gen koris$¢en je K80+I+G model, dok
je za TLR2 gen koris¢en GTR+I model.

Prisustvo trans-species polimorfizama testirano je formiranjem MJ mreze za sva tri
ispitivana gena, gde su alelima odredenim u ovoj studiji pridruzeni i aleli preuzeti iz
Genbanke (videti Materijal i metode). Median-joining mreza MHC-DQA gena ukazala je na
prisustvo retikulacija 1 brojnih neuocenih haplotipova (S1. 17). Signal trans-species
polimorfizama je wuoCen kako na nivou nukleotidnih sekvenci, tako 1 na nivou
aminokiselinskih sekvenci. Tri alela MHC-DQA gena otkrivena u ovoj disertaciji deljena su
sa ve¢ poznatim alelima drugih vrsta iz roda Lepus (Sl. 17). Aleli Leeu-DQA*09 1 Leeu-
DQA*26 su deljeni sa alelima vrste Lepus capensis, dok je alel Leeu-DQA*14 deljen sa
vrstom Lepus granatensis. Signal trans-species polimorfizama je uofen 1 na nivou
proteinskih varijanti, budu¢i da su aleli Leeu-DOA*09 i alel vrste Lepus granatensis delili

identiénu aminokiselinsku sekvencu.
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Slika 17. Median-joining mreza alela MHC-DQA gena vrste Lepus europaeus. Veli¢ina krugova odgovara
uocenoj frekvenciji, a krugovi su obojeni u skladu sa pripadnosti razli¢itim vrstama roda Lepus. Crveni krugovi
odgovaraju pretpostavljenim haplotipovima. Svaki alel prevodenjem u aminokiselinsku sekvencu daje
jedinstvenu proteinsku varijantu. Samo u slucaju kada vise alela prevodenjem u aminokiselinske sekvence daje
identi¢nu proteinsku varijantu, ti aleli su prikazani prikazani zaokruzeni isprekidanim linijama. / Figure 17.
Median-joining network of MHC-DQA alleles of Lepus europaeus. Circle sizes are proportional to haplotype
frequencies, and circles are coloured according to Lepus species membership. Red circles represent median
vectors. Each allele codes for a different amino-acid variant. Only if two or more alleles code for one and the
same protein variant, the respective alleles are encircled by dashed lines.
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Analizom MJ mreze MHC-DQOB gena (Sl. 18) nisu otkriveni deljeni aleli na nivou
nukleotidnih sekvenci, ali je otkrivena deljena proteinska varijanta izmedu alela Leeu-
DQOB*36 1 alela Lecp-DQB*16 vrste Lepus capensis. MJ mreza se takode odlikovala
retikulacijama, kao i brojnim neotkrivenim haplotipova, a po citavoj topologiji mreze bili su

dispergovani aleli 1 jedne i druge vrste bez uocljivih signala grupisanja.

13
28
MH346162
41— ( 0—0—"9a; : @-= 06
‘ MH346143 .’A‘ o "
110 MHsasss o) . s MH346160 O mrzas1s7
Y - S 2
- MH346156
<17 14 MH346161 0= o (O MH346145
- Haes \flinsasi4a
O e 2
\ : MH34s164 ) Fmh34615s 5
5 O 2 2 MH346148
el MH346154 (OmH346166 O 20
27 @, S
! 0O 10 O O22
3 25 MH346149 MH346152
3
(043
26 1
6
2 12
; “MH346167
H : O
Homo sapiens ' @ O
NM. 002123 4 MH346168
__________________ 36 34
‘18 . 2O @
“MH346158
320 42 --------------- (O MH346146
2
O MH3153 2l 2 (O)MH346150 5

6 4 ]2

. ~N [ Os

—~( )37 O % Q)

4 () (D1e 40 .

MH346147
e — B O35 mH3as1ss () 29
O Lepus europaeus

O Lepus capensis

()39
3

Slika 18. Median-joining mreza alela MHC-DQOB gena vrste Lepus europaeus. Veli¢ina krugova odgovara
uocenoj frekvenciji, a krugovi su obojeni u skladu sa pripadnosti razli¢itim vrstama roda Lepus. Crveni krugovi
odgovaraju pretpostavljenim haplotipovima. Svaki alel prevodenjem u aminokiselinsku sekvencu daje
jedinstvenu proteinsku varijantu. Samo u slucaju kada vise alela prevodenjem u aminokiselinske sekvence daje
identi¢nu proteinsku varijantu, ti aleli su prikazani prikazani zaokruzeni isprekidanim linijjama. Figure 18.
Median-joining network of MHC-DQB alleles of Lepus europaeus. Circle sizes are proportional to haplotype
frequencies, and circles are coloured according to Lepus species membership. Red circles represent median
vectors. Each allele codes for a different amino-acid variant. Only if two or more alleles code for one and the
same protein variants, the respective alleles are encircled by dashed lines.Dashed lines encircle different
protein variants.
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Analizom MJ mreze TLR2 gena takode je wuocCeno prisustvo trans-species
polimorfizama izmedu vrsta Lepus europaeus 1 Lepus capensis, pri ¢emu su otkriveni deljeni

identi¢ni aleli na nivou nukleotidnih sekvenci, ali i deljene proteinske varijante (S1. 19).
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Slika 19. Median-joining mreza alela TLR2 gena vrste Lepus europaeus. Veli¢ina krugova odgovara uocenoj
frekvenciji, a krugovi su obojeni u skladu sa pripadnosti razli¢itim vrstama roda Lepus. Crveni krugovi
odgovaraju pretpostavljenim haplotipovima. Isprekidanim linijama su zaokruzeni aleli koji odgovaraju
identi¢nim proteinskim varijantama TLR2A-TLR2F / Figure 19. Median-joining network of TLR2 alleles of
Lepus europaeus. Circle sizes are proportional to haplotype frequencies, and circles are coloured according to

Lepus species membership. Red circles represent median vectors. Dashed lines encircle different protein
variants TLR2A-TLR2F.

5.2.2. Prostorni obrasci distribucije molekularnog diverziteta gena imunskog sistema

Prostorna analiza distribucije molekularnog diverziteta kod tri ispitivana gena
imunskog sistema primenom sPCA metode ukazala je na statisticki znacajno prisustvo
globalne strukture (p>0,001), i odsustvo lokalne strukture (p=0,24). Eigen vrednosti prve
glavne komponentne imale su najve¢e vrednosti prostorne autokorelacije, kao i najvecu
varijansu, te je samo prva komponenta koriS¢ena za interpretaciju strukture, dok su za
graficki prikaz rezultata koriS¢ene lagged interpolirane vrednosti (Sl. 20). Prostorna analiza
glavnih komponenti ukazala je na prisustvo dve geneticki 1 geografski diferencirane grupe:
jednu koja je obuhvatala jedinke sa teritorije Anadolije i Bliskog Istoka (AM), 1 drugu koja je
obuhvatala jedinke sa teritorije Evrope (EU).

-71 -



55
1

50

45

40

-3

35

3{ |2 | omosm
\ \ \ T L] \
0 10 20 30 40

Slika 20. Prikaz prostorne distribucije diverziteta gena imunog sisteam kod vrste Lepus europaeus na osnovu
vrednosti prve sSPCA komponente interpoliranih na geografsku mapu / Figure 20. Plot showing lagged spatial
principal components analysis (sPCA) scores for the spatial principle component showing the spatial
distribution of immune genes diversity in brown hares.

Najvece vrednosti parametara molekularnog diverziteta otkrivene su u AM grupi, pri
¢emu je najveca varijabilnost uocena kod MHC-DQOB gena (Tab. 15). Statisticki znacajno
odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze zabelezeno je u svim ispitivanim lokusima za
obe prostorne grupe, osim u slucaju anadolijske grupe u lokusu TLR2. Poslednja pomenuta
grupa je ujedno i jedina grupa u kojoj je uocena heterozigotnost bila vec¢a od heterozigotnosti
ocekivane pod pretpostavkom Hardi-Vajnbergove ravnoteze. StatistiCki znacajan signal
gametske neravnoteze vezanosti uocCen je izmedu MHC-DQA i MHC-DQOB lokusa sa
koeficijentom korelacije od 0,079 (p<0,001).

Tabela 15. Parametri molekularnog diverziteta gena imunskog sistema u prostornim grupama vrste Lepus europaeus
/ Table 15. Molecular diversity indices of immune genes in brown hare spatial groups.

MHC-DQOA MHC-DOB TLR2

AM EU AM EU AM EU
N 54 222 25 213 22 221
S 27 444 50 426 44 442
Na 15 18 18 26 9 7
Hd 0,897 0,790 0,931 0,802 0,797 0,362
T 0,077 0,063 0,075 0,063 0,004 0,001
k 17,019 13,848 15,857 13,237 1,323 0,398
Ho 0,741 0,671 0,880 0,624 0,863 0,249
He 0,896 0,789 0,931 0,801 0,797 0,362

n — broj individua / sample size; N — ukupan broj alela / total alleles number; N4 — broj razli¢itih alela / number of different alleles; Hd — diverzitet
haplotipova / haplotype diversity; © — diverzitet nukleotida / nucleotide diversity; k — prosecan broj nukleotidnih razlika / average number of
nucleotide differences; He - o¢ekivana heterozigotnost / expected heterozygosity; Ho — uocena heterozigotnost / observed heterozygosity

Posmatrano po lokusima i po prostornim grupama, najveéi broj razli€itih alela

primecen je u lokusu MHC-DQB, gde je u EU grupi otkriveno 26, dok je u AM grupi
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otkriveno 18 razlicitih alela. Jedino su aleli Leeu-DQB*2, Leeu-DQB*3 1 Leeu-DQOB*14 bili
zajednicki za obe grupe. U lokusu MHC-DQA otkriveno je 18 razlicitih alela u EU grupii 15
razlicitih alela u AM grupi, sa alelima Leeu-DQA*6, Leeu-DQA*12 i Leeu-DQA*15
otkrivenim u obe prostorne grupe. U TLR2 lokusu, u AM grupi je otkriveno 9 razlicitih alela,
dok je u EU grupi otkriveno 7 razliCitih alela, sa tri deljena alela: LeTLR2hl, LeTLR2h2 i
LeTLR2h4.

Prosecna geneticka diferencijacija izmedu uoc€enih grupa na osnovu sva tri ispitivana
gena imunog sistema iznosila je Fsr = 0,171, gde je 17,06% varijacija bilo usled razlika
izmedu grupa, dok je 82,94% razlika bilo posledica varijabilnosti unutarg grupa. Najveci
nivo genetiCke diferencijacije izedu evropske 1 anadolijske grupe uocen je u TLR2 lokusu, sa
prose¢nom Fgr vrednoséu od 0,293, dok je najmanji nivo geneticke diferencijacije uocen u
MHC-DQB lokusu, sa prosecnom Fgr vrednoséu od 0,096. U lokusu MHC-DQA

diferencijacija izmedu AM i EU grupe na osnovu Fsr vrednosti iznosila je 0,245.

5.2.3. Detekcija signala dejstva prirodne selekcije na gene imunskog sistema

Analizom testova neutralnosti kod MHC-DQA 1 MHC-DQB gena odbacena je nulta
hipoteza neutralisticke teorije molekularne evolucije, ukazuju¢i na signal selekcije u
oblikovanju molekularnog diverziteta MHC gena (Tabela 16). Pozitivne vrednosti Tajima D 1
Fu i Li D* 1 F* testa mogu biti interpretirane postojanjem signala balansne selekcije. Nasuprot
MHC genima, testovi neutralnosti kod 7LR2 gena nisu odbacili neutralisticku teoriju
molekularne evolucije, ali se negativne vrednosti testova mogu interpretirati kao signal
negativne selekcije u ovom lokusu.

Tabela 16. Rezultati testova neutralnosti za gene imunskog

sistema kod vrste Lepus europaeus. | Table 16. Results of the
neutrality tests for immune genes in brown hares.

MHC-DOA  MHC-DOB TLR2
Tajima D 2,144 1,769 -1,488
Fu and Li’s D* 2,245° 1,928" -1,918
Fu and Li’s F* 2,645 2,234° 2,125

*<0.05

Na osnovu Z testa selekcije, razlika izmedu prosecnog broja nesinonimnih i
sinonimnih supstitucija nije bila statisticki znacajna 1 nije odbacila hipotezu selektivne
neutralnosti, u korist alternativne hipoteze selekcije ni za MHC-DQA (p=0,23), ni za MHC-
DQB gen (p=0,08). Kod TLR2 gena Z test je utvrdio statisticki zna¢ajno manje nesinonimnih
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zamena u odnosu na sinonimne zamene i ukazao na signal delovanja negativne selekcije, pri
vrednosti Z testa od 1,750 (p=0,04).

Testovi selekcije zasnovani na analizama pojedina¢nih kodona na web portal-u
Datamonkey za MHC-DQA 1 MHC-DQOB gen su ukazali prisustvo kodona pod dejstvom
pozitivne i/ili negativne selekcije primenom svih koris¢enih testova (MEME, FEL, SLAC i
REL metoda), dok je u slu¢aju TLR2 gena uoCen samo signal negativne selekcije primenom
REL i FEL pristupa (Tab. 17). GARD algoritam nije uocio prisustvo signala rekombinacija
ni za jedan od ispitivanih gena imunog sistema.

Tabela 17. Rezultati kodon-zasnovanih analiza za detekciju prirodne selekcije na Datamonkey serveru kod jedinki

vrste Lepus europaeus. | Table 17. Results of the codon-based selection screening methods as implemented on the
Datamonkey web server for browh hares

MEME SLAC FEL REL
MHC-DOA  + 9,66,70 9,70 9,63,70 9,63,66,68,70,73
- 1,3,18,27,31,42 1,3,11,18,20,27,31,35,42,54 1,3,18,27,31,42
MHC-DOB  + 6,18 1,6,10,18,26,30,40 18,26,40 6,10,18,20,26,30,40,57,62
- 3,7,37,63,64 3,7,8,13,31,37,49,63,64 3,7.8,13,31,37,63,64
TLR2 + / /
- / / 38,42,51,82,124 38,42,51,52,82,124

PAML analiza je odbacila nultu hipotezu neutralnosti i sa statistiClkom znacajnoS¢u
podrzala sve poredene modele u slu¢aju MHC-DQOA 1 MHC-DQOB gena (Tab. 18), dok u
slu¢aju TLR2 gena nijedan od poredenih modela nije pokazao statisticku znacajnost, te kod
TLR2 gena nije otkrivena nijedna kodonska pozicija pod dejstvom selekcionog signala.

TREESAAP analiza ispituje magnitudu uticaja aminokiselinskih zamena, 1 ukazuje na
fizicko-hemijske karakteristike aminokiselina koje mogu biti pod uticajem prirodne selekcije.
Da bi se izbegla moguénost uocavanja lazno pozitivnih rezultata, samo kategorije magnitude
6, 7 1 8 sa znaCajnoScu p<0,001 su tretitane kao indikacija direkcione pozitivne selekcije
(McClellan 1 Ellison, 2010). TREESAAP analiza MHC-DQA lokusa potvrdila je prisustvo
radikalne promene kategorije 6, sa vrednos¢u Z testa od 4,49 (p<0,001), a koja je
podrazumevala sklonost ka formiranju alfa zavojnica. Analizom klizajuéih prozora uoceno je
da ova promena dolazi do izrazaja usled aminokiselinskih zamena na kodonima 56 1 59.
TREESAAP analiza MHC-DQB lokusa je pokazala prisustvo dve radikalne promene, jednu
promenu kategorije 8 koja podrazumeva parametar normalizovane hidrofobnosti (vrednost Z
testa 4,39), kao i promenu kategorije 6 koja podrazumeva sposobnost nalazenja na N
terminalnom kraju proteina (vrednost Z testa 6,78). Dodatnom analizom klizaju¢ih prozora za

dve utvrdene fiziCko-hemijske karakteristike utvrdeno je da su kodoni 6 (sposobnost
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nalazenja na N terminalnom kraju), odnosno kodoni 26 i 40 (parametar normalizovane
hidrofobnosti), mesta na kojima aminokiselinske zamene najviSe utiCu na pomenute
karakterstike. Analizom 7LR2 gena otkrivena je jedna karkteristika kao kategorija magnitude
8 (ravnotezna konstanta), ali sa vrednos¢u Z testa od 2,63 (0,05>p>0,001), pa kao takva nije
posmatrana u analizi klizaju¢ih prozora.

Tabela 18. Rezultati PAML analize za ispitivane gene imunog sistema kod vrste Lepus europaeus. / Table 18.
Results of the PAML analysis for immune genes of brown hares.

2AInL df p(2ALnl) o>1
MO vs. M3 345,40 4 P<0.001 -
9 28", 44" 467,477, 49", 56", 59",

e MV M2 55,64 2 P<0.001 63 70"
47,97 12°,287,39", 447 46", 477,

M7 vs. M8 65,6 2 P<0.001 190 5658 59 63+ 70°
MO vs. M3 7553 4 P<0.001 -

MHC-DOB M1 vs. M2 42,49 2 P<0.001 67, 187,49
M7 vs. M8 68,64 2 P<0.001 67, 187,49
MO vs. M3 7,52 4 P=0,116 ;

TLR2 M1 vs. M2 1,65 2 P=0,438 -

M7 vs. M8 1,63 2 P=0,443 -

2AInL — log likelihood ratio tests; df — broj stepena slobode/degrees of freedom; p(2ALnl) — statisticka znacajnost poredenja
Ip-value for model comparaisons; "95%, **99% - verovatnoée prema Bajesovom emprijskom faktoru / probabilities for having
o> 1 according to Bayes Empirical Bayes (BEB)

Kako rekombinacije mogu da uticu na validnost testova koji detektuju prisustvo
selekcije, primenjeno je nekoliko pristupa za otkrivanje prisustva rekombinacija kod
ispitivanih gena. Permutacioni test u omegamap paketu ukazao je na negativne vrednosti
korelacije izmedu fizi¢ke distance i ispitivanih parametara r*, D i G4, koje su statisticki bile
znacajne za G4 testove kod MHC-DQA i MHC-DQOB gena (Tab. 19). Metodi primenjeni u
okviru RDP paketa nisu pokazali prisustvo rekombinacionih preloma uw MHC-DOB 1 TLR?2
lokusu nijednim od primenjenih metoda, dok su uo¢ena dva moguc¢a dogadaja rekombinacija
u MHC-DQA genu. MAXCHI metod je ukazao na jedan rekombinacioni dogadaj koji
ukljucuje alel Leeu-DQA*10, sa nepoznatim glavnim roditeljskim i minor roditeljskim alelom
Leeu-DQA*14, a obuhvata rekombinacioni prelom poznatog pocetka na poziciji 154, 1
neodredenog kraja oko pozicije 211. CHIMAERA metod je pokazao prisustvo
rekombinacionog dogadaja koji ukljucuje alel Leeu-DQA*09, sa roditeljskim alelima Leeu-
DQA*20 i Leeu-DQA*15, a obuhvata rekombinacioni prekid nedifinisanog pocetka i kraja, u
bloku od 39 do 154 pozicije u odnosu na poravnanje koris¢eno u ovom istrazivanju. Odnos
stope rekombinacija i mutacija za oba ispitivana MHC gena ukazao je da su rekombinacije
gotovo Sest puta izrazeniji mehanizam kod MHC-DQB gena, u odnosu na MHC-DQA gen

gde je doprinos mutacija bio veéi u odnosu na rekombinacije (Tab. 19).
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Tabela 19. Testovi intralokusnih rekombinacija (>, D’ and G4), stopa mutacija (0=4Np) i
rekombinacija (p=4Nr) kod jedinki vrste Lepus europaeus. / Table 19. Tests of presence of
intralocus recombination (¥, D’ and G4) and population mutation (Wattersons 6 =4 Nu) and the
recombination rate (p = 4 Nr) in brown hares.

r D G4 0 o) p/0
DQA -0,061 -0,1417 -0,109" 12,16 4,23 0,348
DQB -0,023 -0,093 -0,136" 10,98 21,13 1,924
TLR2 0,198 -0,169 -0,087

p<0.05

Prisustvo selekcionih signala u MHC-DQA 1 MHC-DQB genu dodatno je testirano i u
okviru omegamap paketa koji odreduje kodone pod dejstvom selekcije primenom Bajesove
statistike, uz kontrolisanje efekta rekombinacija na rezultate selekcionih analiza. U lokusu
MHC-DQA sa verovatno¢om vec¢om od 95% otkriveno je 10 kodona sa signalom pozitivne
selekcije, 1 to na kodonima 8, 9, 15, 28, 41, 49, 63, 68, 69, 70. U lokusu MHC-DQB lokusu
otkriveno je 14 kodona sa verovatno¢om za ®>1 ve¢om od 95%, i to na slede¢im kodonima:
1, 6,10, 18, 20, 22, 26, 29, 30, 40, 49, 51, 57, 59.

Da bi se izbegla moguénost lazno pozitivnih rezultata, a kako rezultati selekcije mogu
biti osetljivi i na koriS¢enu metodu za detekciju selekcionog signala, primenjen je
konzervativni pristup u kome su samo pozicije potvrdene bar po jednim testom u svakom od
tri koriS¢ena pristupa (Datamonkey, PAML i omegamap) posmatrane kao pozicije pod jakim
signalom pozitivne selekcije. Primenom ovakvog konzervativnog pristupa kod MHC-DQA
gena utvrdene su tri pozicije pod jakim signalom pozitivne selekcije (kodoni 9, 63 1 70), dok
je kod MHC-DQB gena utvrdeno takode postojanje tri pozicije pod signalom pozitivne
selekcije na kodonima 6, 18 1 49. Signali negativne selekcije su testirani samo testovima na
Datamonkey portalu, i sa vise od dva primenjena pristupa signal negativne selekcije je uocen
na Sest pozicija kod MHC-DQA gena, na pet pozicija kod MHC-DQB gena, kao na pet
kodona kod TLR2 gena.

Na osnovu pozicione homologije sa strukturom 1 funkcijom MHC molekula kod
c¢oveka (Bondinas 1 sar., 2007) u izgradnji dzepal PBR MHC-DQA gena regiona ucestvuju
pozicije 5, 21, 28, 29, 40, 1 49, u izgradnji dzepa 6 ucestvuju pozicije 59, 62, 63, 65, dok u
izgradnji dZepa 9 ucestvuju pozicije 66, 69, 70, 73. Dve od tri pozicije sa viSestruko
potvrdenim signalom pozitivne selekcije kod MHC-DQA gena smestene su u okviru PBR
regiona, i to u okviru dzepa 6 1 dzepa 9.

U izgradnji PBR regiona kod MHC-DQB molekula prema Bondinas i saradnici
(2007) ucestvuju slede¢e kodonske pozicije: 1, 3, 5, 18, 20, 22, 29, 39, 49, 53, 59, 62, 63, 66 1
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70. Takode, dve od tri pozicije sa jakim signalom pozitivne selekcije u okviru MHC-DOB

gena smestene su u okviru PBR regiona, 1 to pozicije 18 1 49.

5.2.4. Detekcija signala lokalnih adaptacija u genima imunskog sistema

Regionalne/lokalne adaptacije u heterogenim uslovima sredine pod hipotezom dejstva
pozitivne selekcije dovode do razlika u zastupljenosti MHC alela (proteina) kao odgovor na
prostorno i vremenski prisutne razli¢ite vrste patogena. Kako klimatski uslovi mogu uticati na
vremensku i prostornu razliku u bogatstvu i1 distribuciji patogena, testiranje klimatskog efekta
indirektno ukazuje na prisustvo prostorno razli€itih selekcionih pritsaka koji dovode do
lokalnih/regionalnih adaptacija. Modelovanje uticaja klimatskih faktora na prisustvo
najzastupljenijih proteinskih varijanti kod ispitivanih MHC gena izvrSeno je odvojeno za
jedinke sa teritorije Evrope, i odvojeno za jedinke sa teritorije Anadolije i Izarela, prateci
rezultate prostornih analiza gena imunskog sistema koje su ukazale na postojanje ove dve
prostorne grupe.

Za model koji je obuhvatio jedinke sa teritorije Evrope, ispitivan je uticaj genotipova
koji su sadrzali sledece najzastupljenije proteinske varijante: DQA1, DQA4, DQA6, DQAI10,
DQAI11, DQBI1, DQB2 and DQB3. Analiza glavnih komponenti klimatskih wvarijabli
povezanih sa temperaturom, na uzorku koji je obuhvatio jedinke sa teritorije Evrope, ukazala
je na postojanje dve glavne komponente koje su zajedno opisivale 88,87% originalnih
podataka. Prva glavna komponenta bioklimatskih varijabli povezanih sa temperaturom
(eutfl) objasnjavala je 54,38% originalne varijabilnosti, a na osnovu doprinosa svake od
varijabli moze se predstaviti kao uopSteni temperaturni faktor, posebno izrazen tokom
hladnih 1 suvih perioda godine. Druga glavna komponenta bioklimatskih varijabli povezanih
sa temperaturom (eutf2) objasnjavala je 34,55% originalne varijabilnosti, a na osnovu
doprinosa svake od varijabli moze se opisati kao faktor koji oslikava efekat temperature
tokom najtoplijeg perioda godine. Analiza glavnih komponenti klimatskih varijabli povezanih
sa precipitacijom takode je ukazala na postojanje dve glavne komponente koje su zajedno
opisivale 84,63% originalnih podataka. Prva glavna komponenta bioklimatskih varijabli
povezanih sa precipitacijom (eupfl) objaSnjavala je 45,17% originalne varijabilnosti, a na
osnovu doprinosa svake od originalnih varijabli moZze se opisati kao efekat precipitacije
tokom najsuvljih perioda godine. Druga glavna komponenta bioklimatskih varijabli

povezanih sa precipitacijom (eupf2) objasnjavala je 39,45% originalne varijabilnosti, a na
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osnovu doprinosa svake od originalnih varijabli moze se predstaviti kao generalni
precipitacioni faktor, posebno izrazen tokom vlaznih perioda godine.

Rezultati multinomijalnog regresionog modela koji su testirali efekat klimatskih
varijabli na prisustvo DQAG6 proteinske varijante u genotipu kod jedinki vrste L. europaeus sa
teritorije Evrope ukazali su da geografska distribucija individua koje su bilo homozigotne,
bilo heterozigotne za ovu varijantu nije bila slucajna u odnosu na distribuciju individua koje u
svom genotipu nisu posedovale ovu varijantu. Naime, jedinke koje su bile heterozigotne za
ovu proteinsku varijantu su ¢eS¢e bile prisutne u regionima za koje su karakteristi¢ne niske
vrednosti precipitacije, posebno tokom vlaznih perioda godine, u poredenju sa distribucijom

jedinki koje ovu proteinsku varijantu nisu posedovale u svom genotipu (Tab. 20, Tab. 21).

Tabela 20. Relativni doprinos varijabli (RVI) nakon rangiranja i sravnjivanja multinomijalnog
regresionog modela distribucije genotipova koji sadrze DQAG6 proteinsku varijantu kod vrste
Lepus europaeus. / Table 20. Relative variable importance (RVI) of the parameters of the
multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing DQAG6 protein
variants in brown hares after model averaging.

lat eupf2 long eupfl eutf2 eutfl
RVI 0.99 0.93 0.72 0.60 0.45 0.19
Broj ‘modela /4, £y £y ) £y £y

Number of models

lat — geografska Sirina / latitude; long — geografska duzina / longitude; eupfl — precipitacioni faktor /
precipitation factor 1; eupf2 — precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2; eutfl — temperaturni faktor 1
/ temperature factor 1; eutf2 — temperaturni faktor 2 / temperature factor 2

Tabela 21. Sumarni prikaz rezultata multinomijalnog regresionog modela distribucije genotipova koji
sadrze DQAG6 proteinsku varijanti kod vrste Lepus europaeus / Table 21. Summary results of the
parameters of the multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing the DQA6
protein variants in brown hares

Koeficijent / Coefficients Z vrednost / Z value p
Het (long) 0,101 2,991 0,002
Het (lat) 0,177 2,484 0,011
Het (eupf2) -0,745 -2,530 0,012
Hom (long) 0,182 3,697 0,001
Hom (lat) 0,329 3,849 0,001
Hom (eupf2) -0,253 -0,7933 0,423

Referentna kategorija — genotip bez DQAG varijante / Reference category: no DQAG in genotype
Het — heterozigot / heterozygote; Hom — homozigot / homozygote; long — longitude; lat — latitude; eupf? —
precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2;

Rezultati multinomijalnog regresionog modela u kom je testiran efekat klimatskih
varijabli na prisustvo DQAT1 proteinske varijante u genotipu kod jedinki vrste L. europaeus sa
teritorije Evrope, ukazali su da su jedinke homozigotne i1 heterozigotne za ovu proteinsku

varijantu statisticki ¢es¢e bile zastupljene u regionima koje su karakterisale visoke vrednosti
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precipitacije, posebno izraZzene tokom suvih perioda godine, u poredenju sa jedinkama koje

nisu posedovale ovu proteinsku varijantu u svom genotipu (Tab. 22, Tab. 23).

Tabela 22. Relativni doprinos varijabli (RVI) nakon rangiranja i sravnjivanja multinomijalnog
regresionog modela distribucije genotipova koji sadrze DQAI1 proteinsku varijantu kod vrste
Lepus europaeus. / Table 22. Relative variable importance (RVI) of the parameters of the
multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing the DQAI protein
variants in brown hares after model averaging.

eupfl long eupf2 eutf2 lat eutfl
RVI 0,99 0,84 0,6 0,57 0,31 0,22
Broj modela / 32 32 32 32 32 32

Number of models

lat — geografska Sirina / latitude; long — geografska duzina / longitude; eupfl — precipitacioni faktor /
precipitation factor 1; eupf2 — precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2; eutfl — temperaturni faktor 1
| temperature factor 1; eutf2 — temperaturni faktor 2 / temperature factor 2

Tabela 23. Sumarni prikaz rezultata multinomijalnog regresionog modela distribucije genotipova koji
sadrze DQA1 proteinsku varijanti kod vrste Lepus europaeus / Table 23. Summary results of the
parameters of the multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing the DQAI
protein variants in brown hares

Koeficijent / Coefficients Z vrednost / Z value p
Het (long) -0,195 -1,579 0,114
Het (eupfl) 0,603 2,498 0,012
Hom (long) 0,465 2,287 0,122
Hom (eupfl) 1,237 2,608 0,009

Referentna kategorija — genotip bez DQA1 varijante / Reference category: no DQAI in genotype
Het — heterozigot / heterozygote; Hom — homozigot / homozygote; long — geografska duzina / longitude; lat —
geografska Sirina / latitude; eupfl — precipitacioni faktor 1 / precipitation factor I

Multinomijalni regresioni model uticaja klimatskih faktora na prisustvo proteinske
varijjante DQA10 u genotipu ispitivanih jedinki vrste L. europaeus sa teritorije Evrope
ukazuje da su jedinke heterozigotne za ovu proteinsku varijantu statisticki znacajno ceSc¢e bile
prisutne u regionima koje karakteriSu niske vrednosti temperature, posebno tokom hladnih i
suvih perioda godine, dok su jedinke homozigotne za ovu proteinsku varijantu ¢eS¢e bile
prisutne u regionima gde su vrednosti temperature tokom suvih i hladnih perioda godine bile
visoke, u poredenju sa jedinkama koje ovu varijantu nisu posedovale u svom genotipu (Tab.
24, Tab.25). Nezavisno od klimatskog efekta, razultati modela su ukazali i na neslucajnu
geografsku distribuciju jedinki koje su u genotipovima posedovale proteinsku varijantu
DQAIO, i to da su homozigotne jedinke CeS¢e bile prisutne u severozapadnim delovima
ispitivanog regiona, dok su jedinke heterozigotne varijante ceS¢e bile zastupljene u
severoisticnim delovima ispitivanog regiona, u poredenju sa jedinkama koje ove varijantu

nisu posedovale u svom genotipu (Tab. 25).
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Tabela 24. Relativni doprinos varijabli (RVI) nakon rangiranja i sravnjivanja multinomijalnih
regresionih modela distribucije genotipova koji sadrze DQA10 proteinsku varijantu kod vrste
Lepus europaeus. / Table 24. Relative variable importance (RVI) of the paremeters of the
multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing the DQAI0 protein
variant in brown hares after model averaging.

lat long eutf2 eutfl eupfl eupf2
RVI 0,99 0,95 0,81 0,44 0,36 0,13
Broj modela / 32 32 32 32 32 32

Number of models

lat — geografska Sirina / latitude; long — geografska duzina / longitude; eupfl — precipitacioni faktor /
precipitation factor 1; eupf2 — precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2; eutfl — temperaturni faktor 1
/ temperature factor 1; eutf2 — temperaturni faktor 2 / temperature factor 2

Tabela 25. Sumarni prikaz rezultata multinomijalnog regresionog modela distribucije genotipova koji sadrze
DQA10 proteinsku varijanti kod vrste Lepus europaeus / Table 25. Summary results of the parameters of the
multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing the DQAIO protein variant in
brown hares

Koeficijent / Coefficients Z vrednost / Z value p
Het (long) 0,244 2,362 0,018
Het (lat) 0,631 2,931 0,001
Het (eutf2) -2,081 -2,796 0,005
Hom (long) -3,407 -2,037 0,041
Hom (lat) 2,269 5,398 0,009
Hom (eutf2) 38,804 2,249 0,024

Referentna kategorija — genotip bez DQA10 varijante / Reference category: no DQAI10 in genotype
Het — heterozigot / heterozygote; Hom — homozigot / homozygote; long — longitude; lat — latitude, eutf2 — temperaturni
faktor 2 / temperature factor 2

Multinomijalni regresioni model uticaja klimatskih faktora u odnosu na prisustvo
DQAT11 proteinske varijante u genotipu jedinki vrste L. europaeus sa teritorije Evrope ukazao
je jedino na znacajan doprisnos geografske Sirine kao nezavisne varijable (RVI(lat) = 1), dok
su relativni doprinosi preostalih ispitivanih varijabli bili ispod vrednosti od 0,7
(RVI(eutf1)=0,4; RVI(long)=0,21; RVI(eupfl)=0,17, RVI(eutf2)=0,16, RVI(eupf2)=0,12).
Naime, heterozigoti za proteinsku varijantu DQAI11 su statisticki znaCajno ceS¢e bili
zastupljeni u juznim delovima ispitivanog regiona u poredenju sa svim ostalim jedinkama

koje tu varijantu u svom genotipu nisu posedovale (Tab. 26).

Tabela 26. Sumarni prikaz rezultata multinomijalnog regresionog modela distribucije genotipova koji
sadrze DQAI11 proteinsku varijanti kod vrste Lepus europaeus / Table 26. Summary results of the
parameters of the multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing the
DQAI1 protein variant in brown hares

Koeficijent / Coefficients Z vrednost / Z value p
Het (lat) -0,352 -4,189 0,001
Hom (lat) 0,217 0,591 0,554

Referentna kategorija — genotip bez DQA11 varijante / Reference category: no DQAI1 in genotype
Het — heterozigot / heterozygote; Hom — homozigot / homozygote; lat — latitude;
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Multinomijalni regresioni model prisustva DQA4 proteinske varijante u genotipu
ispitivanih jedinki vrste L. europaeus sa teritorije Evrope nije ukazao na relativni doprinos
veéi od 0,7 ni za jednu od ispitivanih varijabli (RVI(eupf2)=0,68; RVI(eupfl)=0,63;
RVI(eutfl)=0,45; RVI(lat)=0,36; RVI(long)=0,23; RVI(eutf2)=0,15).

Multinomijalni regresioni model uticaja klimatskih faktora na prisustvo DQBI
proteinske varijante u genotipu jedinki vrste L. europaeus sa teritorije Evrope ukazao je na
relativni doprinos varijabli ve¢i od 0,7 jedino za geografsku duzinu (RVI(lat)=1) i geografsku
Sirinu  (RVI(long)=0,99), dok su preostale klimatske promenljive imale slede¢e RVI
vrednosti: RVI(eupf2)=0,24, RVI(eutf1)=0,24, RVI(eupfl)=0,17 1 RVI(eutf2)=0,13.
Multinomijalni regresioni model zasnovan na geografskoj duzini i geografskoj Sirini, ukazao
je da su jedinke homozigotne za proteinsku varijantu DQBI statisticki znacajno ¢eS¢e bile
prisutne u severnijim delovima ispitivanog regiona, dok su jedinke homozigotne za ovu
proteinsku varijantu ces¢e bile prisutne u istoénim regionima ispitivanog podrucja, u
poredenju sa jedinkama koje ovu varijantu nisu posedovale u svom genotipu (Tab. 27).

Tabela 27. Sumarni prikaz rezultata multinomijalnog regresionog modela distribucije genotipova koji
sadrze DQBI1 proteinsku varijantu kod vrste Lepus europaeus. / Table 27. Summary results of

theparameters of the multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing the DQBI
protein variant in brown hares.

Koeficijent / Coefficients Z vrednost / Z value P
Het (lat) 0,311 3,054 0.002
Het (long) 0,116 1,154 0.248
Hom (lat) 0,601 3,941 0.123
Hom (long) 0,408 3,515 0.004

Referentna kategorija — genotip bez DQB1 varijante / Reference category: no DQBI in genotype ;
Het — heterozigot / heterozygote; Hom — homozigot / homozygote; long — geografska duzina / longitude;
lat — geografska Sirina / latitude

Multinomijalni regresioni model uticaja klimatskih faktora na prisustvo DQB3
proteinske varijante u genotipu jedinki vrste L. europaeus sa teritorije Evrope ukazao je na
relativni doprinos varijabli veé¢i od 0,7 jedino za klimatski faktor eupf2 (RVI(eupf2)=0,83),
dok su preostale varijable imale slede¢e RVI vrednosti: RVI(lat)=0,63, RVI(eutfl)=0,30,
RVI(eutf2)=0,28, RVI(eupfl)=0,18 i RVI(long=0,17). Rezultati multionimajlnog regresionog
modela ukazali su da su jedinke heterozigotne za DQB3 proteinsku varijantu statisticki
znaCajano CeS¢e bile prustne u regionima za koje su karakteristicne niske vrednosti
precipitacije posebno tokom vlaznih perioda godine, u poredenju sa jedinkama koje ovu

proteinsku varijantu nisu posedovale u svojim genotipovima (Tab. 28).
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Tabela 28. Sumarni prikaz rezultata multinomijalnog regresionog modela distribucije genotipova koji
sadrze DQB3 proteinsku varijanti kod vrste Lepus europaeus / Table 28. Summary results of the parameters
of the multinomial regression model of the occurrence of genotypes containing the DOB3 protein variant in
brown hares

Koeficijent / Coefficients Z vrednost / Z value p
Het (eupf2) -1,434 -2,020 0,043
Hom (eupf2) -1,056 -1,099 0,271

Referentna kategorija — genotip bez DQB3 varijante / Reference category: no DQB3 in genotype ;
Het — heterozigot / heterozygote; Hom — homozigot / homozygote; eupf2 — precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2

Multinomijalni regresioni model uticaja klimatskih faktora i geografske lokacije na
prisustvo DQB4 proteinske varijante u genotipu jedinki vrste L. europaeus sa teritorije
Evrope nije ukazao na relativni doprinos ve¢i od 0.7 ni za jednu od ispitivanih varijabli
(RVI(eutf1)=0,28; RVI(lat)=0,23; RVI(eupf2)=0,21; RVI(eutf2)=0,15; RVI(long)=0,14;
RVI(eupfl)=0,13)). Testiranje uticaja klimatskih faktora, kao i geografske lokacije na
prisustvo proteinskih varijanti u genotipovima jedinke vrste L. europaeus sa teritorije
Anadolije 1 Izraela, izvrSeno je za sledece proteinske varijante: MHC-DQA16, MHC-DQAZ20,
MHC-DQA21, MHC-DQB24, MHC-DQB25 and MHC-DQB26. Analiza glavnih komponenti
klimatskih varijabli povezanih sa temperaturom kod jedinki sa teritorije Anadolije i Izraela
ukazala je na prisustvo dve glavne komponente koje zajedno opisuju 88,79% originalnih
podataka. Prva glavna komponenta bioklimatskih varijabli povezanih sa temperaturom
(amtfl) objasnjavala je 74,38% originalne varijabilnosti, a na osnovu doprinosa svake od
varijabli moze se predstaviti kao faktor koji opsiuje generalne temperaturne trendove, osim
tokom vlaznih perioda godine. Druga glavna komponenta bioklimatskih varijabli povezanih
sa temperaturom (amtf2) objasnjavala je 14,41% originalne varijabilnosti, a na osnovu
doprinosa svake od originalnih varijabli moze se predstaviti kao temperaturni faktor koji
oslikava tempraturu tokom najvlaznijeg perioda godine. Analiza glavnih komponenti
klimatskih varijabli povezanih sa precipitacijom kod jedinki sa teritorije Anadolije i Izraela
ukazala je na postojanje tri glavne komponente koje su zajedno opisivale 97,63% originalnih
podataka. Prva glavna komponenta bioklimatskih varijabli povezanih sa precipitacijom
(ampfl) objasnjavala je 50,36% originalne varijabilnosti, a na osnovu doprinosa svake od
originalnih varijabli moze se predstaviti kao faktor koji oslikava precipitaciju tokom vlaznih i
hladnih perioda godine. Druga glavna komponenta bioklimatskih varijabli povezanih sa
precipitacijom (ampf2) objasnjavala je 32,85% originalne varijabilnosti, a na osnovu
doprinosa svake od varijabli moze se predstaviti kao faktor koji oslikava vrednosti
precipitacije tokom suvih 1 toplih perioda godine. Tre¢a glavna komponenta bioklimatskih

varijabli povezanih sa precipitacijom (ampf3) objasnjavala je 14,41% originalne
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varijabilnosti, a na osnovu doprinosa svake od originalnih varijabli moze se predstaviti kao

faktor koji oslikava vrednosti precipitacije tokom suvih perioda godine.

Rezultati multinomijalnih regresionih modela uticaja geografske lokacije, kao i
klimatskih faktora na prisutnost odgovarajucih proteinskih varijanti MHC-DQA i MHC-DQB
gena u genotipu jedinki sa teritorije Anadolije i Izraela nisu ukazali na relativni doprinos

varijabli ve¢i od 0,7 nizajedan od ispitanih modela (Tab. 29).

Uticaj klimatskih faktora, kao i geografske lokacije na heterozigotnost jedinki vrste
Lepus europaeus nije ukazao na relativni doprinos varijabli veé¢i od 0,7 ni za model koji je
obuhvatio jedinke sa teritorije Evrope, niti za model koji je obuhvatio jedinke sa teritorije
Anadolije 1 Izraela. Pored toga, statisticki znacaj efekat nije uocen kako za modele koji su
testirali heterozigotnost u svakom od ispitivanih lokusa pojedinac¢no, tako ni za model koji je

testirao generalni efekat heterozitogtnosti uzimajuci u obzir oba ispitivana lokusa (Tab. 30).

Tabela 29. Relativni doprinos varijabli (RVI) nakon rangiranja i sravnjivanja multinomijalnih regresionih
modela distribucije genotipova koji sadrze najzastupljenije proteinske varijante MHC-DQOA i MHC-DQOB
gena kod vrste Lepus europaeus sa teritorije Anadolije i Izraela. / Table 29. Relative variable importance
(RVI) of the parameters of the multinomial regression models of the occurrence of genotypes containing the
respective most frequent protein variants of MHC-DOA andMHC- DQOB genes in brown hares from
Anadolia and Israel after model averaging.

RVI long lat amtfl amtf2 ampfl ampf2 ampf3
Broj modela /

64 64 64 64 64 64 64

number of models

DQA16

RVI 0,056 0,073 0,068 0,060 0,087 0,057 0,243
DQA20

RVI 0,17 0,3 0,19 0,49 0,08 0,35 0,56
DQA21

RVI 0,1 0,17 0,61 0,04 0,17 0,45 0,04
DQB24

RVI 0,07 0,13 0,27 0,12 0,32 0,12 0,15
DQB25

RVI 0,42 0,41 0,59 0,62 0,28 0,26 0,25
DQB26

RVI 0,04 0,19 0,16 0,16 0,04 0,43 0,19

lat — geografska Sirina / latitude; long — geografska duzina / longitude; ampfl — precipitacioni faktor / precipitation
factor 1, ampf2 — precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2; ampf3 — precipitacioni faktor 3 / precipitation factor 3;
amtfl — temperaturni faktor 1 / temperature factor 1; amtf2 — temperaturni faktor 2 / temperature factor 2
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Tabela 30. Relativni doprinos varijabli (RVI) nakon rangiranja i sravnjivanja multinomijalnih regresionih
modela distribucije heterozigotnosti kod vrste Lepus europaeus. / Table 30. Relative variable importance
(RVI) of the parameters of the multinomial regression model of heterozygosity in brown hares after model
averaging

RVI long lat tfl tf2 pfl pf2 pf3
Evropa / Europe
Broj modela / 32 32 32 32 32 32

Number of models
Heterozigotnost u DOA lokusu / DOA Heterozygosity

RVI 0,32 0,61 0,35 0,34 0,33 0,37
Heterozigotnost u DOB lokusu / DOB Heterozygosity
RVI 0,19 0,34 0,44 0,27 0,29 0,26
Heterozigotnost u oba lokusa / General Heterozygosity
RVI 0,14 0,09 0,35 0,26 0,49 0,65
Anadolija i Izrael / Anatolia and Israel
Broj modela / 64 64 64 64 64 64 64

Number of models
Heterozigotnost u DOA lokusu / DOA Heterozygosity

RVI 0,22 0,46 0,32 0,21 0,27 0,32 0,34
Heterozigotnost u DOB lokusu / DOB Heterozygosity
RVI 0,26 0,32 0,28 0,52 0,24 0,24 0,25
Heterozigotnost u oba lokusa / General Heterozygosity
RVI 0,06 0,22 0,58 0,09 0,08 0,15 0,11

lat — geografska Sirina / latitude; long — geografska duzina / longitude; pfl — precipitacioni faktor / precipitation factor
I; pf2 — precipitacioni faktor 2 / precipitation factor 2; pf3 — precipitacioni faktor 3 / precipitation factor 3; tfl —
temperaturni faktor 1 / temperature factor I; tf2 — temperaturni faktor 2 / temperature factor 2
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6. DISKUSIJA

Geneticka varijabilnost prirodnih populacija oblikovana je pod dejstvom kako adaptivnih,
tako 1 istorijskih faktora karakteristicnih za odgovaraju¢a zivotna staniSta. Sagledavanje
geneticke varijabilnosti prirodnih populacija trebalo bi da bude zasnovano na upotrebi veceg
broja molekularnih markera, kako onih koji predstavljaju adaptivno neutralne delove genoma,
tako i onith smesStenih u delovima genoma koji su pod uticajem selekcije, ali takode i da
obuhvati geografski dovoljno razuden uzorak koji se moze smatrati reprezentativnim
pokazateljem areala ispitivane vrste (Lankau 1 sar., 2011; Harrisson 1 sar., 2014; Mimura 1
sar., 2017). Na taj naCin omogucava se sveobuhvatno sagledavanje nivoa geneticke
varijabilnosti, razumevanje doprinosa razliitih evolucionih i1 ekoloSkih mehanizama u
oblikovanju geneticke varijabilnosti, kao 1 uoCavanje lokalnih i/ili regionalnih adaptacija, 1
kona¢no definisanje dugoro¢nog potencijala prirodnih populacija da odgovore na stalno
promenljive uslove Zivotne sredine. U ovoj doktorskoj disertaciji sagledan je molekularni
diverzitet, opisana filogeografska struktura, definisana prostorna distribucija geneticke
varijabilnosti, 1 utvrdeno postojanje selekcionih signala 1 mogucih lokalnih/regionalnih
adaptacija kod vrste L. europaeus sa teritorije Evrope i Bliskog Istoka, primenom analize
varijabilnosti sekvenci D petlje, MT-ND2 1 MT-ND6 gena odabranih markera
mitohondrijskog genoma, kao i na osnovu varijabilnosti sekvenci MHC-DQA, MHC-DQOB i
TLR? gena jedarnog genoma na uzorku koji geografski oslikava najve¢i deo prirodnog areala

ove vrste.

6.1. Molekularni diverzitet vrste L. europaeus sa teritorije Evrope i Bliskog

Istoka

U istrazivanju je uocen relativno visok nivo molekularnog diverziteta vrste L.
europaeus za sve ispitivane markere, kako markere smesStene u mitohondrijskom genomu
(mtDNK D petlja, MT-ND2, MT-ND6), tako 1 ispitivane markere jedarnog genoma (MHC-
DQA, MHC-DQOB, TLR2). U odnosu na dosada$nja istrazivanja geneticke varijabilnosti kod
ove vrste, u ovoj disertaciji po prvi put u opisivanju geneticke varijabilnosti koris¢ena je
polimorfnost nukleotidnih i aminokiselinskih sekvenci MT-ND6 gena i TLR2 gena.

U dosadasnjim istrazivanjima genetiCke varijabilnosti prirodnih populacija vrste L.
europaeus analiza varijabilnosti nukleotidnih sekvenci D petlje mtDNK predstavljala je jedan

od najces¢e koriS¢enih molekularnih markera mitohondrijskog genoma (Kasapidis i sar.,
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2005; Fickel i sar., 2008; Stamatis i sar., 2009; Djan et al., 2017; Ashrafzadeh 1 sar., 2018).
Sve pomenute studije ukazale su na generalno visok nivo varijabilnosti nukleotidnih sekvenci
D petlje mtDNK kod ove vrste, iako je direktno poredenje vrednosti parametara
molekularnog diverziteta izmedu ovih studija otezano kako usled znacajnih razlika u duzini
poravnanja koriS¢enih nukleotidnih sekvenci kao rezultat upotrebe razliCitih pocetnica i/ili
sekvenciranja samo jednog od DNK lanaca, tako 1 usled geografski neujadnacene
zastupljenosti jedinki u uzorku. Rezultati ove doktorske disertacije su ukazali na generalno
visok nivo molekularnog diverziteta sekvenci D petlje mtDNK, koji je u saglasnosti sa
prethodnim istrazivanjima. U poredenju sa istrazivanjem Djan 1 saradnika (2017) gde je kod
456 jedinki sa teritorije Evrope 1 Male Azije otkriveno 253 haplotipa, kao i u poredenju sa
istrazivanjem Ashrafzadeh i saradnika (2018) u kome je kod 447 ispitivanih jedinki takode sa
teritorije Evrope 1 Male Azije otkriveno 259 haplotipova, generalni odnos broja uocenih
haplotipova 1 ispitivanih jedinki je u istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije nesto nizi
(0,45). Medutim vazno je napomenuti da su u gore pomenutim studijama (Djan 1 sar., 2017,
Ashrafzadeh 1 sar., 2018) u analizi parametara molekularnog diverziteta koriS¢ene i sve
sekvence D petlje mtDNK jedinki vrste L. europaeus dopstupne u NCBI bazi, te uocena
razlika moze biti direktna posledica pristrasnosti u velil¢ini uzorka. Ipak, uzimajuéi u obzir
da su u ovoj disertaciji jedinistveni haplotipovi ¢inili vise od 50% svih otkrivenih
haplotipova, kao i1 da je najzastupljeniji haplotip bio prisutan u niskoj frekvenciji (~ 5%),
moze se utvrditi da je nivo varijabilnosti u okviru D petlje kod ispitivanih jedinki vrste L.
europaeus sa teritorije Evrope 1 Bliskog Istoka otkriven u ovoj studiji relativno visok.
Nasuprot visokim vrednostima molekularnog diverziteta sekvenci D petlje mtDNK,
nesto nize vrednosti parametara molekularnog diverziteta otkrivene su analizom varijabilnosti
sekvenci MT-ND2 1 MT-ND6 gena, §to je 1 oCekivani rezultat imajuci u vidu visoku stopu
mutacija unutar kontrolnog regiona mtDNK molekula. Sagledavanjem varijabilnosti sekvenci
MT-ND?2 gena kod 133 jedinke vrste Lepus capensis sa teritorije Tunisa (Ben Slimen i sar.,
2017) otkriven je 41 haplotip na osnovu 47 varijabilnih pozicija. U ovoj disertaciji otkriven je
manji broj haplotipova u odnosu na pomenutu studiju, ali je vrednost diverziteta haplotipova
(0,862) bila gotovo identi¢na sa vrednos¢u od 0,859 otkrivenom kod vrste L. capensis sa
teritorije Tunisa. U ovoj disertaciji otkriven je 1 veci broj razlicitih aminokiselinskih sekvenci
u odnosu na cetiri razlicite proteinske varijante pronadene kod vrste L. capensis. Ancestralna
proteinska varijanta ND2B otkrivena u ovoj studiji imala je identi¢nu aminokiselinsku
sekvencu kao i1 proteinska varijanta ND2d pronadena kod dve jedinke vrste L. capensis sa

teritorije centralnog i juznog dela Tunisa. Imajuc¢i u vidu da je ND2B varijanta otkrivena u
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ovoj disertaciji bila u najve¢em broju slucajeva prisutna kod jedinki sa teritorije Anadolije i
Izraela, prisutnost identi¢nih aminokiselinskih sekvenci moze biti posledica konvergentne
evolucije kao rezultat odgovora na slicne ekoloske niSe koje obe vrste naseljavaju.

Najnize vrednosti molekularnog diverziteta mtDNK molekula pronadene su analizom
nukleotidnih sekvenci MT-ND6 gena. Medutim, iako su vrednosti diverziteta haplotipova,
kao 1 diverziteta nukleotida MT-ND6 gena niZze od vrednosti ovih parametara kod sekvenci
MT-ND?2 gena, u okviru MT-ND6 gena prisutan je veci broj haplotipova, kao i ve¢i broj
razli¢itih aminokiselinskih sekvenci. U studiji varijabilnosti nukleotidnih sekvenci ¢itavih
genoma mtDNK kod 14 jedinki vrste L. europaeues, u okviru MT-ND6 gena uoceno je
gotovo dvostruko manje parsimonijski informativnih mesta u poredenju sa MT-ND2 genom
(Giannoulis 1 sar., 2018). Nasuprot tome, u ovoj disertaciji ve¢i broj parsimonijskih mesta
uocen je kod MT-ND6 gena. lako je MT-ND6 jedan od najvarijabilnijih protein-kodiraju¢ih
gena mtDNK molekula, koji usled kratke duzine moze biti umnoZen i1 sekvenciran klasi¢nim
Sangerovim pristupom u celosti, ipak ne postoji veliki broj studija koji je istrazivao
varijabilnost prirodnih populacija na osnovu ovog gena. Pored toga, nekoliko studija koji su
se bazirale na analizama sekvenci €itavih genoma iskljucivao je MT-ND6 gen iz analiza usled
¢injenice da je jedini lociran na lakom lancu i da kao takav pokazuje znacajne razlike u
pogledu sastava baza u odnosu na gene smeStene na teSkom lancu mtDNK molekula.
Rezultati ove disertacije ukazuju da M7-ND6 gen poseduje znacajan nivo varijabilnosti, i da
predstavlja jedan od pogodnih molekularnih markera za opisivanje molekularnog diverziteta
kod vrste L. europaeus.

Dosadasnja istrazivanja varijabilnosti gena imunskog sistema kod vrste Lepus
europaeus obuhvatila su analizu MHC gena klase 11, i to MHC-DQA, MHC-DOB, MHC-DRB
i MHC-DPB gena (de Belloq i sar., 2009; Campos i sar., 2011; Smith i sar., 2011;
Koutsogiannouli 1 sar., 2009; 2014). Geografski najsveobuhvatnija bila je studija koja je
ispitivala varijabilnost MHC-DQA 1 MHC-DRB gena kod 801 jedinke vrste Lepus europaeus
sa teritorije Evrope 1 Male Azije (Koutsogiannouli i sar. 2009; 2014), pri ¢emu je otkriveno
37 alela u MHC-DQA lokusu, odnosno 61 alel u MHC-DRB lokusu. lako je broj MHC-DQOA
alela otkriven u ovoj disertaciji neSto nizi nego u pomenutoj studiji, broj varijabilnih
nukleotidnih pozicija, kao i1 broj segregiraju¢ih aminokiselinskih pozicija bio je identi¢an u
oba istrazivanja, iako je u ovoj disertaciji ispitivani uzorak gotovo cetiri puta manji. Naime, u
studiji Koutsogiannouli i saradnika (2009; 2014) za odredivanje alela koriSéen je pristup
zasnovan na polimorfnosti usled konformacionih promena u pojedinacnim lancima (eng.

Single Strand Conformational Polymorphism) za koji je u nekoliko studija pokazano da usled
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smanjene rezolucije same metode, broj otkrivenih alela moze biti neSto nizi od stvarnog
(Sommer 1 sar., 2013). Sa druge strane, u poredenju sa studijom koja je proucavala
varijabilnost MHC-DQOA gena na uzorku od 326 jedinki sa teritorije isto¢ne Austrije
otkriveno je 10 alela (Campos i sar., 2011), u poredenju sa osam MHC-DQA alela otkrivenih
kod 13 jedinki sa teritoriji Austrije u ovoj disertaciji. Vazno je napomenuti da je i u ovoj
studiji za odredivanje alela koriS¢en princip kapilarne elektroforeze u ispitivanju SSCP
alelskih profila. Medutim, imaju¢i u vidu da su sli¢ni nivoi varijabilnosti uoc¢eni nezavisno od
veli¢ine uzorka, moze se zakljuciti da je u ovoj disertaciji i pored manjeg broja uzoraka po
pojedina¢nim lokalitetima, taj broj i dalje dovoljan da reprezentativno iskaze razlike u
geografskoj varijabinosti u ispitivanim MHC lokusima. Nasuprot dosadasnjim istrazivanjima
varijabilnosti u MHC-DQA i MHC-DRB lokusu koje su bile zasnovane na geografski
rasprostranjenom uzorku, MHC-DQB lokus proucavan je samo regionalno, i to kod 518
jedinki sa teritorije Austrije 1 Belgije, gde je otkriveno 11 MHC-DQB alela na teritoriji
Austrije, odnosno devet alela na teritoriji Belgije (Smith 1 sar., 2011), u poredenju sa 10 alela
otkrivenih na teritoriji Austrije, odnosno pet alela otkrivenih na teritoriji Belgije u ovoj
disertaciji, ukazujuéi takode da nivo detekcije varijabilnosti nije pod izrazitim uticajem
veli¢ine uzorka. Generalno govorec¢i, u okviru MHC gena klase II, dosadasnja istrazivanja
kako kod vrste L. europaues, tako i kod mnogih drugih vrsta sisara ukazuju da je MHC-DRB
lokus najvarijabilniji, dok je najmanji nivo polimorfnosti prime¢en u MHC-DPB lokusu,
najverovatnije kao posledica odsustva gametske neravnoteze vezanosti sa preostalim genima
klase II, kao 1 gotovo potpunog odsustva rekombinacija (Smith i sar., 2011).

Visoka varijabilnost MHC gena objasnjava se primarno kao posledica delovanja
balansne selekcije (Spurgin i Richardson, 2010). Kod svih ispitivanih gena imunskog sistema
nivo uocene heterozigotnosti bio je statisticki znacajno manji u odnosu na vrednosti
ocekivane pod pretpostavkom Hardi-Vajnebrgovog ekvilibrijuma, $to ukazuje da je balansna
selekcija kroz selektivnu prednost heterozigotnih jedinki manje verovatan mehanizam u
oblikovanju uocene varijabilnosti u MHC-DQA i MHC-DQB lokusu. Identi¢an rezultat
uocen je i u istrazivanju varijabilnosti MHC-DQA 1 MHC-DQB gena kod jedinki vrste Lepus
capensis sa teritorije Tunisa, gde je deficit heterozigotnosti takode uocen u svim ispitivanim
populacijama (Awadi i sar., 2018b). Imaju¢i u vidu da je u ovoj disertaciji od 30 otkrivenih
alela u MHC-DQA lokusu njih 20 bilo zastupljeno u niskim frekvencijama, dok je u MHC-
DQB lokusu od 41 otkrivenog alela, njih 30 bilo zastupljeno u niskim ucestalostima, a pri
¢emu je najveci broj retko zastupljenih alela u oba lokusa bio prisutan u heterozigotnim

genotipovima, uocena varijabilnost u MHC lokusima verovatnije je posledica balansne
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selekcije koja favorizuje retke varijante, kroz model selekcije zavisne od ucestalosti alela.
Sli¢ni rezultati dobijeni su 1 u istrazivanju MHC-DQA 1 MHC-DRB gena kod jedinki vrste
Lepus europaeus sa teritorije Evrope 1 Male Azije, gde je takode ukazano na model balansne
selekcije, kroz favorizaciju retkih alelnih varijanti (Koutsogiannouli i sar., 2009; 2014).

TLR2 gen imunog sistema predstavlja jedan od najcesc¢e proucavanih 7LR gena
upravo zbog mogucnosti da stvara funkcionalne heterodimere sa drugim TLR molekulima, ali
i usled cCinjenice da stupa u interakciju sa velikim brojem razli€itih ne-TLR molekula (de
Oliviera Nascimento i sar., 2012), §to ukazuje na moguénost prepoznavanja Sirokog spektra
patogena. U okviru reda Lagomorpha 7LR2 gen pokazuje ubrzanu stopu mutacija u odnosu
na ostale sisare (Neves 1 sar. 2019), Sto dodatno ukazuje na znacaj ovog gena u
prepoznavanje patogena. U ovom istrazivanju, po prvi put kod vrste L. europaeus analizirana
je varijabilnost TIR domena 7LR2 gena. Generalno govore¢i, TIR domen 7LR2 gena koji
pokazuje visok nivo evolucione ocuvanosti kako izmedu preostalih 7LR gena, tako 1 izmedu
razli¢itih vrsta, kao rezultat funkcionalnih ograni¢enja vezanih za vaznu ulogu u inicijaciji
intracelijskih signalnih kaskada (Jann i sar., 2008). Iako su u ovoj disertaciji otkrivene manje
vrednosti varijabilnosti u poredenju sa istrazivanjem Awadi i saradnika (2018a) gde je kod
110 jedinki vrste L. capensis sa teritorije Tunisa otkriveno 25 TLR2 alela, koji su
prevodenjem u aminokiselinske sekvence dali 20 razli¢itih proteinskih varijanti, €ini se da je
generalno, nivo varijabilnosti unutar TIR domena 7LR2 gena u rodu Lepus neSto visi u
poredenju sa drugim sisarima, najverovatnije kao posledica uoc¢ene ubrzane stope evolucije.
Na primer, u istrazivanju 80 jedinki divljih kuni¢a od 14 uo€enih nesinonimnih zamena, samo
dve su bile locirane unutar TIR domena (Abrantes i sar., 2013), dok je u istrazivanju
varijabilnosti 7LR2 gena kod 10 rasa ovaca od 18 varijabilnih pozicija samo dve bilo locirano

unutar TIR domena (Smith i sar., 2014).

6.2. Filogeografska struktura i karakteristike demografske istorije vrste Lepus

europaeus

Vrsta Lepus europaeus predstavlja jednu od mnogih vrsta evropskog kontinenta cija
je savremena geografska distribucija geneticke varijabilnosti znacajno oblikovana pod
uticajem smena perioda glacijacije 1 interglacijacije tokom Pleistocena. Naime, tokom
perioda glacijacije najve¢i deo Evrope bio je pokriven ledom, usled ¢ega su mnoge vrste bile
primorane da migriraju u toplije juznije krajeve, tj. teritorije juznih poluostrva: Iberjiskog,

Apeninskog 1 Bakanskog poluostrva, koji su imali ulogu refugijuma omogucavajuci
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prezivljavanje nepovoljnih uslova sredine (Hewitt, 1999; Taberlet i sar., 1998). Dosadasnja
istrazivanja filogeografske strukture vrste L. europaeus zasnovana na analizama sekvenci D
petlje mtDNK ukazala su na postojanje dve jasno odvojene klade: evropske i anadolijske,
odnosno na prisustvo tri velike haplogrupe: jedne koja obuhvata jedinke sa teritorije Bliskog
Istoka (AMh), jednu koja uglavnom obuhvata jedinke sa teritorije Balkanskog poluostrva
(BLh) 1 haplogrupu koja je obuhvatala jedinke sa ostalih delova evropskog kontinenta (EUh)
(Kasapidis i sar., 2005; Stamatis i sar., 2009; Djan i sar., 2017; Ashrafzadeh i sar., 2018), Sto
je u potpunosti u saglasnosti i sa rezultatima ove disertacije. Izuzev studije Ashrafzadeh i
saradnika (2018) koja je za opisivanje filogeografske struktuiranosti koristila i segment gena
za citohrom b, kao 1 sekvence gena za transportne RNK za prolin i treonin, sve preostale
pomenute studije filogeografsku strukturu su definisale na osnovu varijabilnosti sekvenci D
petlje mtDNK. Naime, D petlja mitohondrijske DNK predstavlja najces¢e koris¢eni
molekularni marker u opisivanju filogeografske strukture, prvenstveno usled visoke stope
mutacija u poredenju sa ostalim regionima ovog molekula. U ovoj disertaciji u odredivanju
filogeografske strukture vrste Lepus europaeus koris¢ene su i sekvence MT-ND2 i MT-ND6
gena, koje su takode ukazale na jasan filogeografski signal i podelu na anadolijsku i evropsku
kladu. lako je usled razlika u mutacionim stopama izmedu razliCitih delova mtDNK
molekula, moguce ocekivati diskordantnost u filogenetskim odnosima poredenjem razlicitih
regiona ovog molekula, rezultati ove disertacije ukazuju na jasno prisutvo aspekta II
geneaoloske konkordatnosti (Avise, 2000), kada je isti filogeografski obrazac podrzan
analizom veceg broja molekularnih markera.

Definisani filogeografski obrazac vrste L. europaeus ukazuje da je anadolijska grupa
ancestralna i da je kao izvoriSna grupa omogucila naseljavanje jugoistocnog dela Balkanskog
poluostrva, tacnije podrucja Bugarske, Republike Severne Makedonije i jugoisto¢ne Srbije,
pri cemu je ovakav protok gena mogao da postoji u nekoliko navrata budu¢i da geoloski
podaci ukazuju na bar dva perioda niskog nivoa mora tokom srednjeg/kasnog Pleistocena
kada je postojao Bosforski zemljouz, pa sve do pre oko 8000 godina kada je ovaj zemljouz
poslednji put povezivao Evropu sa Anadolijom (Gokasan i sar., 1997). Balkanska haplogrupa
delovala je kao izvoriSna grupa za naseljavanje ostatka Balkanskog poluostrva, dok su
jedinke iz centralnih 1 severnih delova Balkanskog poluostrva bile izvoriSna grupa za
naseljavanje centralne i zapadne Evrope. PredloZeni filogeografski obrazac podrzan je
analizom sva tri ispitivana markera mtDNK (D petlja, MT-ND2, MT-ND6), iako u odnosu na
prethodna istrazivanja nije bilo moguce definisati substrukturiranost Balkanske haplogrupe,

najverovatnije usled geografski ograni¢enog uzorka jedinki sa juga Balkanskog poluostrva
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koje su koriS¢ene u ovoj studiji. PredloZeni obrazac filogeografske strukturiranosti ukazuje na
gotovo kontinuiranu evolucionu trajektoriju od Anadolije ka centralnoj i zapadnoj Evropi bez
velikih filogenetskih prekida. Naime, jedino veza izmedu AMh i BLh haplogrupe ukazuje na
nesto vecu filogenetsku prazninu, gde je otkriveno 13 mutacionih koraka u sluc¢aju D petlje
mtDNK, dok je ista veza predstavljena sa svega 6 mutacionih koraka u slu¢aju MT-ND2 i
MT-ND6 gena, pri cemu od tih Sest samo jedna mutacija predstavlja sinonimnu zamenu. Ipak,
ako se uzme u obzir da je maksimalna divergencija haplotipova unutar EUh, BLh i posebno
AMh grupe mnogo veca od uocenog filogenetskog prekida izmedu AMh i BLh grupe, on se
ipak radije moze interpretirati kao plitka filogenetska divergencija. Naime, ovakav obrazac
intraspecijske varijabilnosti koji predstavlja relativno plitka retikularna diferencijacija na
velikim geografskim regionima sa uocljivim obrascima geografskog particionisanja linija
pokazana je i u analizi obrazaca diverziteta mtDNK varijabilnosti kod vrste L. capensis (Ben
Slimen et al., 2008), kao i kod vrste L. timidus (Hamill i sar., 2006), dok su nesto veci
filogenetski prekidi uoCeni kod vrsta L. americanus 1 L. yarkadensis (Li i sar., 20006;
Melo-Ferreira 1 sar. 2014b). Retikularni obrazac evolucije, kao 1 kompozitna struktura MJ
mreze moze se predstaviti kao intermedijarni obrazac izmedu kategorije IV i kategorije V
obrazaca intraspecijske varijabilnosti mtDNK kod sisara (Avise, 2000), a koja odgovara
kontinuiranoj evolucionoj dinamici 1 prisustvu protoka gena duz udaljenih geografskih
regiona, kao 1 populacionoj ekspanziji bez duzih evolucionih prekida. Ovakav scenario
ukazuje da postojanje zone sekundarnog kontakta na teritoriji Bugarske, koja je opisana za
mnoge druge vrste, a Ciji je znacaj za oblikovanje varijabilnosti kod vrste L. europaeus
ukazivan u ranijim istrazivanjima (Stamatis i sar., 2009; Ashrafzadeh i sar., 2018) radije ima
relativno mali doprinos u oblikovanju varijabilnosti kod ove vrste. U prilog ovoj tvrdnji ide 1
¢injenica da ni u jednom od ispitivanih mtDNK markera u ovoj disertaciji, $to je u saglasnosti
1 sa prethodnim istrazivanjima, haplotipovi karakteristicni za balkanske linije nisu uoceni kod
jedinki geografski uzorkovanih na teritoriji Bliskog Istoka.

PredlozZeni filogeografski obrazac podrzan je i latitudinalnim gradijentom opadanja
parametara molekularnog diverziteta od juga ka severu, koji je uocen kod sva tri ispitivana
molekularna markera mtDNK molekula. Naime, prema hipotezi ekspanzivnog fronta (Hewitt,
1999), nakon poslednjeg glacijalnog maksimuma, povlacenje lednika sa veceg dela teritorije
Evrope uslovilo je stvaranje povoljnih uslova za rekolonizaciju ovih regiona, pri ¢emu su
gotovo ekskluzivno samo jedinke sa severnih delova Balkanskog poloustrva delovale kao
vodec¢i front, dok su jedinke sa teritorije centralnih i juznih delova Balkana ostale na neki

nain blokirane vode¢im frontom severnih populacija. U tom smislu, niska varijabilnost
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Sirom centralne 1 zapadne Evrope direktna je posledica efekta osnivaca prilikom
rekolonizacije nakon poslednjeg glacijalnog maksimuma, dok su sa druge strane, periodi
intenzivnog mesanja i duze neprekinute evolucije u refugijumima doveli do diverzifikacije 1
odrzavanja znafajnog nivoa molekularnog diverziteta. Rezultati ove disertacije ukazuju na
najvece vrednosti parametara molekularnog diverziteta otkrivene na teritoriji Anadolije 1
Bliskog Istoka, dok su najmanje vrednosti parametara molekularnog diverziteta otkrivene na
teritoriji centralne i zapadne Evrope, §to je u saglasnosti sa teorijom ekspanzivnog fornta, ali i
u saglasnosti sa prethodnim studijama kod vrste L. europaeus (Kasapidis i sar., 2005; Sert i
sar., 2005; Fickel 1 sar., 2008; Stamatis i sar., 2009; Djan 1 sar., 2017; Ashrafzadeh 1 sar.,
2018).

Karakteristike demografske istorije takode podrzavaju definisanu filogeografsku
strukturiranost, sa datiranjem vremenske ekspanzije populacija koja je u potpunosti u skladu
sa geoloSkim promenama, kao 1 promenama u vegetacijskim pokriva¢ima tokom kasnog
Pleistocena i1 ranog Holocena (Adams 1 sar., 1999). Naime, jedinke sa teritorije Anadolije i
Izraela pokazuju demografski stabilnu populaciju koja zapocinje ekspanziju pre oko 50000
godina, signal demografske istorije balkanske grupe datira na pre oko 60000 godina, sa
ekspanzijom koja pocinje pre oko 20000 godina, dok evropska grupa pokazuje najkracu
demografsku istoriju ¢ija ekspanzija zapocinje pre oko 9000 godina, ubrzo nakon zavrSetka
poslednjeg glacijalnog maksimuma (pre oko 15000 godina). Rezultati Migrate-N analize su
za sva tri isptivana markera nedvosmilseno ukazali na gotovo jednosmerni protok gena iz
Anadolije na Balkan, budu¢i da je protok gena u suprotnom smeru ukazivao na stopu manje
od jedne individue po generaciji. Izrazeni signali istorijskih prolazaka kroz usko grlo kod
vrste L. euorpaeus nisu uoceni analizom nijednog od tri molekularna markera mtDNK
molekula, budu¢i da je multimodalni oblik distribucije nukleotidnih razlika ukazao na
dugorocno stabilnu populaciju na teritoriji Anadolije, odnosno signal populacione ekspanzije
u evropskoj kladi na osnovu gotovo svih primenjenih testova. Pored toga, analiza distribucije
mtDNK haplotipova u okviru MJ mreze takode je ukazala na obrasce karakteristiCne za
populacije koje prolaze kroz populacionu ekspanziju. Naime, kod sva tri ispitivana markera
EUh je okarakterisana jednim (ili nekoliko) veoma zastupljenim haplotipom od koga su
polazili jedinstveni haplotipovi 1/ili haplotipovi prisutni u niskim frekvencijama, udaljeni sa
malim brojem mutacionih koraka, §to je obrazac karakteristican za populacionu ekspanziju.
Ovakav model populacione radijacije u vezi je sa naglom ekspanzijom populacija prateci kraj

poslednjeg glacijalnog maksimuma.
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Kada govorimo o filogeografskoj strukturiranosti, vazno pitanje je 1 doprinos
razli¢itih juznih poluostrva u rekolonizacionim procesima nakon poslednjeg glacijalnog
maksimuma. Ipak ovaj podatak u objaSnjavanju filogeografske strukture vrste L. europaeus je
teSko u potpunosti ispitati, budu¢i da najveci broj studija do sada u analizu nije ukljucivao
sekvence jedinki sa teritorije Iberijskog 1 Apeninskog poloustrva, imajuci u vidu simpatricke
odnose sa drugim vrstama roda Lepus, kao 1 opisane slucajeve interspecijskih hibridizacija
koje bi mogle da naruse rezoluciju filogeografske strukture. Na mogucu ulogu Apeninskog
poluostrva kao dodatnog refugijuma za vrstu L. europaeus ukazano je u studiji Fickel i
saradnika (2008). U ovoj disertaciji, u odnosu na prethodne studije koriS¢en je veci broj
jedinki sa teritorije zapadne Evrope, Sto je uslovilo uocavanje blage substrukutiranosti koja
odgovara haplotipovima koji su predominantno posedovale jedinke sa teritorije Belgije,
Holandije i Francuske. Iako izdvajanje ovih jedinki od centralno evropskih populacija moze
biti posledica upliva divergentnijih linija sa Iberijskog i Apeninskog poloustrva, rezultati ove
studije ukazuju da se Balkansko poluostrvo ¢ini kao najvazniji refugijum za ovu vrstu usled
odsustva velikih geografskih barijera ka severu u poredenju sa drugim poluostrvima. Pored
toga, rezultati ove studije nisu ukazali na postojanje neocekivanih filogenetskih odnosa, osim
u slucaju jedne jedinke sa teritorije Vojvodine koja se grupisala u okviru AMh grupe. Naime,
poznato je da su u drugoj polovini proSlog veka, posebno u toku socijalistickog perioda,
vrseni brojni programi translokacije jedniki koji bi mogli da naruSe rezoluciju filogeografske
strukturiranosti (Kasapdisi i sar., 2005; Stamatis i sar., 2009). U slucaju jedinke sa teritorije
Vojvodine, Cinjenica da je grupisanje u okviru AMh grupe bilo konzistentno za sva tri

ispitivana mtDNK markera ukazuje da su translokacije najverovatniji uzrok ovog rezultata.

U odnosu na jak filogeografski signal uocen u analizi mtDNK molekula, potpuno
suprotan rezultat dobijen je analizom gena imunskog sistema koji su ukazali na odsustvo
filogeografske strukuturiranosti, buduc¢i da se aleli nisu grupisali u odnosu na geografsku
distribuciju, ve¢ su bili razrudeni Sirom topologije Bajesovih stabala i MJ mreze. Jak
filogeografski signal uocen u mtDNK molekulu najverovatnije je posledica izrazenog
filopatrickog obrasca Zenki, koji je doveo do izrazene prostorne segregacije matrilinearnih
linija mtDNK. Sa druge strane, odsustvo filogeografskog signala je ve¢ poznata karaketristika
MHC gena (Klein i sar., 1998), nastala kao posledica fenomena transpecijskog polimorfizma.
Naime, transpecijski polimorfirzam MHC gena opisan je kod velikog broja organizama, npr.
kod riba (Ottova 1 sar., 2005), glodara (Cutrera 1 Lacey, 2006), karnivora (Seddon i Ellegren,

2002), i primata (Azevedo i1 sar., 2015), a karakteriSu ga vece geneticke distance izmedu alela
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unutar vrsta nego izmedu razliCitih vrsta. Transpecijski polimorfizam nastaje kao rezultat
selekcionih mehanizma, pri ¢emu se odredene varijante koje su postojale pre divergencije
vrsta zadrzavaju najverovatnije kao posledica prepoznavanja sli¢nih patogena i parazita.
Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na nekoliko alela MHC-DQA i MHC-DQB
lokusa koji su deljeni izmedu razliCitih vrsta roda Lepus, kako na nivou nukleotidnih
sekvenci, tako 1 na nivou aminokiselinskih sekvenci, najverovatnije jer predstavljaju
ancestralne varijante koje omogucavaju bolji odgovor na delovanje zajednickih patogena koji
deluju na vrste u okviru roda Lepus. U prilog ovoj tvrdnji idu i rezultati nekoliko studija koje
su ukazale je da je kvalitativna kompozicija helmintskih zajednica izmedu zeCeva i1 kunica
veoma slicna (Blasco 1 sar., 1996; Boag i Iason, 1986). Odsustvo filogeografskog signala na
osnovu analize MHC gena pokazano je i u istrazivanju Koutsogiannouli i saradnika (2009;
2014) u kome su sagledani filogenetski odnosi izmedu alela MHC-DQA i MHC-DRB lokusa
kod jedinki sa teritorije Evrope 1 Male Azije, a gde je takode uocena slucajna distribucija
alela kroz topologiju stabla bez uocCavanja geografskih signala, kao 1 niske bootstrap
vrednosti za podrZanost uo¢enih klada, Sto sve doprinosi niskom filogenetskom signalu.

Iako se transpecijski polimorfizam najceS¢e opsuje kao dominantan mehanizam u
evoluciji MHC gena, u ovoj disertaciji odsustvo izrazenog filogeografskog signala, kao 1
postojanje transpecijskog polimorfizma zabelezeno je 1 ispitivanjem nukleotidnih sekvenci
TLR?2 gena. Pored toga, studije IgVh gena koji kodira varijabilni region teSkog lanca antitela
kod nekoliko vrsta reda Lagomorpha (Esteves i sar., 2005), takode su pokazale prisustvo
transpecijskih polimorfizama, $to ukazuje da su geni imunskog sistema pod generalnim
dejstvom selekcionog signala, te da transpecijski polimorfizam nije posledica idiosinkrazije
samo odredenih gena koji vode odrZzavanju multiplih linija kroz dogadaje specijacija (T¢Sicky

i Vinkler, 2015).
6.3. Prostorna distribucija geneticke varijabilnosti vrste L. europaeus

Razumevanje prostorne distribucije geneticke varijabilnosti, definisanje geneticki i
porostorno diferenciranih grupa, kao i otkrivanje mogucih genetickih diskontinuiteta i
barijera za protok gena, posebno je vazno kada uzorkovanje obuhvata jedinke koje pokazuju
Siroku distribuciju, a gde a priori grupisanje u populacije prate¢i klasican populaciono-
geneticki pristup nije moguce usled nedovoljnog broja jedinki po svakom posmatranom
lokalitetu. U tom smislu, primena algoritama koji omoguéavaju prostorno eksplicitno

grupisanje jedinki na osnovu integracije genetickih podataka sa informacijama o geografskoj

-94 -



poziciji svake jedinke (Francois i1 Durand, 2010), omoguéava nepristrasan pristup u
opisivanju prostorne distribucije molekularnog diverziteta.

Analiza prostorne distribucije primenom Geneland paketa ukazala je na postojanje
komplementarnog prostornog obrasca u slucaju analize sekvenci D petlje mtDNK, kao i
sekvenci MT-ND?2 gena. Naime, uoceni obrazac prostorne distribucije gotovo u potpunosti
oslikava filogeografski scenario opisan kod ove vrste, ukazuju¢i na nesSto veci stepen
rezolucije u okviru svake od definisanih haplogrupa. Naime, imaju¢i u vidu da se analize
filogeografske strukture najcesée zasnivaju samo na vremenskoj kompomenti, odnosno
konstrukciji genealoskih dogadaja kroz formiranje MJ mreze ili Bajesovih stabala, primena
prostorno eksplicitnih modela pomaze u boljem razumevanju i postizanju vece rezolucije
filogeografskih obrazaca, budu¢i da koristi modele zasnovane na genetickim pretpostavkama,
istovremeno uzimajuéi u obzir i geografske lokacije jedinki, a pored svega toga, daje i
statisticku podrzanost za pripadnost svake jedinke odredenoj grupi. U tom smislu, uoceni
obrazac prostorne distribucije sekvenci D petlje mtDNK 1 M7-ND2 gena ukazao je na
statisti¢ki znacajan signal strukturiranosti u okviru cwEUh haplogrupe, gde se mogu izdvojiti
dve prostorne grupe, jedna koja je obuhvatala jedinke sa teritorije zapadne Evrope, i druge
koja je obuhvatala jedinke sa teritorije centralne Evrope. Uocena strukturiranost moze biti
posledica ve¢ pomenutog moguceg doprinosa divergentnijih linija sa Iberijskog polusotrva.
Medutim, imaju¢i u vidu da se u zapadno-evropskim populacijama uocavaju najmanje
vrednosti molekularnog diverziteta, one su verovatnije posledica efekta osnivaca tokom
formiranja ekspanzivnog fronta, dok su centralno-evropske populacije odrzale neSto vise
vrednosti parametara molekularnog diverziteta usled upliva divergentnijih linija sa teritorije
istocne Evrope (Strzala i sar., 2008; Ashrafzadeh i sar., 2018).

U odnosu na komplementarni obrazac prostorne distribucije dobijenom analizom D
petlje mtDNK 1 MT-ND2 gena, prostorni obrazac varijabilnosti na osnovu sekvenci MT-ND6
gena nije ukazao na signal strukturiranosti na teritoriji centralne i zapadne Evrope, ukazujuci
na postojanje jedne prostorne grupe, ali je nasuprot tome, ukazao na postojanje jasnog signala
geografske diferencijacije balkanskih populacija na istocne i zapadne. Budu¢i da
strukturiranost balkanskih populacija ne moze biti povezana sa nekom uocljivom
geografskom barijerom, a imajuci u vidu da je otkriveno dejstvo signala pozitivne selekcije u
okviru MT-ND6 gena (vise u poglavlju koje sledi), moguée je da se strukturiranost na
Balkanskom poluostrvu javlja kao posledica dejstva selekcionih mehanizama. lako su
vrednosti parametara molekularnog diverziteta u okviru definisanih prostornih grupa kod sva

tri ispitivana markera na nivou nukleotidnih sekvenci pratila ocekivanja po pretpostavljenom
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filogeografskom modelu evolucije, odnosno postojanje gradijenta opadanja vrednosti
molekularnog diverziteta od Anadolije ka Balkanu, pa dalje ka centralnoj i zapadnoj Evropi,
neocekivano suprotan rezultat uocen je na osnovu varijabilnosti aminokiselinskih sekvenci.
Naime, u okviru geneticke grupe koja je obuhvatala jedinke sa teritorije Anadolije i Izraela
samo dve aminokiselinske zamene su bile nesinonimne u odnosu na 20 sinonimnh zamena.
Nasuprot tome, na teritoriji Balkanskog poluostrva, u okviru zapadne prostorne grupe, od 8
aminokiselinskih zamena ¢ak 5 su bile nesinonimne, dok su u isto¢nom klasteru uocene 4
nesinonimne zamene. Ovakav rezultat dodatno ukazuje na moguci doprinos selekcionih
mehanizama u oblikovanju prostorne distribucije mtDNK varijabilnosti kod vrste L.
europaeus.

Kada govorimo o razumevanje prostorne distribucije varijabilnosti gena imunskog
sistema mora se napomenuti da je njeno razumevanje oteZano usled nemoguénosti primene
klasi¢nih metoda za odredivanje populacione strukturiranosti, buduci da se vecina opisanih
modela zasniva na pretpostavkama Hardi-Vajnbergove ravnoteze, §to u slu¢aju molekularnih
markera koji su pod dejstvom selekecije nije slucaj. Najve¢i broj studija do sada je
razumevanje distribucije varijabilnosti MHC gena zasnivao je na metodama ordinacije koje
su primenjivane na a priori definisane populacije na osnovu njihove geografske lokacije. U
tom smislu, prednost nedavno razvijene sPCA analize u odnosu na klasi¢ne ordinacione
metode, jeste u ukljucivanju informacija o geografskoj lokaciji jedinki u analize. Naime, na
ovaj nacin omogucava se razumevanje obrazaca varijabilnosti zasnovano na prostornoj
distribuciji razlika u ucestalosti alela bez a priori definisanih populacija, ¢ime se dobijaju
informacije o postojanju globalne strukture (postojanje geografskih klina ili grupa), odnosno
informacije o lokalnoj strukturi koja nastaje kao posledica razlika izmedu bliskih geografskih
suseda (Jombart i sar., 2012). Primenom ovog pristupa u analizi sva tri ispitivana gena
imunskog sistema kod vrste L. europaeus sa teritorije Anadolije 1 Izraela u ovom istrazivanju
uoceno je prisustvo dve prostorne grupe, jedne koja je obuhvatala jedinke sa teritorije
Evrope, i druge koja je obuhvatala jedinke sa teritorije Anadolije 1 Izraela. Uocena
distribucija prostorne varijabilnosti ukazuje na postojanje filogeografskog signala koji nije
uocljiv primenom klasi¢nih metoda filogeografije (MJ mreza, Bajesovo stablo). Medutim
analiza molekularne varijanse ukazala je na nizak nivo geneticke diferencijacije gde je svega
17,06% bila posledica razlika izmedu dve uocene grupe, $to je u saglasnosti i sa rezultatima
kada je poredenja razlika izmedu ovih grupa na osnovu MHC-DQA i MHC-DRB gena gde je
15,30% varijacija bilo usled regionalnih podela (Koutsogiannouli i sar., 2009; 2014).

Vrednosti parametara molekularnog diverziteta u okviru AM grupe su bile vec¢e kod sva tri
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ispitivana gena imunskog sistema, Sto je u skladu kako sa rezultatima ove disertacije
zasnovanim na mtDNK markerima, ali i sa prethodnim istrazivanjima zasnovanim na mtDNK
i alozimima (Sert et al., 2005; Stamatis et al., 2009). Sa druge strane, u odnosu na izrazenu
strukturiranost populacija sa teritorije Evrope uofenu na osnovu analiza mtDNK molekula,
suprotan rezultat uocCen je u analizi gena imunskog sistema buduci da nije ukazano postojanje
dodatnih genetickih prostornih grupa. Rezultati prostorne varijabilnosti MHC gena generalno
se mogu uporediti sa rezultatima zasnovanim na mikrosatelitima koji su takode ukazali na
odsustvo znacajnijeg signala diferencijacije Sirom Evrope i Bliskog Istoka (Demirbas i sar.,
2019; Ben Slimen i sar., 2008). Iako u prilog ovoj tvrdnji idu i niZze vrednosti Fst parametara
kod ispitivanih MHC gena u poredenju sa mtDNK genima, ovakva poredenja svakako nisu
inidikativna imajuéi u obzir razlike u efektivnoj veli€ini posmatranih genoma.

Iako je distribucija parametara molekularnog diverziteta mtDNK na teritoriji Evrope
pokazivala latitudinalni gradijent opadanja vrednosti diverziteta kao posledica efekta
osnivaca nakon ekspanzije populacija iz Balkanskog refugijuma (Taberlet 1 sar., 1998), kod
ispitivanih MHC gena ovaj signal nije tako izrazen. Naime, ako se uporede vrednosti broja
alela korigovanih za veli¢inu uzorka, uocavaju se sli¢ni parametri vrednosti molekularnog
diverziteta Sirom Evropskog kontinenta. Ovi rezultati su 1 u skladu sa istrazivanjima
Koutsogiannouli 1 saradnika (2009; 2014) gde su takode uocene sli¢ne vrednosti parametara
diverziteta MHC-DQA 1 MHC-DOB gena izmedu Balkanskih i centralno evropskih
populacija. Imaju¢i u vidu da je varijabilnost MHC gena rezultat delovanja razli¢itih
evolucionih mehanizama, ovi rezultati ukazuju da je efekat demografske istorije (geneticki
drift 1 efekat osnivaca) imao relativno mali doprinos u oblikovanju uofene prostorne
distribucije, ukazuju¢i na veéi znacaj durigh evolucionih mehanizama (rekombinacije,
mutacije, selekcija).

Iako u okviru evropske grupe nije uocen signal strukturiranosti, pored postojanja alela
sa Sirokom distrbucijom, uoceni su i aleli specifi¢ni za lokalne geografske regione. Postojanje
lokalno specificnih alelnih varijanti pokazano je 1 analizom MHC-DRB gena
(Koutsogiannouli 1 sar., 2014), Sto ukazuje da cak i usled odsustva strukturiranosti protok
gena nije u mogucnosti da u potpnosti homogenizuje genske fondove, u sluc¢aju kada postoje
diferencijalni signali selekcije koji variraju vremenski i prostorno.

Pored toga, slaba diferencijacija izmedu anadolijske i evropske grupe, podrzana je i
postojanjem deljenih alela izmedu ovih grupa kod sva tri ispitivana gena imunskog sistema,
Sto je u skladu 1 sa rezultatima zasnovanim na analizi mikrosatelitskih lokusa (Demirbas 1

sar., 2019). Nasuprot rezultatima ovog istrazivanja, Konstiagouli i saradnici (2009; 2014) su
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pronasli deljene alele izmedu anadolijske 1 evropske klade samo u MHC-DRB lokusu, dok
iste nisu uocili u MHC-DQA lokusu. Iako su pomenuti autori ovaj rezultat objasnili
delovanjem razli¢itth mehanizama na oblikovanje varijabilnosti u MHC-DQA i MHC-DRB
lokusu, predlazu¢i da su usled adaptacija na nove uslove odredeni aleli favorizovani u jednom
lokusu, a odredeni izgubljeni u drugom lokusu, rezultati ovog istrazivanja ne idu u prilog
ovoj tvrdnji. Najverovatnije, posledica ovih razlika moze biti veoma suzena geografska
distribucija uzoraka sa teritorije Turske u pomenutoj studiji, budu¢i da je varijabilnost
opisana na osnovu dva lokaliteta sa krajnjeg juga i jednog lokaliteta sa severoistocnog dela

Turske, ostavljaju¢i ogroman deo teritorije neistrazen.
6.4. Selekcija na jedarne i mtDNK gene kod vrste Lepus europaues

Uloga prirodne selekcije u oblikovanju geneticke varijabilnosti prirodnih populacija
organizama predstavlja jedno od centralnih pitanja populacione genetike. Detekcijom
delovanja prirodne selekcije na gene i1/ili genomske regione omogucava se sa jedne strane
razumevanje mehanizama odgovornih za evolucione procese koji deluju u prirodnim
populacijama, dok se sa druge strane omogucava razumevanje funkcionalnih aspekata
povezanih sa delovanjem prirodne selekcije (Nielsen, 2005).

Pozitivna i/ili negativna selekcija na gene OXPHOS sistema dokazana je kod mnogih
zivotinjskih vrsta u razli¢itim ekoloSkim kontekstima, tokom poslednje dve decenije (Ballard
1 Melvin 2010; Finch 1 sar. 2014; Silva i sar. 2014; Morales i sar. 2015; Ghiselli i Milani,
2019). Znacajan broj studija bavio se i detekcijom signala pozitivne selekcije na gene
mtDNK molekula kod razli¢itih vrsta roda Lepus. Naime, Melo-Ferreira 1 saradnici (2014a)
su analizom 11 sekvenci Citavih genoma kod devet vrsta ovog roda (L. timidus, L. corsicanus,
L. arcticus, L. othus, L. townsedii, L. granatensis, L. capensis, L. americanus, L. calfironicus,
L. europaeus) primenom nekoliko pristupa za uocavanje delovanja selekcije (Datamonkey
web portal, PAML, TreeSAAP) utvrdili signal delovanja pozitivne selekcije na 18 kodona u
okviru osam gena OXPHOS sistema, od ¢ega je na 10 kodona signal selekcije potvrden sa
viSe od dva razli¢ita primenjena testa. Medu tih 10 kodona, jedan je bio lociran u okviru M7-
ND?2 gena (kodon 92), dok su dva kodona bila locirana unutar M7-ND6 gena (kodoni 14 i
108). U ovoj doktorskoj disertaciji signal pozitivne selekcije na osnovu bar dva razlicita
primenjena testa pokazan je samo u okviru MT-ND6 gena, i to na kodonskoj poziciji 102,
koja razdvaja najzastupljeniju proteinsku varijantu ND6A od dve izvedene proteinske

varijante ND6C i ND6F.
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Ukoliko se izvrsi poredenje rezultata ove disertacije sa rezultatima istrazivanja Melo-
Fereira 1 saradnika (2014a), i to uzimajuci u obzir sve kodonske pozicije na kojima je uocen
signal pozitivne selekcije bar nekim od primenjenih testova, poklapanje se uocava jedino za
kodonsku poziciju 126 u okviru MT-ND6 gena koja je u ovoj studiji uo¢ena primenom
PAML metode, dok je u studiji Melo-Fereira i saradnika (2014a) potvrdena primenom
TreeSAAP metode, i1 to kao promena magnitude 8 koja uti¢e na ravnoteznu konstantu. Istim
poredenjem, uoc€eno je slaganje i za kodonsku poziciju 103 u okviru MT-ND2 gena, koja je u
oba istrazivanja ukazana na osnovu TreeSAAP metode kao promena magnitude 8 za vrednost
ravnotezne konstante (jonizacija karboksilne grupe). Sa druge strane, u analizi sekvenci M7-
ND?2 gena kod 22 vrste iz roda Lepus signal pozitivne selekcije koji je potvrden sa sa vise od
dva primenjena testa otkriven je kod 5 kodona (Ben Slimen i sar., 2018), medutim jedino je
kodon 103 potvrden bar jednim od primenjenih testova, kako u studiji Melo-Fereira i
saradnika (2014a), tako 1 u ovom istrazivanju. Uoceno neslaganje izmedu rezultata
selekcionih testova, kao 1 razlike u odredenim kodonima koji su pod dejstvom pozitivne
selekcije su opisane i1 u drugim studijama, i mogu se smatrati ¢estom pojavom (Kosakovsky i
Frost 2005; Morales i sar., 2015). Naime, selekcioni testovi se zasnivaju na razliitim
teoretskim pretpostavkama, pri ¢emu svaki od testova pokazuje odredeni nivo senzitivnosti,
pored toga analize selekcije su takode pod uticajem duzine sekvenci ispitivanog regiona, kao
i broja razli¢itih sekvenci (haplotipova). U tom smislu, u interpretaciji rezultata detekcije
signala delovanja prirodne selekcije na molekularnom nivou treba uzeti u obzir, kako
senzitivnost svake od primenjenih metoda, tako i1 broj razli¢itih testova kojima je signal
selekcije potvrden na odgovarajuéem kodonu. Na taj nacin, izbegava se mogucnost
definisanja kodona pod signalnom selekcije usled gresaka tipa I (“lazno pozitivan rezultat”).
U prethodnim istrazivanjima, signal pozitivne selekcije na nekoj kodonskoj poziciji prihvatan
je samo ukoliko je potvrden sa bar dva razliCita selekciona testa (Melo-Fereira 1 sar., 2014a;
Ben Slimen 1 sar., 2017; 2018). U tom smislu, u ovoj doktorskoj disertaciji signal pozitivne
selekcije prihvacen je samo na kodonskoj poziciji 102 kod MT-ND6 gena. Pored signala
pozitivne selekcije, uoc€eni su i signali delovanja negativne selekcije kod oba ispitivana gena
(MT-ND2 1 MT-ND6). Zapravo, prisustvo signala negativne selekcije pokazano je i u
prethodnim istrazivanjima varijabilnosti mtDNK gena, smatra se da usled vazne uloge
produkata ovih gena u procesima ¢elijskog disanja i energetskog metabolizma postoji snazan
efekat funkcionalnih ogranicenja usled cega je signal negativne selekcije prisutniji u

oblikovanju varijabilnosti ovih gena (Morales i sar., 2015; Galtier i sar., 2009).
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Kada govorimo o genetickoj varijabilnosti u MHC lokusima vazno je naglasiti da je
ona oblikovana delovanjem nekoliko mehanizama, koji uklju¢uju mutacije, rekombinacije,
seksualnu selekciju, mada dosadasnje studije ukazuju na dominantan udeo balansne i
diversifikujuce selekcije u oblikovanju varijabilnosti ovih gena u prirodnim populacijama
(Spurgin i1 Richardson, 2010). Rezultati ove disertacije pokazali su signal viska nesinonimnih
u odnosu na sinonimne zamene kod oba ispitivana MHC lokusa na vecem broju razliitih
kodona, a pored signala pozitivne selekcije, uoceno je i delovanje negativne selekcije. Buduci
da su testovi za detekciju signala selekcije u prisustvu rekombinacija skloni ukazivanju na
lazno pozitivne rezultate (Anisimova i sar., 2003), a imaju¢i u vidu znacajn uticaj
rekombinacija na oblikovanje varijabilnosti MHC gena, veoma je vazno sagledati njihov
generalni doprinos na uocenu varijabilnost MHC gena. Rezultati ove studije ukazuju na
postojanje dva rekombinaciona dogadaja koja su obuhvatila alele Leeu-DOA*09 i Leeu-
DQA*10, pri ¢emu je poslednji alel pokazan kao rekombinanti i u istrazivanju Smith 1
saradnika (2011). Nasuprot istrazivanju Awadi i saradnika (2018b), gde je kod vrste Lepus
capensis signal rekombinacionih dogadaja uocen kod oba ispitivana MHC-DQA i MHC-
DQB lokusa, rezultati ove studije nisu ukazali na rekombinacione dogadaje u MHC-DQB
lokusu. Pored toga rezultati ove studije ukazuju da su oba ispitivana MHC lokusa pokazala
slicne vrednosti stope supstitucija, ali su rezultati rekombinacionih testova pokazali gotovo
pet puta vece vrednosti stope rekombinacija u okviru MHC-DQB gena, u poredenju sa MHC-
DQA genom. Sli¢an rezultat uocen je i u istrazivanju varijabilnosti ovih gena kod vrste L.
capensis (Awadi 1 sar. 2018b), pri ¢emu su autori uoc¢enu razliku objasnili pretpostavkom da
je diverzitet u okviru MHC-DQA lokusa rezultat dugorocne varijabilnosti, dok je
diverzifikacija u okviru MHC-DQB lokusa rezultat brojnih intralokusnih rekombinacija. Iako
rezultati ove disertacije ukazali na prisustvo mogu¢ih rekombinacionih dogadaja u MHC-
DQB lokusu, u prilog prethodnoj tvrdnji ide cinjenica da se na osnovu odnosa stope
rekombinacija 1 stope supstitucija kod MHC-DQB lokusa uoCava znacajan doprinos
akumulacije rekombinacija na uoceni diverzitet, nasuprot MHC-DQA lokusu, u kome isti
odnos naglasava ve¢i doprinos mutacija u oblikovanju uo€ene varijabilnosti ovih gena.

Imaju¢i u vidu da rezultati ove disertacije ukazuju na prisustvo rekombinacija u
oblikovanju varijabilnosti ispitivanih MHC gena, vazno je uzeti u obzir njihov mogu¢i uticaj
na ishod selekcionih testova. Naime, jedino omegaMap kao pristup u detekciji selekcije
istovremeno uzima u obzir i potencijalni uticaj rekombinacija na rezultate selekcionih
testova, dok testovi u okviru PAML 1 Datamonkey web portal taj efekat ne sagledavaju

direktno u samoj analizi. Studije koje su odredivanje selekcije zasnivale samo na omegaMap
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pristupu ¢eS¢e ukazuju na manji broj kodona pod signalom pozitivne selekcije, dok studije
koje su analize zasnivale na pristupima koji ne kontroliSu efekat rekombinacija obi¢no
ukazuju na veci broj kodona pod dejstvom pozitivne selekcije, i kao takve ih treba
potencijalno tretirati sa oprezom, usled detekcije moguéih lazno pozitivnih rezultata (Smith i
sar., 2011). U ovom istrazivanju, primenjen je veoma konzervativan pristup u prihvatanju
kodona pod signalom pozitivne selekcije, koji je u obzir uzimao jedino one kodonske pozicije
koje su potvrdene bar jedinim testom u okviru svakog od primenjenih pristupa (PAML,
Datamonkey, omegaMap). Vodivsi se ovim pravilom, konzistentan signal pozitivne selekcije
uocen je na tri kodona u okviru MHC-DQA gena (9, 63 1 70) i tri kodona u okviru MHC-DQOB
gena (6, 18 149).

U poredenju sa prethodnim studijama roda Lepus, de Bellocq i saradnici (2009) su
kod jedinki vrste L. europaeus sa teritorije Austrije primenom PAML metoda otkrili jednu
poziciju pod dejstvom pozitivne selekcije u MHC-DQA genu, i to poziciju 49, koja je i u ovoj
disertaciji pokazala signal pozitivne selekcije jedino primenom istog algoritma. U studiji koja
je ispitivala jedinke vrste L. europaeus sa teritorije Austirje i Belgije, Smith i saradnici (2011)
su u okviru MHC-DQB gena otkrili dva kodona (18 i 51) pod dejstvom pozitivne selekcije
primenom omegaMap paketa, a koji su potvrdeni i u ovoj studiji. U poredenju sa
istrazivanjem signala selekcije u MHC-DQA 1 MHC-DQB genima kod jedinki vrste Lepus
capensis sa teritorije Tunisa (Awadi 1 sar., 2018b), sve kodonske pozicije za koje je uocen
signal pozitivne selekcije primenom PAML i omegaMap paketa potvrdene su primenom istih
pristupa i u ovoj disertaciji. Nasuprot tome, samo jedna od Sest kodonskih pozicija otkrivenih
na osnovu testova u okviru web portala Datamonkey potvrdena je 1 u ovoj studiji, 1 to
kodonska pozicija 70. Kada uporedimo rezultate za MHC-DQB lokus, moze se uociti da je u
ovoj disertaciji potvrdeno dva od pet kodona uocenih u istrazivanju Awadi i saradnika
(2018b) za testove na Datamonkey portal, potom za tri od deset kodonskih pozicija uocenih
primenom PAML paketa, kao 1 za osam od 11 kodonskih pozicija uoCenih primenom
omegaMap paketa. Rezultati ovih poredenja dodatno ukazuju da je prilikom interpretacije
rezultata selekcionih testova kod MHC gena, vazno uzimati u obzir efekat rekombinacija.
Naime, vecina neslaganja proizilazi iz poredenja rezultata na osnovu PAML 1 Datamonkey
analiza, dok su rezultati analiza na osnovu omegaMap paketa koji uzima obzir
rekombinacioni signal gotovo potpuno kongruentni. Pored toga, rezultati ovih poredenja
ukazuju 1 na slicne mehanizme delovanja rekombinacija i selekcije u oblikovanju

varijabilnosti MHC gena kod ove dve vrste.
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Nasuprot signalu pozitivne selekcije u oblikovanju varijabilnosti MHC gena, kod
ispitivanih sekvenci 7LR2 gena uoCen je signal delovanja negativne selekcije, Sto je
potvrdeno na osnovu statisti¢ki znacajnog signala negativne selekcije kroz Z test, detekcijom
nekoliko kodona pod signalom negativne selekcije na Datamonkey portal, kao 1 generalnom
topologijom MJ mreze. Naime, na osnovu mreZe moze se uociti jedan prevalentno zastupljeni
haplotip TLR2h1, iz koga polaze gotovo svi preostali otkriveni haplotipovi. Kao §to je vec¢
napomenuto, u ovoj disertaciji ispitivan je TIR domen koji je vazan za aktivaciju
intracelijskih signalnih kaskada, i usled jakih funkcionalnih ogranicenja, varijabilnost je
oblikovana pod dejstvom signala negativne selekcije (Jann i sar., 2008). Rezultati ove
disertacije u skladu su i sa istrazivanjima varijabilnosti TLR2 gena kod vrste L. capensis gde
je takode uocen signal delovanja negativne selekcije u oblikovanju varijabilnosti ovih gena

(Awadi i sar., 2018a).
6.5. Geneticki signali lokalnih/regionalnih adaptacija kod vrste Lepus europaeus

Varijabilnost u okviru gena OXPHOS sistema mtDNK molekula oblikovana pod
dejstvom prirodne selekcije moze dovesti do divergencije mtDNK linija kroz adaptacije na
razliite energetske zahteve u sluCaju postojanja heterogenosti uslova Zivotne sredine
(Fontanillas 1 sar., 2005; Tieleman 1 sar., 2003; Scott i sar., 2011). Laboratorijski
eksperimenti ukazuju da su mehanizmi mitohondrijskih adaptacija posledica optimizacije
efikasnosti enzimskih sistema OXPHOS kompleksa na razlicte sredinske — klimatske rezime,
kroz oblikovanje varijabilnosti mtDNK molekula i kroz mitonuklearne koadaptacije
(Arngvist 1 sar., 2010; Hoekstra i sar., 2013). Veliki broj studija kod sisara, ukazao je da se
lokalne adaptacije mtDNK javljaju usled asocijacije izmedu molekularne varijabilnosti ovih
molekula i sredinskih varijacija (pre svega temperature i precipitacije) kao funkcionalni
odgovor mitohondrija na bazalnu stopu metabolizma (Lowell i Spiegelman, 2000; Tieleman i
sar., 2003; Williams 1 Tieleman, 2005). Smatra se da su pripradnici roda Lepus idealna grupa
za izuCavanje 1 razumevanje delovanja procesa pozitivne selekcije i adaptacija u okviru
mtDNK molekula buduéi da predstavljaju evoluciono mladu grupu sa izrazitom radijacijom,
retikularnim  modelom evolucije, cestim hibridizacijama ili deljenim predackim
polimorfizmima usled neotpunog linijskog soritranja, kao 1 usled c¢injenice da su
rasprostranjeni u razli¢itim staniStima u okviru razli¢itih klimatskih podruc¢ja (Melo-Ferreira 1
sar., 2014a). Uticaj klimatskih faktora i pozitivne selekcije na varijabilnost mtDNK molekula

pokazan je u istrazivanjima kod vrste Lepus capensis sa teritorije Tunisa, gde je uocen
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znacajan uticaj prosecne godiSnje temperature na distribuciju najzastupljenijih proteinskih
varijanti ATP6 gena, kao 1 uticaj prosecne temperature tokom najhladnijih perioda godine na
distribuciju najzastupljenijih proteinskih varijanti M7-ND2 gena (Ben Slimen i sar., 2017).

U ovoj disertaciji uoCen je statisticki znacajan efekat klimatskih parametara i
delovanje pozitivne selekcije na distribuciju proteinskih varijanti MT-ND6 gena kod jedinki
vrste Lepus europaeus sa teritorije Evrope. Naime, rezultati ove disertacije ukazuju da
jedinke koje poseduju proteinske varijante ND6C ili ND6F su ¢eS¢e zastupljene u regionima
za koje su karakteristicne niske vrednosti parametara precipitacije tokom vlaznih i suvih
perioda godine. Pored toga, jedinke koje poseduju proteinske varijante ND6C ili ND6F
takode su cCeS¢e bile prisutne u regionima za koje su karakteristicne viSe vrednosti
precipitacije tokom najsuvljih perioda godine; u poredenju sa jedinkama koje su posedovale
najzastupljeniju proteinsku varijantu NDO6A. Sa druge strane, nezavisno od uocenog
klimatskog efekta pokazan je i znacajan efekat geografske duzine na distribuciju proteinskih
varijanti ovog gena. Imajuéi u vidu da prostorna distribucija varijabilnosti sekvenci MT-ND6
gena odstupa od modela koji prate D petlja i MT-ND2 gen, kao i usled dokazanog dejstva
pozitivne selekcije upravo na kodonskoj poziciji 102 koja vodi nastanku proteinskih varijanti
NDG6F i ND6C, uoceni rezultat moze se interpretirati kao posledica molekularnih adaptacija
na heterogene uslove sredine. Naime, ranije studije su ve¢ ukazale na negativni uticaj visokih
stopa precipitacije na pove¢anu smrtnost mladih jedinki ove vrste usled visokih energetskih
zahteva za termoregulaciju tokom ranih perioda ontogenije (Hackldnder i sar., 2002; Rodel i
Dekker, 2012). Uoceni signal mogao bi da bude posledica adaptacija uocenih varijanti usled
bolje optimizacije procesa energetskog metabolizma u heterogenim klimatskim sredinama,
imaju¢i u vidu da altitudinalne varijacije Sirom Balkanskog poluostrva mogu da uticu na
postojanje razlika u stopama precipitacije. Pored toga, rezultati ove disertacije ukazali su na
veoma nisku varijabilnost proteinskih varijanti M7-ND6 gena kod jedinki sa teritorije
Anadolije koje karakteriSe evoluciono starija i1 stabilna populaciona istorija, u odnosu na
evolucionu mladu evropsku grupu. Medutim, na teritoriji Evrope otkriven je znacajno veci
broj razli€itih proteinskih varijanti MT-ND6 gena. Naime, dolazak jedinki sa teritorije
Anadolije na Balkan pre oko 50000 godina, prac¢en drasticnim promenama klime usled
perioda glacijacije 1 interglacijacije, kao 1 intenzivne promene u vegetacijskom pokrivacu
mogao je takode da deluje kao selektivni pritisak na bolju optimizaciju gena OXPHOS
sistema, u heterogenim uslovima sredine.

Kodonska pozicija 102 u okviru MT-ND6 gena za koju je pokazano prisustvo signala

pozitivne selekcije, na osnovu modela predvidanja sekundarne strukture nalazi se u
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transmembranskom domenu IV, §to je u saglasnosti sa prethodnim studijama koje su ukazale
da je najve¢i broj pozicija od adaptivnog znacaja u mtDNK molekulu smesteno unutar
funkcionalno relevantnih transmembranskih domena (Yu i sar., 2011; Morales i sar., 2015). I
pored odsustva informacija o direktnom funkcionalnom znacaju kodonske pozicije 102 u
okviru MT-ND6 gena, ranije studije su ve¢ ukazale na moguénost uticaja pojedinacnih
nukleotidnih promena i/ili aminokiselinskih zamena na razlike u energetskim performansama
OXPHOS sistema, kao i pojavu metabolickih i degenrativnih bolesti, kancera ili starenja
usled energetske disfunkcije (Dimauro, 2011). Pored toga, pokazano je da produkti MT-ND6
gena imaju vaznu ulogu u sklapanju kompleksa I OXPHOS sistema, a da aminokiselinske
zamene u ovom kompleksu mogu da uti¢u na efikasnost rada protonskih pumpi, te da dovode
do razlika u metabolickim performansama (da Fonseca i sar., 2008).

Imajuéi u vidu sve navedeno, iako ¢injenice idu u prilog tvrdnji genetickog signala
regionalnih adaptacija okviru MT-ND6 gena, vazno je napomenuti da je u cilju potvrde ovih
tvrdnji neophodno sprovesti funkcionalne studije na osnovu kojih bi se ispitao efekat
odgovaraju¢ih aminokiselinskih zamena na efikasnost energetskog metabolizma u razli¢itim
klimatskim rezimima.

Pored sagledavanja signala lokalnih adaptacija usled delovanja prirodne selekcije na
gene smestene u mtDNK, u ovoj tezi uoceno je prisustvo pozitivne selekcije, kao 1 efekat
klimatskih karateristika na distribuciju varijabilnosti MHC gena kod jedinki u okviru
evropske prostorne grupe. Naime, postojanje varijacija u ucestalostima MHC alela izmedu
prirodnih populacija kao posledica distribucije u razli¢itim geografskim delovima areala i/ili
pod uticajem razli¢itih sredinskih faktora u okviru stanista koja naseljavaju ve¢ je pokazana u
znacajnom broju studija kod razli€itih vrsta (npr. Alcaide i sar., 2008; Ekblom i sar., 2007,
Cammen i sar., 2011; Talarico i sar., 2019). Postojanje geografske varijabilnosti u ucestalosti
MHC alela moze se objasniti kao posledica lokalnih/regionalnih imunogenetickih adaptacija
na geografske varijacije u selekcionim pritiscima usled razlika u diverzitetu 1 brojnosti
patogena (Lenz i sar., 2013; Clozato i sar., 2015). Razlike u selekcionim pritiscima patogena
na domacdina uslovljene su sredinskim karakteristikama koje znacajno oblikuju bogatstvo
vrsta parazita 1 patogena, njihovo prezivljavanje, rasprostranjenost, kao i sposobnost da
dovedu do pojave bolesti (Froeschke i sar., 2014). Sa druge strane, sredinske komponente
uticu 1 na populacionu dinamiku, imunokompetencije i nutritivni status domacina, koje
zajedno ukazuju na sklonost ili otpornost prema bolestima (Fuller i sar., 2011; Hayman i sar.,
2016). Na kraju sama interakcija izmedu domacina i patogena takode je uslovljena njihovom

populacionom istorijom, njihovim ekoloskim i razlikama u ponaSanju, kao i1 faktorima
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spoljasnje sredine (Brunner i Eizaguirre, 2016). U tom smislu, sagledavanje uloge sredinskih
faktora predstavlja veoma vazno pitanje u razumevanju varijabilnosti MHC gena (Salmier 1
sar., 2016). Statisticki znacajan efekat sredinskih — klimatskih faktora, i to prose¢ne godisSnje
temperature 1 precipitacije na distribuciju MHC proteinskih varijanti ve¢ je pokazan u ranijim
istrazivanjima kod vrsta iz roda Lepus, naime kod vrste L. capensis sa teritorije Tunisa, 1 to
nezavisno od signala geografske Sirine 1 duzine koji je takode statisticki znacajno uticao na
distribuciju proteinskih varijanti, ukazujuéi na postojanje regionalnih/lokalnih adaptacija kao
posledice razlika u distribuciji patogena duz ispitivanog ekoloSkog gradijenta (Awadi 1 sar.,
2018b). Statitisticki znacajan uticaj klimatskih faktora na distribuciju proteinskih varijanti
MHC-DQA 1 MHC-DQB gena utvrden je 1 u ovoj disertaciji. Naime, pokazano je da individue
koje su heterozigoti za proteinske varijante DQA6 1 DQB3 su ¢eS¢e zastupljene u regionima
gde su vrednosti parametara precipitacije niske posebno tokom vlaznih perioda godine, u
poredenju sa individuama koje nisu posedovale ovu varijante u svojim genotpiovima, ili u
odnosu na individue koje su bile homozigotne za ove varijante. Pored toga, uocen je i efekat
klimatskih parametara na distribuciju homozigota i heterozigota za proteinsku varijantu
DQAI1, odnosno DQAI10. Imaju¢i u vidu da sredinski faktori, posebno temperatura,
precipitacija i vlaznost vazduha mogu uticati na razlike u distribuciji parazita i patogena
(Hoberg 1 Brooks, 2015), uoceni klimatski efekat moze se indirektno objasniti kao posledica
imunogenetickih adaptacija na lokalno prisutnu kompoziciju parazita i patogena. lako bi se
na prvi pogled uocene imunogeneticke adaptacije mogle objasniti kao direktna posledica
overdominantog modela delovanja balansne selekcije, u ovoj disertaciji nije uocen statisticki
znacajan efekat klimatskih parametara na heterozigotnost ni u jednom od ispitivanih lokusa.
Pored toga, =zabelezeni deficit uocenih heterozigota takode ne doprinosi modelu
overdominantnog modela balansne selekcije. Prisustvo balansne selekcije u oblikovanju
varijablnosti MHC gena kod vrste L. europaeus moze se objasniti 1 odsustvom izrazene
strukturiranosti Sirom evropske grupe, u poredenju sa rezultatima zasnovanim na analizi D-
petlje mtDNK gena kao neutralnih markera, kao 1 usled toga da je najveci broj retko
zastupljenih alela karakteristican za odredene delove ispitivanog areala ove vrste, Sto se
uklapa u model delovanja balansne selekcije zavisne od ucestalosti alela. Naime, Cini se da je
balansna selekcija u proslosti delovala tako da odrzi zastupljenost proteinskih varijanti na
Citavom geografskom arealu, a da su lokalne razlike u frekvencijama alela moguéa posledica
lokalnih imunogenetickih adaptacija, kao 1 u slu€aju vrste L. capensis sa teritorije Tunisa
(Awadi 1 sar. 2018b). U prilog ovoj tvrdnji ide i ¢injenica da su rezultati modelovanja ukazali

na znacajan uticaj geografske Sirine i/ili duzine na distribuciju najzastupljenijih proteinskih
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varijanti MHC-DQA 1 MHC-DQB gena ukazujuci na postojanje signala prostornih razlika u
distribuciji proteinskih varijanti ovih gena. Neslucajna distribucija odgovarajuc¢ih proteinskih
varijanti u kombinaciji sa potvrdenim signalima delovanja pozitivne selekcije moze se
interpretirati kao signal diversifikujuce selekcije usled razlika u lokalnoj distribuciji patogena
koja vodi imunogenetickim adaptacijama. Naime, ovakav rezultat ide u korist novijim
hipotezama koje smatraju da se signal lokalnih adaptacija moze uociti i na mikrogeografskim
skalama, kada sredinska heterogenost stvara adaptivnu varijabilnost, ¢ak i1 kada se protok
gena odvija u odredenoj meri (Larson i sar., 2014). Uzimajuéi u obzir sve navedeno, rezultati
ove studije ukazuju da je proces oblikovanja varijabilnostit MHC gena pod uticajem slozene
kombinacije vec¢eg broja razli¢itih evolucionih mehanizama, te da je vrlo teSko razdvojiti
efekat delovanja svakog mehanizma pojedinacno.

Odsustvo efekta klimatskih parametara na distribuciju proteinskih varijanti MHC-
DQOA 1 MHC-DQOB gena u okviru prostorne grupe koja je obuhvatala jedinke sa teritorije
Bliskog Istoka najverovatnije je posledica male veli¢ine uzorka, koja se kroz broj ispitivanih
nezavisnih varijabli mogla odraziti kroz statistiCku nestabilnost modela.

Zanimljivo je napomenuti da se uoCava generalni uticaj precipitacije kako na
distribuciju proteinskih varijanti MHC-DOA 1 MHC-DQB gena, tako 1 na distribuciju
proteinskih varijanti MT-ND6 gena. Ovakav rezultat ukazuje da ne bi trebalo iskljuciti ni
mogucénost koadaptacija gena imunskog sistema i mtDNK gena usled hipoteze da bolja
efikasnost OXPHOS sistema daje energiju organizmima neophodnu za uspesnu borbu protiv
patogena i parazita (West i sar., 2011).

lako pretpostavljene razlike u distrbuciji patogena mogu da dovedu do regionalnih
imunogenetickih adaptacija, vazno je napomenuti da se najveci broj dosadas$njih studija, kao 1
ova doktorska disertacija ne oslanjaju na direktni dokaz za ove tvrdnje. Razlog tome je §to
takav pristup zahteva analizu kako MHC varijabilnosti, tako i1 analizu prisustva patogena i
parazita kod ispitivanih jedinki, ali 1 analizu distribucije 1 bogatstva patogena u ispitivanom
arealu, $to je do sada uradeno u svega nekoliko slucajeva (npr. Dionne i sar., 2007; Evans i

Neft, 2009).
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7. ZAKLJUCAK

U doktorskoj disertaciji sagledan je molekularni diverzitet vrste Lepus europaeus sa
teritorije Evrope 1 Bliskog Istoka, a na osnovu varijabilnosti sekvenci D petlje mtDNK, M7-

ND2, MT-ND6, MHC-DQA, MHC-DQB i TLR2 gena i izvedeni su slede¢i zakljucci:

— uocen je visok nivo parametara molekularnog diverziteta za sve ispitivane
molekularne markere

— uoceno je prisustvo filogeografske strukturiranosti vrste na osnovu mtDNK, kao i
postojanje dve velike klade, jedne koja obuhvata jedinke sa teritorije Bliskog Istoka, i
druge koja obuhvata jedinke sa teritorije Evrope, a koja se na osnovu varijabilnsoti
sekvenci D petlje mtDNK moze dodatno podeliti u balkansku i1 centralnoevropsku
haplogrupu

— analize demografske istorije mtDNK molekula ukazale su na postojanje populacione
stabilnosti kod jedinki sa teritorije Anadolije, odnosno signal populacione ekspanzije
kod jedinki sa teritorije Evrope. Vremensko datiranje na osnovu sekvenci D petlje
mtDNK ukazalo je na postojanje najduze istorije kod jedinki sa teritorije Anadolije,
zatim ekspanziju kod jedinki sa teritorije Balkana koja zapocinje pre oko 50000
godina, kao 1 ekspanziju kod jedinki sa teritorije centralne i zapadne Evrope koja
zapocinje pre oko 12000 godina

— uocen je asimetri¢an protok gena jedinki sa teritorije Anadolije na teritoriju Balkana
na osnovu D petlje mtDNK, MT-ND2 i MT-ND6 gena, dok je na osnovu sekvenci D
petlje mtDNK uocena gotovo tri puta veca stopa protoka gena sa Balkana u centralnu
1 zapadnu Evropu

— utvrdeno je postojanje prostorne distribucije mtDNK varijanti, koje je ukazalo na
postojanje Cetiri prostorne grupe, kod kojih je uocen gradijent opadanja parametara
molekularnog diverziteta od juga ka severu

— utvrdeno je prisustvo signala pozitivne selekcije u okviru MT-ND6 gena, kao i efekat
klimatskih parametara (precipitacije) na distribuciju proteinskih varijanti ND6C i
NDG6F, kao moguca posledica regionalnih adaptacija na razlike u sredinskim uslovima

— uoceno je odsustvo signala filogeografske strukturiranosti na osnovu MHC-DQA,

MHC-DQB i TLR?2 gena, kao 1 signal transpecijskih polimorfizama
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— uoceno je postojanje prostorne strukturiranosti na osnovu gena imunskog sistema, i
definisane su dve prostorne grupe, jedna koja je obuhvatala jedinke sa teritorije
Bliskog Istoka, i druga koja je obuhvatala jedinke sa teritorije Evrope

— viSe vrednosti parametara molekularnog diverziteta uocene su u anadolijskoj grupi, u
poredenju sa evropskom grupom

— uocen je signal delovanja pozitivne 1 negativne selekcije u MHC-DQA 1 MHC-DQOB
genima, kao 1 signal negativne selekcije u 7TLR2 genu

— uocen je efekat klimatskih parametara na distribuciju najzastupljenijih proteinskih
varijanti MHC-DQA 1 MHC-DQB gena kao indirektni pokazatelj imunogenetickih
adaptacija na sredinski uslovljene pretpostavljene razlike u distribuciji patogena

— mehanizam oblikovanja varijabilnosti MHC gena rezultat je uzajamnog delovanja

mutacija, rekombinacija i selekcije

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da primena molekularnih markera
smestenih u razli¢itim delovima genoma, kao i sa razli¢itim selektivnim karakteristikama
moze da ukaZze na razli¢ite doprinose mehanizama koji doprinose odrZavanju geneticke
varijabilnosti. Rezultati dobijeni primenom mtDNK markera ukazuju na predominantan
znacaj adaptivno neutralnih procesa (geneticki drift preko efekta osnivaca) u oblikovanju
varijabilnosti ove vrste, kao 1 prisustvo izrazenog obrasca filogeografske strukturiranosti kroz
postojanje tri velike grupe. Sa druge strane, geni imunskog sistema ukazuju na odsustvo
signala geografske strukturiranosti, ali na postojanje izrazenog delovanja selekcionih
mehanizama 1 rekombinacija u oblikovanju varijabilnosti ovih gena, kao i na postojanje
lokalnih/regionalnih imunogeneti¢kih adaptacija na maloj geografskoj skali. U tom smislu
programi odrzivog upravljanja prirodnim populacijama trebalo bi da uzmu u obzir kako
rezultate koji ukazuju na ocuvanje geneticke proslosti kroz uocenu filogeogafsku

strukturiranost, tako i informacije o postojanju lokalno/regionalno adaptiranih jedinica.
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PRILOG I Lista uzoraka sa drzavama uzorkovanja i oznakama otkrivenih haplotipova za D
petlju mitohondrijske DNK (DL), gen za subjedinicu 2 NADH dehidrogenaze (MT-ND2) i
gen za subjedinicu 6 NADH dehidrogenaze (MT-ND6).

APPENDIX I List of samples with country assignment and mitochondrial DNA haplotype
designations for D-loop (DL), NADH dehydrogenase subunit 2 (MT-ND2) and NADH
dehydrogenase subunit 6 (MT-NDG6)

Oznaka uzorka Zemlja uzorkovanja DL haplotip MT-ND2 haplotip ~ MT-ND6 haplotip
Specimen ID Country DL haplotype MT-ND2 MT-NDG6 haplotype
haplotype
LE1 Austrija / Austria LeDL*25 LeND2*4 LeND6*18
LE2 Austrija / Austria LeDL*26 LeND2*4 LeND6*18
LE3 Austrija / Austria LeDL*26 LeND2*4 LeND6*18
LE4 Austrija / Austria LeDL*25 LeND2*4 LeND6*18
LES Austrija / Austria LeDL*25 LeND2*4 LeND6*18
LE6 Austrija / Austria LeDL*26 LeND2*4 LeND6*18
LE7 Austrija / Austria LeDL*25 LeND2*4 LeND6*18
LES8 Austrija / Austria LeDL*27 LeND2*1 LeND6*18
LE9 Austrija / Austria LeDL*25 LeND2*4 LeND6*18
LE10 Austrija / Austria LeDL*26 LeND2*4 LeND6*18
LE11 Austrija / Austria LeDL*26 LeND2*4 LeND6*18
LE12 Austrija / Austria LeDL*26 LeND2*4 LeND6*18
LE13 Austrija / Austria LeDL*25 LeND2*4 LeND6*18
LE14 Belgija / Belgium LeDL*49 LeND2*1 LeND6*19
LE15 Belgija / Belgium LeDL*50 LeND2*1 LeND6*19
LE16 Belgija / Belgium LeDL*50 LeND2*1 LeND6*19
LE17 Belgija / Belgium LeDL*50 LeND2*1 LeND6*19
LE18 Belgija / Belgium LeDL*50 LeND2*1 LeND6*19
LE19 Belgija / Belgium LeDL*50 LeND2*1 LeND6*19
LE20 Belgija / Belgium LeDL*50 LeND2*1 LeND6*19
LE21 Belgija / Belgium LeDL*28 LeND2*1 LeND6*18
LE22 Belgija / Belgium LeDL*28 LeND2*1 LeND6*18
LE23 Belgija / Belgium LeDL*13 LeND2*1 LeND6*18
LE24 Belgija / Belgium LeDL*29 LeND2*1 LeND6*19
LE25 Belgija / Belgium LeDL*51 LeND2*1 LeND6*19
LE26 Belgija / Belgium LeDL*29 LeND2*1 LeND6*19
LE27 Belgija / Belgium LeDL*30 LeND2*1 LeND6*18
LE28 Bugarska / Bulgaria LeDL*71 LeND2*10 LeND6*20
LE29 Bugarska / Bulgaria LeDL*77 LeND2*11 LeND6*1
LE30 Bugarska / Bulgaria LeDL*104 LeND2*18 LeND6*52
LE31 Bugarska / Bulgaria LeDL*89 LeND2*26 LeND6*32
LE32 Bugarska / Bulgaria LeDL*90 LeND2*90 LeND6*32
LE33 Bugarska / Bulgaria LeDL*92 LeND2%*92 LeND6%*33
LE34 Bugarska / Bulgaria LeDL*92 LeND2%*92 LeND6*32
LE35 Bugarska / Bulgaria LeDL*105 LeND2*105 LeND6*52
LE36 Bugarska / Bulgaria LeDL*91 LeND2*91 LeND6*32
LE37 Bugarska / Bulgaria LeDL*91 LeND2%91 LeND6%*32
LE38 Bugarska / Bulgaria LeDL*77 LeND2*77 LeND6*1
LE39 Bugarska / Bulgaria LeDL*70 LeND2*70 LeND6*16
LE40 Bugarska / Bulgaria LeDL*78 LeND2*78 LeND6*1
LE41 Bugarska / Bulgaria LeDL*77 LeND2*77 LeND6*1
LE42 Bugarska / Bulgaria LeDL*77 LeND2*77 LeND6*1
LE43 Bugarska / Bulgaria LeDL*79 LeND2*79 LeND6*1
LE44 Bugarska / Bulgaria LeDL*72 LeND2*72 LeND6%*2
LEA45 Bugarska / Bulgaria LeDL*31 LeND2*31 LeND6*18
LE46 Ceska / Czech Republic LeDL*19 LeND2*1 LeND6*21
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Prilog I (nastavak) / Appendix I (table continued)

LE47
LE48
LE49
LE50
LES1
LE52
LES3
LE54
LESS
LES6
LE57
LES8
LE59
LE60
LE61

LE62

LE63

LE64
LE65
LE66
LE67
LE68
LE69
LE70
LE71
LE72
LE73
LE74
LE75
LE76
LE77
LE78
LE79
LESO
LES81
LES82
LES3
LEg84
LES85
LE86
LES87
LES88
LES89
LE90
LE91
LE92
LE93
LE9%4
LE95
LE96
LE97
LE98
LE99
LE100
LE101
LE102
LE103

Ceska / Czech Republic
Ceska / Czech Republic
Ceska / Czech Republic
Ceska / Czech Republic
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Francuska / France
Severna Makedonija /
North Macedonia
Severna Makedonija /
North Macedonia
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Nemacka / Germany
Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece

Grcka / Greece
Madarska/Hungary

LeDL*20
LeDL*20
LeDL*25
LeDL*25
LeDL*30
LeDL*30
LeDL*21
LeDL*28
LeDL*28
LeDL*28
LeDL*21
LeDL*30
LeDL*28
LeDL*21
LeDL*21

LeDL*73

LeDL*74

LeDL*9
LeDL*11
LeDL*11
LeDL*32
LeDL*32
LeDL*32
LeDL*32
LeDL*32
LeDL*32

LeDL*9
LeDL*12
LeDL*10
LeDL*32
LeDL*12
LeDL*11
LeDL*12
LeDL*10
LeDL*30
LeDL*33
LeDL*22
LeDL*22
LeDL*34
LeDL*35
LeDL*30
LeDL*30
LeDL*30
LeDL*52
LeDL*64
LeDL*52
LeDL*64
LeDL*64
LeDL*56
LeDL*52
LeDL*75
LeDL*53
LeDL*53
LeDL*53
LeDL*53
LeDL*53
LeDL*23

LeND2*1
LeND2*1
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1

LeND2*10

LeND2*10

LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2#*2
LeND2*3
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2%*2
LeND2*1
LeND2#*2
LeND2*§
LeND2*10
LeND2*§
LeND2*10
LeND2*10
LeND2*10
LeND2*8
LeND2*12
LeND2*9
LeND2*9
LeND2*9
LeND2*9
LeND2*9
LeND2*4

LeND6%*21
LeND6%*21
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6%*22
LeND6%*22
LeND6%*22
LeND6*18
LeND6%*22
LeND6%*22
LeND6*18
LeND6*18

LeND6*3

LeND6*3

LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*7
LeND6*8
LeND6*7
LeND6*8
LeND6*8
LeND6*7
LeND6*7
LeND6*23
LeND6*7
LeND6*7
LeND6*7
LeND6*7
LeND6*7
LeND6*24
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LE104
LE105
LE106
LE107
LE108
LE109
LE110
LE111
LE112
LE113
LE114
LE115
LEI16
LE117
LEI18
LEI19
LE120
LE121
LE122
LE123
LE124
LEI125
LEI126
LE127
LE128
LE129
LE130
LE131
LE132
LE133
LE134
LE135
LE136
LE137
LE138
LE139
LE140
LE141
LE142
LE143
LE144
LE145
LE146
LE147
LE148
LE149
LEI150
LE151
LE152
LEI153
LE154
LE155
LE156
LE157
LE158
LE159
LE160
LEI61

Madarska / Hungary
Madarska / Hungary
Magdarska / Hungary
Madarska / Hungary
Madarska / Hungary
Madarska / Hungary
Madarska / Hungary
Madarska / Hungary
Madarska / Hungary
Madarska / Hungary
Izrael / Israel

Izrael / Israel

Izrael / Israel

Izrael / Israel

Izrael / Israel

Izrael / Israel

Izrael / Israel
Holandija / Netherlands
Holandija / Netherlands
Holandija / Netherlands
Holandija / Netherlands
Holandija / Netherlands
Holandija / Netherlands
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Rumunija / Romania
Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

Srbija / Serbia

LeDL*23
LeDL*68
LeDL*3
LeDL*23
LeDL*23
LeDL*68
LeDL*3
LeDL*28
LeDL*25
LeDL*23
LeDL*96
LeDL*96
LeDL*96
LeDL*114
LeDL*96
LeDL*114
LeDL*114
LeDL*14
LeDL*36
LeDL*14
LeDL*36
LeDL*14
LeDL*14
LeDL*106
LeDL*107
LeDL*108
LeDL*108
LeDL*62
LeDL*108
LeDL*37
LeDL*25
LeDL*24
LeDL*37
LeDL*38
LeDL*39
LeDL*40
LeDL*54
LeDL*54
LeDL*83
LeDL*57
LeDL*1
LeDL*3
LeDL*25
LeDL*25
LeDL*23
LeDL*109
LeDL*3
LeDL*25
LeDL*3
LeDL*41
LeDL*7
LeDL*4
LeDL*5
LeDL*42
LeDL*43
LeDL*3
LeDL*58
LeDL*59

LeND2*4
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2#27
LeND2#27
LeND2#27
LeND2#*21
LeND2#27
LeND2*21
LeND2%*21
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*1
LeND2*4
LeND2*19
LeND2*5
LeND2*18
LeND2*20
LeND2*13
LeND2*18
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*14
LeND2*14
LeND2*10
LeND2*10
LeND2*5
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*18
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*10
LeND2*10

LeND6%*24
LeND6*17
LeND6*17
LeND6%*24
LeND6*24
LeND6%*24
LeND6*18
LeND6*13
LeND6%*24
LeND6*24
LeND6%*39
LeND6%*39
LeND6%*39
LeND6*51
LeND6%*39
LeND6*51
LeND6*51
LeND6*18
LeND6*25
LeND6*18
LeND6*25
LeND6*18
LeND6*18
LeND6%*53
LeND6*18
LeND6*54
LeND6*55
LeND6*9
LeND6*54
LeND6*15
LeND6*18
LeND6%*24
LeND6*15
LeND6*18
LeND6*13
LeND6*18
LeND6*10
LeND6*11
LeND6*2
LeND6*7
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6%*24
LeND6*54
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*7
LeND6*7
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LE162
LE163
LE164
LE165
LE166
LE167
LE168
LE169
LE170
LE171
LE172
LE173
LE174
LE175
LE176
LE177
LE178
LE179
LE180
LE181
LE182
LEI183
LE184
LEI85
LEI186
LE187
LE188
LE189
LE190
LE191
LE192
LE193
LE194
LE195
LE196
LE197
LE198
LE199
LE200
LE201
LE202
LE203
LE204
LE205
LE206
LE207
LE208
LE209
LE210
LE211
LE212
LE213
LE214
LE215
LE216
LE217
LE218
LE219
LE220

Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia
Srbija / Serbia

Slovacka / Slovakia

LeDL*16
LeDL*3
LeDL*30
LeDL*17
LeDL*3
LeDL*17
LeDL*67
LeDL*65
LeDL*66
LeDL*76
LeDL*83
LeDL*80
LeDL*59
LeDL*58
LeDL*80
LeDL*79
LeDL*40
LeDL*60
LeDL*15
LeDL*79
LeDL*31
LeDL*3
LeDL*25
LeDL*28
LeDL*24
LeDL*3
LeDL*17
LeDL*3
LeDL*3
LeDL*28
LeDL*24
LeDL*44
LeDL*45
LeDL*79
LeDL*63
LeDL*82
LeDL*55
LeDL*18
LeDL*25
LeDL*76
LeDL*3
LeDL*69
LeDL*8
LeDL*46
LeDL*68
LeDL*23
LeDL*47
LeDL*61
LeDL*45
LeDL*27
LeDL*7
LeDL*30
LeDL*81
LeDL*2
LeDL*8
LeDL*44
LeDL*7
LeDL*5
LeDL*25

LeND2*6
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*6
LeND2*5
LeND2*6
LeND2*15
LeND2*15
LeND2*15
LeND2*16
LeND2*10
LeND2*11
LeND2*10
LeND2*10
LeND2*11
LeND2*11
LeND2*4
LeND2*10
LeND2*4
LeND2*11
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*6
LeND2*5
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*6
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*11
LeND2*13
LeND2*10
LeND2*10
LeND2*6
LeND2*4
LeND2*16
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*4
LeND2*10
LeND2*4
LeND2*1
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*11
LeND2*5
LeND2*5
LeND2*4
LeND2*5
LeND2*5
LeND2*4

LeND6*18
LeND6*18
LeND6*13
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*26
LeND6*26
LeND6*26
LeND6*4
LeND6*5
LeND6*2
LeND6*7
LeND6*12
LeND6*2
LeND6*2
LeND6*18
LeND6*7
LeND6*18
LeND6*2
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*13
LeND6%*24
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*14
LeND6*18
LeND6*13
LeND6*18
LeND6*2
LeND6*9
LeND6*11
LeND6*11
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*4
LeND6*18
LeND6*17
LeND6*18
LeND6*18
LeND6%*24
LeND6%*24
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
LeND6%*27
LeND6*28
LeND6*13
LeND6*6
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*13
LeND6*18
LeND6*18
LeND6*18
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LE221 Slovacka / Slovakia LeDL*48 LeND2*4 LeND6*29
LE222 Slovacka / Slovakia LeDL*31 LeND2*7 LeND6*30
LE223 Slovacka / Slovakia LeDL*31 LeND2*7 LeND6*30
LE224 Slovacka / Slovakia LeDL*30 LeND2*1 LeND6*18
LE225 Slovacka / Slovakia LeDL*25 LeND2*4 LeND6*18
LE226 Slovacka / Slovakia LeDL*3 LeND2*5 LeND6*18
LE227 Slovacka / Slovakia LeDL*7 LeND2*5 LeND6*18
LE228 Slovacka / Slovakia LeDL*45 LeND2*4 LeND6*18
LE229 Slovacka / Slovakia LeDL*6 LeND2*5 LeND6*18
LE230 Slovacka / Slovakia LeDL*41 LeND2*4 LeND6*31
LE231 Turska / Turkey LeDL*100 LeND2*27 LeND6*40
LE232 Turska / Turkey LeDL*93 LeND2*27 LeND6*40
LE233 Turska / Turkey LeDL*101 LeND2%*22 LeND6*41
LE234 Turska / Turkey LeDL*87 LeND2*29 LeND6*41
LE235 Turska / Turkey LeDL*112 LeND2*21 LeND6*42
LE236 Turska / Turkey LeDL*113 LeND2*21 LeND6*50
LE237 Turska / Turkey LeDL*113 LeND2%*21 LeND6*50
LE238 Turska / Turkey LeDL*113 LeND2%21 LeND6*50
LE239 Turska / Turkey LeDL*94 LeND2%28 LeND6*35
LE240 Turska / Turkey LeDL*102 LeND2#23 LeND6%43
LE241 Turska / Turkey LeDL*86 LeND2%*30 LeND6*44
LE242 Turska / Turkey LeDL*103 LeND2*26 LeND6*34
LE243 Turska / Turkey LeDL*97 LeND2*25 LeND6*45
LE244 Turska / Turkey LeDL*98 LeND2*24 LeND6*37
LE245 Turska / Turkey LeDL*84 LeND2*30 LeND6*46
LE246 Turska / Turkey LeDL*88 LeND2*30 LeND6*44
LE247 Turska / Turkey LeDL*110 LeND2*21 LeND6*48
LE248 Turska / Turkey LeDL*99 LeND2#*25 LeND6*38
LE249 Turska / Turkey LeDL*85 LeND2%*30 LeND6*47
LE250 Turska / Turkey LeDL*111 LeND2%27 LeND6*49
LE251 Turska / Turkey LeDL*95 LeND2*27 LeND6*36
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PRILOG II Lista verovatnoca za odgovarajuce parove haplotipova/alela nakon odredivanja
gametske faze primenom PHASE algoritma za sva tri ispitivana jedarna markera (MHC-
DQA, MHC-DQB i TLR2 gen)

APPENDIX II Confidence probabilities for most likely haplotype/allele pairs after gametic
phase imputation with the PHASE algorithm for the examined nuclear molecular markers
(MHC-DQA, MHC-DQB and TLR 2 gene)

Oznaka uzorka
Specimen ID
LE1
LE2
LE3
LE4
LE5
LE6
LE7
LES8
LE9

S
)
>

DQB TLR2

1
0,999679
0,999137

1

1
0,999137

1

1
0,999921
LEIO 0,999921
LEI1 0,999679
LEI2 0,999983 0,999137
LE13 1 0,999679
LE14 1
LE15 1
LE16 1
LE17 1
LE18 1
LE19 0,999678
LE20 1
LE21 1
LE22 1 0,765539
LE23 0,999869 1
LE24 1 0,762898
LE25 1
LE26
LE27
LE28
LE29
LE30 1
LE31 0,999472
LE32 1
LE33 1
LE34 1
LE35 0,999472
LE36
LE37
LE38
LE39
LE40
LE41
LE42
LEA43
LE44
LE45 0,99842
LE46 1
LE47 0,999472 0,64567
LE48 1 0,666292

— e b e e e e e b e

b b ek b e e e e e e e e e e e
et e e e e ek e b e ek e e e e e e e e ek e

b b e e e e ek e e ek b e

1
0,99098
1
0,675973
1
1
1

— e b ek e ek e e e e
bt b bk b e e ek e ek b e bk e e ek e e ek e e e e
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LE49 1 - 1
LESO 1 - 1
LES1 1 1 1
LES2 1 1 1
LES3 1 1 1
LE54 1 1 1
LESS 1 1 1
LES6 0,999988 1 1
LES7 0,9997 1 1
LESS8 1 1 1
LES9 1 1 1
LE60 0,9997 1 1
LE61 1 1 1
LE62 1 1 1
LE63 1 1 1
LE64 1 0,999823 1
LE65 1 1 1
LE66 0,9997 1 1
LE67 1 1 1
LE68 1 1 0,993296
LE69 1 0,9999962 1
LE70 1 0,9999962 0,993375
LE71 1 1 1
LE72 1 1 1
LE73 1 1 1
LE74 1 1 1
LE75 1 1 1
LE76 1 1 1
LE77 1 1 1
LE78 0,999272 1 1
LE79 1 1 1
LES8O 1 0,999963 1
LES1 1 1 1
LES2 1 0,999963 1
LES3 1 1 1
LE84 1 1 1
LESS 1 1 1
LES6 1 1 1
LE87 1 1 1
LES88 0,9997 1 1
LE89 1 1 1
LE90 1 - 1
LE91 1 - 1
LE92 1 1 1
LE93 1 - 1
LE9%4 0,999202 - 1
LE95 1 - 1
LE96 0,999971 1 1
LE97 0,999998 1 1
LE98 1 1 1
LE99 0,999999 1 1
LE100 0,943729 1 1
LE101 1 1 1
LE102 1 1 1
LE103 1 1 1
LE104 1 1 1
LE105 0,999472 1 1
LE106 1 1 1
LE107 1 1 1
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LE108
LE109
LEI10
LEI111
LE112
LE113
LE114
LE115
LE116
LE117
LEI18
LEI19
LEI120
LEI21
LE122
LE123
LE124
LE125
LE126
LE127
LE128
LE129
LEI130
LEI31
LE132
LE133
LE134
LE135
LE136
LE137
LE138
LE139
LE140
LE141
LE142
LE143
LE144
LE145
LE146
LE147
LE148
LE149
LE150
LE151
LE152
LEI153
LE154
LE155
LE156
LE157
LE158
LE159
LE160
LE161
LE162
LE163
LE164
LE165
LE166

0,9997
1
1
1
1
0,999472
1

— o b e b e b e e e D e e

1
0,999983
1
1
1
1
0,999472
1
0,698528
1
0,9997
1

1
0,999472
1
1
0,999472
1
1
1
1
0,999996
1
0,999989
1
0,999902
1

0,999829
1
1
1
1
0,999829
1

1
1
1
1
1
1
1

1
0,999679
0,999962

1

—_— e

1
0,999962
1
1
0,999962
1

—_—

1
0,999823
1
0,999825
1

—_—

1
0,985632
1
1
1
1
0,999898
1
1
0,999996
1
0,999898
1
1
0,999898
1
1

— e e e

1
0,960619
0,960561

1
0,902756

1

bt e b e e bk e b e bk bk e e bk e bk b e bk e ek bk bk ek b e b e ek b e bk ek e bk bk ek b e e e e e e e e
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LE167
LE168
LE169
LE170
LE171
LE172
LE173
LE174
LE175
LE176
LE177
LE178
LE179
LEI180
LEI81
LE182
LE183
LE184
LE185
LE186
LE187
LE188
LE189
LE190
LEI91
LE192
LE193
LE194
LE195
LE196
LE197
LE198
LE199
LE200
LE201
LE202
LE203
LE204
LE205
LE206
LE207
LE208
LE209
LE210
LE211
LE212
LE213
LE214
LE215
LE216
LE217
LE218
LE219
LE220
LE221
LE222
LE223
LE224
LE225

1
0,999472
1
1
0,986656
1
1
1
1
0,999998
1
0,999497
1
1
0,999472
0,999472
1
0,999472
1
1
0,999999
0,999472
1

— e e e e

1
0,999902
1
0,992028
1

— e e e e e

1
0,999472
1

— e e e

1
0,999907
0,999896

1
0,999472

1

1

1

1
0,991943
0,999826

1

— e b e e e b

1
0,999137
1

— e e e

1
0,991943
1
1
0,999829
1

e e b e e e e e e e e e e

1
0,999962
1

—_—

1
0,999137
1

1
1
1

bt e b e e ek e b e bk bk b e bk e ek b ek bk ek e bk bk bk b e b e bk b b bk bk e bk bk bk bk e b e ek b b ek bk e ek b e bk e e e e e e ek
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LE226
LE227
LE228
LE229
LE230
LE231
LE232
LE233
LE234
LE235
LE236
LE237
LE238
LE239
LE240
LE241
LE242
LE243
LE244
LE245
LE246
LE247
LE248
LE249
LE250
LE251

0,99999

898

0,999963
1
1
1
1
0,997892
1
1
0,580863
1

— e

0,999981

1

1

1
0,999137

1
0,999933

1

1

1
0,780591

1

1

1
0,998859

1

1

0,614859

—_— e =

1
0,999999

— e e e

1
0,960527
0,960639
0,485312

— e ke

0,500281
1
0,594322
1
1
0,727927
0,725948
1
1
0,330565
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Prilog III Geografska distribucija i zastupljenost proteinskih varijanti gena za subjedinicu 2 NADH dehidrogenaze kod jedinki vrste

Lepus europaeus sa teritorije Evrope i Male Azije
Appendix II1 Geographic distribution and frequencies of NADH Dehydrogenase subunit 2 protein variants by countries in bown

hares from Europe and the Middle East
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Prilog IV Geografska distribucija i zastupljenost proteinskih varijanti gena za subjedinicu 6 NADH dehidrogenaze kod jedinki vrste

Lepus europaeus sa teritorije Evrope i Male Azije
Appendix 1V Geographic distribution and frequencies of NADH Dehydrogenase subunit 6 protein variants by countries in brown

hares from Europe and the Middle East
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Prilog V Zastupljenosti alela kod MHC klase II DQA gena po zemljama uzorkovanja vrste Lepus europaeus Appendix V Allele frequencies of the MHC class 11
DQA gene in brown hares from Europe and the Middle East by countries

Alele / Allele AU BE BG CZ FR MK DE GR HU IL NL RO RS SK TR Total
Leeu-DOA*01 0,154 0,036 0,222 0200 0,182 0,058 0,077 0,046 0,111 0,091 0,090
Leeu-DOA*04 0,167 0,100 0,250 0,136 0,198 0,046 0,088
Leeu-DOA*06 0,462 0,036 0,222 0300 0,409 0462 0,077 0,727 0,500 0,727 0444 0364 0,050 0,359
Leeu-DOA*07 0,039 0,100 0,046 0,019 0,046 0,010
Leeu-DOA*08 0,039 0,056 0,046 0,046 0,031 0,020
Leeu-DOA*09 0,077 0,083 0,182 0,500 0,115 0,046 0,046 0,049 0,048
Leeu-DOA*10 0,077 0,857 0,111 0,192 0417 0,091 0,019 0,364 0,117
Leeu-DOA*11 0,077 0,071 0,139 0,091 0,250 0,154 0,269 0,046 0,117 0,094
Leeu-DQA*12 0,077 0,096 0,083 0,012 0,050 0,024
Leeu-DQA*13 0,091 0,019 0,231 0,018
Leeu-DOA*14 0,077 0,004
Leeu-DQA*15 0,077 0,050 0,008
Leeu-DOA*16 0,143 0,200 0,020
Leeu-DOA*17 0,039 0,002
Leeu-DOA*18 0,019 0,046 0,008
Leeu-DOA*19 0,046 0,002
Leeu-DOA*20 0,500 0,100 0,022
Leeu-DOA*21 0,286 0,100 0,016
Leeu-DQA*22 0,075 0,006
Leeu-DQA*23 0,046 0,002
Leeu-DQA*24 0,300 0,006
Leeu-DOA*25 0,025 0,002
Leeu-DOA*26 0,050 0,004
Leeu-DOA*27 0,025 0,002
Leeu-DOA*28 0,025 0,002
Leeu-DQA*29 0,050 0,004
Leeu-DOA*30 0,050 0,004
Leeu-DOA*31 0,050 0,004
Leeu-DQA*32 0,039 0,002
Leeu-DOA*33 0,071 0,100 0,010
N 13 14 18 5 11 2 26 13 11 7 6 11 81 11 20 249
N, 8 4 7 5 6 3 7 9 5 4 3 6 9 7 15 30
He 0,766 0267 0,856 0,844 0,784 0,833 0,727 0,868 0468 0,692 0,621 0476 0,738 0,753 00928 0,828
Ho 0,769 0286 0,611 0800 0818 1,000 0,654 0,846 0,546 0429 0,833 0,546 0,704 0,636 0,850 0,679
Ag

N — broj uzoraka / sample size; N, — broj razlicitih alela / number of different alleles; He — ocekivana heterozigotnost / expected heterozygosity;, Ho — uocena heterozigotnost / observed heterozygosity, Ar

— bogatstvo alela / allelic richness

AU — Austrija / Austria; BE — Belgija / Belgium; BG — Bugarska / Bulgaria;, CZ — Ceska / Czech Republic; FR — Francuska / France; MK — Seevrna MAkedonija / Northern Macedonia; DE — Nemacka /

Germany; HU — Madarska / Hungary; IL — Izrael / Israel; NL — Holandija / Netherlands;, RO — Rumunija / Romania; RS — Srbija / Serbia; SK — Slovacka / Slovakia; TR — Turska / Turkey
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Prilog VI Zastupljenosti alela kod MHC klase II DQB gena po zemljama uzorkovanja vrste Lepus europaeus / Appendix V Allele frequencies of the MHC class
1I DOB gene in brown hares from Europe and the Middle East by countries

Alele / Allele AU BE BG CZ FR MK DE GR HU IL NL RO RS SK TR Total
Leeu-DQOB*01 0,346 0,750 0,441 1 0,318 0,442 0,063 0,318 0,750 0,591 0,274 0,682 0,351
Leeu-DQB*02 0,071 0,088 0,091 0,096 0,083 0,134 0,046 0,028 0,078
Leeu-DQOB*03 0,154 0,088 0,409 0,227 0,134 0,091 0,028 0,097
Leeu-DQB*04 0,039 0,071 0,088 0,046 0,212 0,046 0,083 0,091 0,165 0,103
Leeu-DQOB*05 0,039 0,002
Leeu-DQB*06 0,006 0,002
Leeu-DQB*09 0,039 0,029 0,250 0,046 0,031 0,046 0,021
Leeu-DQB*10 0,039 0,002
Leeu-DQOB*11 0,046 0,002
Leeu-DQB*12 0,006 0,002
Leeu-DQB*13 0,115 0,036 0,118 0,227 0,019 0,046 0,128 0,091 0,080
Leeu-DQB*14 0,077 0,088 0,227 0,750 0,250 0,046 0,055 0,028 0,059
Leeu-DQOB*15 0,115 0,071 0,173 0,063 0,083 0,018 0,040
Leeu-DOB*16 0,039 0,019 0,046 0,006
Leeu-DQOB*17 0,039 0,012 0,008
Leeu-DQOB*18 0,046 0,024 0,011
Leeu-DQB*19 0,006 0,002
Leeu-DQB*20 0,046 0,002
Leeu-DQB*21 0,091 0,004
Leeu-DQB*22 0,046 0,002
Leeu-DQB*23 0,111 0,008
Leeu-DQB*24 0,143 0,111 0,013
Leeu-DQB*25 0,143 0,194 0,019
Leeu-DQOB*26 0,357 0,011
Leeu-DQB*27 0,286 0,008
Leeu-DQB*28 0,313 0,011
Leeu-DQB*29 0,188 0,006
Leeu-DQOB*30 0,063 0,002
Leeu-DQB*31 0,063 0,002
Leeu-DQB*32 0,029 0,002
Leeu-DQB*33 0,029 0,006 0,004
Leeu-DQB*34 0,056 0,004
Leeu-DQB*35 0,028 0,002
Leeu-DQB*36 0,028 0,002
Leeu-DQOB*37 0,083 0,006
Leeu-DQOB*38 0,056 0,004
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Prilog VI (nastavak) / Appendix VI (table continued)

Alele / Allele AU BE BG CzZ FR MK DE GR HU IL NL RO RS SK TR Total
Leeu-DQB*39 0,056 0,004
Leeu-DQB*40 0,056 0,004
Leeu-DQB*41 0,083 0,006
Leeu-DQB*42 0,071 0,002
Leeu-DOB*43 0,056 0,004
N 13 14 17 1 11 2 26 8 11 7 6 11 82 11 18 238
Ny 10 5 9 1 7 2 7 7 7 5 4 5 14 6 15 41
He 0,849 0,437 0,781 0 0,818 0,500 0,732 0,842 0,749 0,802 0,455 0,615 0,845 0,537 0,930 0,839
Ho 0,923 0,500 0,588 0 0455 0,500 0,577 0,625 0,727 0,571 0,500 0,364 0,695 0,546 1 0,651
A

N — broj uzoraka / sample size; N4 — broj razlicitih alela / number of different alleles; He — ocekivana heterozigotnost / expected heterozygosity; Ho — uocena heterozigotnost / observed heterozygosity, Ag

— bogatstvo alela / allelic richness

AU — Austrija / Austria; BE — Belgija / Belgium; BG — Bugarska / Bulgaria; CZ — Ceska / Czech Republic; FR — Francuska / France; MK — Seevrna MAkedonija / Northern Macedonia; DE — Nemacka /

Germany; HU — Madarska / Hungary; IL — Izrael / Israel; NL — Holandija / Netherlands; RO — Rumunija / Romania; RS — Srbija / Serbia; SK — Slovacka / Slovakia; TR — Turska / Turkey
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Prilog VII Zastupljenosti alela kod 7LR2 gena po zemljama uzorkovanja kod vrste Lepus europaeus
Appendix VII Allele frequencies of the TLR2 gene in brown hares from the Eruope and the Middle East by countries

lele / Allele AU BE BG CZ FR MK DE GR HU IL NL RO RS SK TR Total
LeTLR2hl 0,577 0,583 0,972 0,700 0,727 1 0,519 0,885 0,864 0,214 0917 0,773 0,854 0,682 0,333 0,733
LeTLR2h2 0,423 0417 0,028 0,200 0,273 0,327 0,115 0,136 0,357 0,083 0,227 0,116 0273 0,233 0,198
LeTLR2h3 0,100 0,002
LeTLR2h4 0,154 0,033 0,019
LeTLR2h5 0,143 0,004
LeTLR2h6 0,286 0,200 0,021
LeTLR2h7 0,024 0,008
LeTLR2hS8 0,006 0,002
LeTLR2h9 0,046 0,002
LeTLR2h10 0,067 0,004
LeTLR2h11 0,033 0,002
LeTLR2h12 0,067 0,004
LeTLR2h13 0,033 0,002
N 13 12 18 5 11 2 26 13 11 7 6 11 82 11 15 243

Ny 2 2 2 3 2 1 3 2 2 4 2 2 4 3 8 13

He 0,508 0,507 0,056 0,511 0,416 0,612 0,212 0,247 0,780 0,167 0,368 0,259 0,481 0,809 0,424
Ho 0,385 0,167 0,056 0,600 0,182 0,346 0,077 0,273 0,857 0,167 0455 0,220 0455 0,867 0,304

N — broj uzoraka / sample size; N4 — broj razlicitih alela / number of different alleles; He — ocekivana heterozigotnost / expected heterozygosity; Ho — uocena heterozigotnost / observed heterozygosity;

Ar — bogatstvo alela / allelic richness

AU — Austrija / Austria; BE — Belgija / Belgium; BG — Bugarska / Bulgaria;, CZ — Ceska / Czech Republic; FR — Francuska / France; MK — Seevrna MAkedonija / Northern Macedonia, DE — Nemacka /
Germany; HU — Madarska / Hungary; IL — Izrael / Israel; NL — Holandija / Netherlands; RO — Rumunija / Romania; RS — Srbija / Serbia; SK — Slovacka / Slovakia; TR — Turska / Turkey
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Prilog VIII Bajesova filogenetska stabla evolucionih odnosa izmedu alela MHC-DQA, MHC-DQOB i TLR2 gena jedinki vrste Lepus europaeus. Na
¢vorovima su prikazane vrednosti posteriorne verovatnoce.

Appendix VIII Rooted Bayesian phylogenetic tree reconstructed using brown hare MHC-DQA, MHC-DQB and TLR2 gene sequences. Posterior
probabilities are shown at the nodes.
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10. EXTENDED ABSTRACT

Introduction: Brown hares (Lepus europaeus Pallas, 1778) are widely distributed across
Europe, Asia Minor, and other parts of western and southwestern Eurasia, occurring in a
variety of environments - from sea level up to high altitudes above 2400m (Hackldnder and
Schai-Braun, 2018). Furthermore, they have been successfully introduced in areas of North
and South America, New Zealand, Australia, as well as some tropical and subantarctic islands
(Flux and Angermann, 1990). Even though this species is known to show regional population
fluctuations, a remarkable population decline has been reported all over Europe since the
1960s. Due to the observed decline, numerous ecological and genetical studies have been
performed in order to investigate the possible reasons. Intensification of agricultural activities
lead to reduction and fragmentation of non-cropped habitats, followed byreduced field
heterogeneity, less availability of quality food, usage of pesticide and fertilizers; and these are
all known to be the most important reasons (Smith et al., 2005). In addition, climatic factors,
overhunting, predation and spread of disease are also known to influence the observed
population decline of this species (e.g., Goszczynskii and Wasilewski, 1992; van Wieren et
al., 2006; Wibbelti and Frohlich, 2005). So far, the majority of genetic analyses in brown
hares was based on utilization of neutral molecular markers (mitochondrial DNA and
microsatellites), as well as low resolution protein markers (allozymes), in order to resolve
taxonomic issues, understand phylogeographic patterns and demographic history, as well as
to detect genetic structuring and gene flow rates. Neutral molecular markers can indicate the
evolution history of species, as well as the impact of human related habitat changes on its
genetic structuring and gene flow, however, they cannot explain mechanisms related to
adaptive variability as the only potential that a population needs in order to respond to
continuous and long-term changes in the environment. In fact, even though local adaptations
actually occurred, sometimes a time span between population divergence can be too short, or
gene flow may be too high, to leave a signal at neutral loci. Therefore, the application of
adaptive molecular markers is necessary in order to properly observe local adaptations
through geographically varying selection which is favouring alternative alleles at different
locations. Among adaptive molecular markers, the immune genes are the best option to
estimate the level of functionally adaptive variability, given their important function in
fighting pathogens as a constantly present selection pressure (e.g., Sommer 2005; Ujvari and
Belov, 2011). The ability of organisms to respond to a variety of pathogens is determined by

the variability of peptide binding regions, which is encoded by the exon 2 of MHC genes.
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Therefore, MHC genes are widely used in the estimation of functional variability in wildlife
animal populations, and may indicate local adaptations of hosts residing in different habitats.
Since differences in the diversity of pathogens are often directly linked to environmental
characteristics, the distribution of local MHC gene variants can be expected to be alsoshaped
by climatic and environmental characteristics, leading to the adaptation to those regional
pathogenic landscapes. On the other hand, even though mtDNA was considered to be a
neutral molecular marker, its supposed neutrality is under debate already for quite a while. A
number of studies indicated the importance of positive selection and adaptations in this
molecule (e.g. Balloux et al., 2009; Morales et al., 2015; Harrisson et al., 2016), which is a
consequence ofselection acting on genes involved in the oxidative phosphorylation system
pathway (OXPHOS). In fact, population divergence and local adaptations could be promoted
through favouring certain protein variants which maximize the efficiency of energy
metabolism in different environmental conditions. Therefore, only joint analysesbased both
onadaptive and neutral molecular markers, should be employed in assessing the long-term
population potential of adaption, and in defining proper strategies and plans for sustainable
management of wild populations of this species. Brown hares occur in a variety of
heterogeneous landscapes and are animals which raise their young above the ground, where
they are immediately exposed to the environmental influence (Goritz et al., 2001).The
developmental rate in the first weeks of their lives is very fast, which suggests particularly
effective immune genes, because a lot of energy needs to be allocated to metabolic pathways
for growth and to provide successful response to the local environment. This is particularly
important since several pathogens are known to affect regional survival in brown hares.Given
general population declines of this species observed in many regions, and having all the
above statements in mind, it seems from the conservation genetic point of view that the most
appropriate approach for the development of proper management plans would be to
investigate the importance of molecular markers related to immune response and also genes
related to metabolic pathways, such as OXPHOS. Furthermore, previous studies in hares and
jackrabbits indicated the evidence ofpositive selection acting on mitochondrial OXPHOS
genes (Melo-Ferreira et al., 2014a; Ben Slimen et al., 2018), but also significant climate
effects on the distribution of some mitochondrial protein variants in cape hares from Tunisia
(Ben Slimen et al., 2017). The latter study has proved a significant climate effect on spatial
distribution of MHC genes variability, supposedly as a consequence of adaptations to
regional pathogenic landscapes. So far, no studies in brown hares were based on the

variability of genes of the OXPHOS system, but even though some studies were based on
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MHC genes variability, none of them evaluated the importance of climatic conditions and

possible local adaption to regional pathogenic landscapes.

Aims: In this doctoral dissertation, several molecular markers were used, namely
mitochondrial D loop, mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 2 (MT7-ND2),
mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 6 (MT-ND6), exon 2 of MHC Class II genes
MHC-DQA, MHC-DQB and Toll-like Receptor 2 (TLR?2) gene, with the following aims:

* determination of molecular diversity indices of brown hares from Europe and Asia Minor,
based on the variability of mitochondrial DNA nucleotide sequences of D loop, MT-ND2 and
MT-NDG6 genes, as well as on the variability of nucleotide sequences of MHC-DQA, MHC-
DOB and the TLR?2 gene of the nuclear genome;

* determination of phylogeographic structure, demographic history and spatial distribution of
genetic variability of brown hares, based on mitochondrial DNA D-loop sequences;

* determination of the spatial distribution of molecular diversity of brown hares from Europe
and Asia Minor based on the analysis of MT-ND2 and MT-ND6 genes, detection of possible
selection signals shaping the evolution of these genes, as well as the presence of
local/regional adaptations in correlation with climatic conditions;

* determination of the spatial distribution of the immune system gene variability, detection of
selection signals, as well as local adaptations correlated with environmental-climatic
variables in brown hares from Europe and Asia Minor.

Material and methods: Skeletal muscle tissue samples of 251 brown hares (Lepus
europaeus Pallas, 1778) were collected during regular hunts from 74 localities across Europe
and Asia Minor (Fig. 1; Appendix I). Total genomic DNA was extracted following a
phenol/chlorofrom/isoamyl alcohol procedure (Sambrook and Russell, 2001) or using the
GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) following the manufacturer recommendations. Six molecular markers (three molecular
markers of mitochondrial DNA (D-loop, MT-ND2, and MT-ND6) and three nuclear markers
(MHC-DQA, MHC-DQB, and TLR2) were amplified by polymerase chain reaction and bi-
directionally sequenced by the Sanger dideoxy method. Amplification of the mtDNA D loop
fragment was performed according to Kasapidis et al. (2005), the amplification of partial
sequence of MT-ND?2 gene was performed according to Smith et al. (2010), while the entire
coding sequence of the MT-ND6 gene was amplified following the procedure of Stefanovi¢ et
al. (2019). Amplification of the MHC-DQOA and MHC-DQB partial exon 2 sequences was
done following the procedure described by Gouy de Bellocq et al. (2010) and Smith et al.
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(2011), while TLR2 sequences were amplified according to Awadi et al. (2018). Prior to
sequencing, mtDNA D loop, MT-ND2, MT-ND6 and TLR2 amplified products were purified
following the Exo SAP protocol (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA),
while MHC-DQA and MHC-DQB amplified products were cleaned using the Sera-Mag
magnetic beads (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Sequencing was conducted using
the BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA) on an ABI 3130x] DNA Analyzer or an ABI 3730x] DNA Analyzer. The sequence and
chromatogram analyses were performed using theSeqScape” software (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA), where the alignment of all protein coding sequences was done
based on the provided templates, while the mtDNA D loop sequences were aligned using the
ClustalW algorithm as implemented in BioEdit (Hall, 1999). Diploid genotypes of nuclear
markers were determined through allelic phase reconstruction using the PHASE algorithm
(Stephens and Donnelly, 2003) as implemented in DnaSP (Rozas et al., 2017). Prior to
phasing, all heterozygote positions were coded using the corresponding [UPAC ambiguity
codes, while the outcome of the haplotype reconstruction was improved using all of the
already determined NCBI available alleles for brown hares. Molecular diversity indices for
nucleotide sequence data were calculated in DnaSP and Arlequin (Excoffier and Lischer,
2010), while diversity indices for nuclear genotypes data were calculated in GENEPOP
(Rouset, 2008) and GENETIX (Belkhir, 2004), and the molecular diversity indices for
protein sequences were calculated in MEGA X (Kumar et al. 2018). In order to assess
phylogenetic relations between the obtained haplotypes/alleles and to define haplogroups,
Bayesian phylogenetic trees were constructed in MrBayes (Ronquist et al., 2012) based on
the best nucleotide evolution model, as suggested by jModelTest (Darriba et al., 2012), while
a median-joining (MJ) network was constructed with the software PopART (Leigh and
Bryant, 2015). Demographic characteristics were examined through mismatch distribution
analyses in DnaSP and Arlequin, historical gene flow rates were calculated in Migrate-N
(Berli 2004), while a Bayesian skyline plot for mtDNA D loop sequences was constructed in
BEAST (Drummond et al., 2013). Spatial clustering of individual mtDNA sequences was
done based on the uncorrelated frequencies model using Geneland (Guillot et al,. 2005),
while spatial clustering of nuclear sequences was tested based on the variable polymorphic
sites through spatial Principal Component Analysis (sPCA) in adegenet (Jombart, 2008) in R
(R core team 2019). Molecular diversity indices and genetic differentiation (pairwise ®@gt /
Fsr differences and analyses of molecular variance) were calculated for all the defined groups

in DnaSP and Arlequin. The presence of natural selection was tested by several approaches.
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Neutrality test analyses were performed in DnaSP. Overall,average omega values based on
codon-Z tests were performed in MEGA. Codon-specific signatures of selection were tested
on the Datamonkey web server using the MEME, FEL, SLAC and REL approaches, while
the presence of recombination was tested by the GARD method. Codeml in PAML (Yang,
2007) was used for detection of codon specific signals of selection comparing the null models
(MO, M1, M7) with positive selection models (M3, M2, M8) by likelihood ratio tests. In
addition, MHC genes detection of sites under positive selection was tested by the omegaMap
program (Wilson and McVean, 2006) which accounts for the recombination effects. The
latter software was also used to check for the presence of recombination through PERMUTE
based on r?, D, and G4 parameters, while recombination breakpoints were evaluated using the
following methods RDP, GENECONV, MAXCHI, CHIMAERA and 3Seq, as implemented
in the RDP4 package (Martin and Rybicki, 2000). For ND2, a logistic regression model was
run with the two most prevalent protein variants as dependent variable, while for ND6, a
multinomial logistic regression model was run with protein variants as dependent variable,
with individual principal component factor scores resulting from the bioclimatic variables as
explanatory variables, controlling at the same time for likely geographic (latitude, longitude)
variation. For the MHC-DQA and MHC-DQOB genes, multinomial logistic models were
performed to test for possible effects of climatic factors as well as longitude and latitude on
the genotypes of selected alleles. Furthermore, logistic models were also performed in order
to determine the effects of climatic factors as well as latitude and longitude on heterozygosity
or homozygosity at both of the examined loci. All the models were performed in R (R Core
team), with model ranking using the Akaike Information Criterion corrected for small sample
sizes (AICc) and model averaging. Based on the obtained relative variable importance (RVI)
for each variable, single models were re-run using only those explanatory variables with RVI
values higher or equal to 0.7. The respective locality-specific bioclimatic variables were
downloaded for each individual from the WORLDCLIM data set for 2.5min intervals
(http://www.worldclim.org/bioclim.htm). The selected bioclimatic variables were used to run
a principal-component analyses (PCA) based on correlation matrixes in SPSS vers. 20 (IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp). Prior to PCA, all the
downloaded bioclimatic variables were /n-transformed in order to reduce variances and
obtain normal distributions of residuals.

Results: In this PhD thesis, molecular diversity of three mitochondrial DNA markers and
three immune genes was analysed in 251 individuals of brown hares from Europe and the

Middle East. PCR amplification was successful for all the examined individuals for all
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molecular markers, except for MHC-DQOB gene where nine individuals failed to give an
amplified product, even after the additional reaction optimization. All protein coding genes
showed no presence of indels, frame shifts or premature stop codons, proving that no
amplification of pseudo genes has occurred.

Mitochondrial DNA molecular diversity: The combined alignment of the D loop, MT-ND2,
and MT-ND6 sequences of all studied individuals with a final length of 1268bp revealed 136

mitotypes based on 198 polymorphic sites (Table 1). Highest molecular diversity indices
were found within the mtDNA D loop sequences where 114 haplotypes were detected, with
66 of them being unique. The most frequent haplotypes were LeDL*25 (6.77%) and LeDL*3
(5.58%), while all others were present in low frequencies, ranging from 0.79 to 1.59%. Out of
30 haplotypes revealed in the M7-ND2 gene, 10 haplotypes were unique, with LeND2*1
(25.09%) and LeND2*2 (23.11%) being the most frequent. In the MT-ND6 gene, 55
haplotypes were revealed, of which 27 were unique, while the most frequent haplotype was
LeND6*1 (43.82%). According to the Bayesian tree and median-joining network of D loop
sequences, three haplogroups may be defined, namely AMEh, BLh and cwEUh (Fig. 5, Fig.
6), while the same analyses employing the M7T-ND2 and MT-ND6 genes indicated two big
haplogroups namely AMEh and EUh (Fig.7-10). The proposed phylogeographic grouping
was consistent for all mtDNA markers, except that the MT-ND2 and MT-ND6 genes
combined the BLh and cwEUh groups into one EUh group. The AMEh group consisted
mainly of sequences of individuals from Turkey and Israel together with several individuals
from eastern Bulgaria and Romania, while BLh consisted mainly of sequences of individuals
from the Balkan countries together with Romania and Hungary, and the cwEUh of
individuals from central and western Europe. The connections between all haplogroups were
through one branch, which in the case of D loop sequences indicated 12 mutational steps to
European side, and only five mutational steps in the case of MT-ND2 and MT-NDG6
sequences. The phylogenetic rooting indicated the AMEh group for all markers as the most
ancestral group, and suggested an evolutionary pathway from AMEh to BLh, and from the
latter to cwEUh. A gradual decrease of molecular diversity in this evolutionary trajectory was
obtained for all of the examined molecular markers, with AMEh showing the highest value of
molecular diversity indices, and cwEUh showing the lowest. Furthermore, a historical
analyses of gene flow suggested an asymmetrical, almost unidirectional gene flow from
Anatolia to Europe, and only some gene flow across Europe (Fig. 13). The demographic
history analyses revealed a unimodal pattern for all of the European haplogroups together

with significantly negative Fu’s Fg values and positive R, values, which indicated a strong
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signal of population expansion (Fig. 11). Based on the Bayesian skyline plot constructed with
the D loop sequences, estimated the time of the start of the population expansion in the
cwEUh before at approximately 9000 years b.p. (Fig 12). The results of spatial genetic
clustering of individuals suggested a similar spatial pattern both for the D loop and MT-ND2
sequences, indicating the presence of four spatial groups namely AM, SEE, CE and WE (Fig.
14, Fig. 15), while a slightly different spatial pattern was suggested for the MT-ND6
sequences (Fig. 16) also with four detected spatial groups, named AM, EE, SE and WCE. For
all of the examined molecular markers, the highest values of molecular diversity indices were
detected within the Anatolia/Middle East (AM) group, while the lowest values were detected
within central and western Europe (Tables 2, 4 and 6). The observed pattern of spatial
clustering was further supported with significant ®gr values (Tables 3, 5 and 7) and analyses
of molecular variances which showed that 45%, 59.37% and 40.63% of the variation were
due to differences among individuals between the spatial groups for D-loop, MT-ND2 and
MT-ND6 respectively. When translating to amino-acid sequences, eight different protein
variants was detected for MT-ND2 gene based on six nonsynonymous substitutions (Fig. 3),
while 17 different protein variants were detected for MT-ND6 gene (Fig. 4). The most
common protein variants for MT-ND2 gene was ND2A (Appendix III), while the most
common protein variant for the MT-ND6 gene was ND6A (Appendix 1V). The neutrality tests
based on MT-ND2 and Mt-ND6 sequences (Tajima’s D, Fu and Li’s F* and D*) returned
significant negative values only for the latter (Table 8). Codon-based Z tests indicated
significantly lower numbers of non-synonymous changes to synonymous changes per site for
both mtDNA genes indicating an overall signal of purifying selection. Codon-based tests on
the Datamonkey server indicated only sites under negative selection with the FEL method
(codons 116 and 130) and the SLAC method (codon 116)for the MT-ND2 gene, the codon
102 within the MT-ND6 gene was proved under positive selection by REL method, while
negative selection signals were detected by the SLAC and FEL methods. No evidence of
recombination was found, as suggested by the GARD analysis. The PAML analyses based on
comparison of likelihood ratio tests, showed significant differences for all test comparisons in
the MT-ND2 gene where, according to Bayes Empirical Bayes, codon 148 was revealed
under positive selection. For the MT-ND6 only the comparison between M1 vs. M2 model
was significant indicating the positions 4, 102, and 126 to be under positive selection (Table
9). Only codon position 102 of theMT-ND6gee was proved to be under positive selection by

more than two tests. This latter codon position separates the most widespread protein ND6A
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containing leucine, from ND6C containing methionine: ND6C was distributed in Bulgaria,
North Macedonia, and south and central Serbia. The codon position 102 also separated the
NDO6A protein variant from NDG6F, containing valine, and that latter was distributed in
Bulgaria. The modelling of the effects of the climatic factors on the occurrence of ND6
protein variants indicated that all the proteins variants ND6A-ND6E (except for ND6D) were
more frequently occurring in the eastern part of Europe in comparison to individuals not
having this protein variant. Furthermore, protein variants ND6C and ND6F were favoured at
locations of lower general precipitation values during the wettest and coldest period of the
year, or of higher precipitation values during the driest period of the year, as compared to
protein variant ND6A.

Immune gene molecular diversity: The determination of the immune genes allelic phase with
probabilities higher than 90% was successful in 99.2% for MHC-DQA, 97.93% for MHC-
DQB and 96.81% for TLR2 gene (Appendix II). Within the MHC-DQA gene 30 alleles were
identified, in the MHC-DQB gene 41 alleles were identified, and 13 alleles were identified in
the TLR2 gene (Table 14, Appendix V, VI and VII). The nucleotide sequences of each gene
translated into 27, 35, and 6 protein variants for the MHC-DQA, MHC-DQB, and TLR2

genes, respectively (Fig. 17, 18, 19). The phylogenetic tree of the observed alleles did not
yield any phylogeographic signal (Appendix VIII). However, based on median-joining
network analysis a signal of trans-species polymorphism was observed through shared alleles
between L. capensis(from North Africa) and L. granatensis for MHC-DQA, and between L.
europeus and L. capensis(from North Africa) for TLR2, whereas shared protein variants with
L. capensis were detected for the MHC-DQB (Fig. 17, 18, 19). Spatial clustering based on
sPCA analyses indicated the presence of two spatial groups, one comprising mainly of
individuals from Anatolia and the Middle Eastand another one comprising the individuals
from Europe (Fig. 20), with higher molecular diversity indices in the Anatolian and Middle
Eastern group (Table 15), than in the Europe group, with an overall Fsr value of 0.293 for
MHC-DQA, 0.096 for MHC-DQB and 0.245 for the TLR2 locus. The neutrality tests rejected
neutral evolution for the MHC-DQA and MHC-DQB genes, but failed to do so for the 7LR2
gene (Table 16). The codon-based Z tests indicated significantly lower numbers of non-
synonymous changes to synonymous changes per site only for the TLR2 gene, but no
significant difference was observed for none of the MHC genes. The datamonkey tests
indicated a presence of positive and negative selection for both of the MHC genes, but only a
signal of negative selection was detected for the TLR2 gene (Table 17). PAML indicated

significant differences for comparisons of all models for the MHC genes, but none of the
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comparisons was significant for TLR2 gene (Table 18). OmegaMap revealed 12 codons for
MHC-DQA and 15 codons for MHC-DQB to be under positive selection. No recombination
was detected by the GARD analyses, but PERMUTE in omegaMap indicated significant
values of G4 for MHC-DQA and MHC-DQB (Table 19). The analyses in the RDP package
showed two possible recombination events only for MHC-DQA, one involving allele Leeu-
DQOA*10 and another one involving allele Leeu-DQOA*09. Based on the conservative
consensus of sites confirmed by all applied approaches, only codons 9, 63, and 70 for MHC-
DQA andcodons 6, 18, 49 for MHC-DQB were consistently proved under positive selection.
Modelling of the effects of MHC genotypes containing the most frequent alleles indicated
latitudinal and longitudinal effects in several cases affecting only hares from Europe, as well
as several climatic effects. Specifically, individuals heterozygous for protein variant DQA6
and DQB3 were more often occurring in regions with lower precipitation during the wettest
period of the year, while both individuals homozygous and heterozygous for protein variants
DQA1 were more often occurring in regions with higher precipitation especially during the
dry period of the year, in comparison to individuals not having those protein variants in their
genotypes. Furthermore, a temperature effect was observed for individuals heterozygous for
the DQA10 protein variant that occurred in regions with lower temperatures, especially
during the cold and dry period of the year. Contrary, individuals homozygous for DQA10
occurred more often in regions with higher temperatures as compared to individuals not
having this allele in their genotype. For the hares from Anatolia and Israel, however, no
statistical model failed to prove any such effects as reported above.

Discussion: In this dissertation a high level of genetic diversity was observed for
mitochondrial DNA and three immune genes in brown hares from Europe and the Middle
East. Moreover, a strong signal of phylogeographic and spatial structuring was detected in the
mtDNA, in comparison to the spatial structuring of the immune genes, which was less
pronounced. Furthermore, signals of positive selection were detected in mtDNA genes, as
well as in immune genes, along with significant climate effects of shaping the spatial
distribution of the most prevalent protein variants of these genes.

Mitochondrial DNA molecular diversity: The highest level of molecular diversity was

observed in the D-loop sequences, which is in accordance with previous research of this
species using the same molecular marker (Kasapidis et al., 2005; Fickel et al., 2008; Stamatis
et al., 2009; Djan et al., 2017; Ashrafzadeh et al., 2018). A moderate level of diversity was
found for the MT-ND2 and MT-ND6 genes, with similar values of haplotype and nucleotide

diversity in the MT-ND2 gene as compared to cape hares from Tunisia (Ben Slimen et al.,
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2017). On the other hand, in comparison to a study that has compared 14 full mitochondrial
genomes of brown hare individuals and that has revealed almost double the number of
parsimonious sites in the M7-ND2 genes than in the MT-ND6 genes (Giannoulis et al., 2018),
in this dissertation a higher number of such sites was observed. Based on the Median-joining
network (MJN) and Bayesian phylogenetic trees, the signal of phylogeographic structuring
was pronounced in all three examined mtDNA markers, indicating the existence of two main
clades, one encompassing individuals from Anatolia/Israel (AMh), and the other
encompassing individuals from Europe, with the latter being further divided into two
haplogroups based on D-loop sequences: one encompassing mostly individuals from the
Balkans (BLh) and the other encompassing individuals from central and western Europe
(cwEUh). The observed structuring is in accordance with previous phylogeographic studies
of this species, which translates into the following scenario: individuals from Anatolia/Israel
acted as a source population for migration to the south eastern Balkans; the territory of south
eastern Europe (in particular regions of Bulgaria, south eastern Serbia and the Northern
Republic of Macedonia) acted as a source region for further colonization of the Balkan
Peninsula, while the central and western Europe was populated almost exclusively from
individuals from the northern part of the Balkan Peninsula. The observed scenario was further
supported with an evident decrease of molecular diversity indices based on all three
examined mtDNA markers along this evolutionary trajectory, with hares from the Anatolian
Peninsula exhibiting the highest values, in comparison to hares from central and western
Europe where the lowest level of diversity indices were observed. This decrease of molecular
diversity indices is in accordance with the leading edge hypothesis of the colonization of
Europe, after the late glacial maximum (LGM); as diversification was occurring in the
southern regions, whereas individuals from the northern part of the Balkans acted as a leading
front during the colonization period, while low diversity across Europe likely represents
purely a founder effect of these individuals (comp. Hewit et al., 1999). Based on the
architecture of the currently developed median joining networks (MJNs) for examined
mtDNA markers, no large phylogenetic gaps were observed, except for the D loop sequences
where 12 mutational steps were detected between the AMh and BLh phylogroups. However,
this divergence seems to be negligible in comparison to the maximal divergence observed
between the haplotypes within each of the haplogroups, particularly as six mutational steps
representing this gap within the MT7-ND2 and MT-ND6 genes displayed only one
nonsynonymous change, respectively. This scenario of intraspecific evolution based on

shallow reticulate genetic differentiation across large geographic areas, corresponds to an
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intermediate position of phylogenetic categories IV (lineages allopatric) and category IV
(lineages sympatric) according to Avise (2000), which may be interpreted as a continuous
evolutionary process and population dynamics history with no obvious strong evolutionary
gaps. According to the ancestral position based on MJ network rooting, the observed
evolutionary development was also supported by the timing of demographic events based on
D loop sequences, which indicated the longest evolutionary history in Anatolia/Israel; a
younger evolution of the Balkans group starting around 60000 bp, and the youngest
evolutionary history in the central and western European group with expansion starting
approximately around 9000 bp, which perfectly fits to the climate and landscape after the
LGM and the concomitant vegetation cover changes in Europe (Adams et al. 1999; Hewitt et
al. 1999). Furthermore, this evolutionary trajectory was confirmed by a coalescence theory-
based migration analyses which indicated almost asymmetrical and unilateral gene flow from
Anatolia to the Balkans, with less than one individual per generation in the opposite direction.
Demographic tests also indicated a longer stable population in Anatolia/Israel, while Europe
faced the obvious signal of population expansion as revealed; a concordant signal was also
revealed by the topology of the MJN which showed a typical star-like topology. Since the
MIN and the Bayesian phylogenetic tress do not take into the consideration the geographic
positions of individuals directly, a spatial distribution of molecular diversity results in a better
insight into the geographic distribution of diversity, as cluster distribution and posterior
probabilities for the membership to each cluster are obtained. Based on the spatial analyses of
the three examined mtDNA markers, the existence of four spatial groups was revealed,
namely one group corresponding to individuals from Anatolia/Israel, while within Europe,
three additional clusters were found. In principle, spatial clustering in D-loop and the MT7-
ND?2 gene gave the same pattern, indicating the existence of one cluster in the Balkans, one
cluster in central Europe, and one cluster encompassing individuals from Western Europe. On
the other hand, a bit different scenario was observed in the MT-ND6 genes, where two
clusters were observed in the Balkan peninsula dividing it into an astern and a western
cluster, while all individuals from central and western Europe were within one and the same
spatial cluster. This scenario is in accordance with the proposed neutral model of evolution
based on the phylogeography of D loop sequences. Even though the Apennine and the Iberian
peninsulas do not seem to play an important role in the phylogeography of hares, as the
Balkans seem to be the most important phylogeographic region for its recent evolution in
Europe, a slight separation of individuals from Western Europe might indicate the presence

of divergent lineages from the Iberian Peninsula. Nevertheless, this scenario is actually a pure
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consequence of a founder effect following the first colonization wave after the LGM, while
the separation of the central European cluster may be due to the presence of more divergent
lineages influx from Eastern Europe. Indeed, previous studies already indicated somewhat
divergent population in the eastern part of Europe (Strzala et al., 2008; Ashrafzadeh et al.,
2018). The observed spatial structuring followed the proposed neutral model, with molecular
diversity indices decreasing from Anatolia to the Europe, and then from South to West
Europe. A bit unexpectedly, the higher number of nonsynonymous changes was found within
the hares from the evolutionarily younger European phylogroups, in comparison to the
evolutionarily older individuals from Anatolia/Israel, for both of the examined mtDNA
genes. When considering only the sites confirmed by a minimum of two different applied
tests (Melo-Ferreira et al., 2014; Ben Slimen et al., 2017, 2018), one position was found to be
under positive selection in MT-ND6 gene, but no such position was found M7-ND2, and
several positions were found to be under negative selection. Purifying selection is already
known to maintain the molecular diversity of mtDNA genes, given their high functional
constraints as mtDNA genes are involved in the important process of energy production
through the OXPHOS pathway. On the other side, an increasing number of studies indicates
that positive selection on OXPHOS genes may convey a signal of molecular adaptations, and
cause a divergence through differences in energy production and metabolic adaptations to
varying environmental, particularly climatic conditions (eg. Morales et al., 2015; Galtier et
al., 2009; Ben Slimen et al., 2017, 2018). The position proved under positive selection within
the MT-ND6 gene was separating the two younger proteins ND6C and ND6F from ND6A,
the most common protein variant detected in Europe. In order to test whether the distribution
of these protein variants was affected by climatic parameters, a multinomial regression model
was run on the distribution of six ND6 protein variants (setting the threshold at the
evolutionarily speaking latest (youngest) protein arising from the position proved to be under
positive selection) but only for individuals from Europe, as in Anatolia only two individuals
had other protein variants than ND6B. Furthermore, the model in Europe did not include
individuals from western Europe, as they exclusively harboured the most common protein
variant ND6A, probably as a consequence of a founder effect, as the diversity of proteins in
the Balkans simply did not have a chance to reach central and western Europe, given the
short evolutionary period following the founder effect after the LGM. A significant effect of
climatic parameters was found for the protein variants ND6-C and ND6-F, as the individuals
harbouring these variants were significantly more often occurring at locations with lower

precipitation values during the wettest period of the year, or with higher precipitation values
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during the dry period of the year, in comparison to the individuals carrying the most common
ND6A protein variant. Given that climatic effects may influence the energetic performances
of OXPHOS genes, and since there is a significant geographic effect on the occurrence of
protein variants independent from the observed climatic effects, with variant ND6F being
more frequent in the eastern spatial cluster, and variant ND6C being more frequent in the
western cluster, but also having in mind the signal of positive selection; everything
mentioned above may indicate a sign of molecular adaptations of an individual having these
variants, in order to better optimize for energetic performances under these conditions. In
fact, previous studies already indicated that high precipitation increases mortality in leverets
(Hacklander et al., 2002; Rodel and Dekker, 2012), and also having in mind that a high
altitudinal diversity across the Balkan Peninsula may impose differences in precipitation, a
molecular adaptation may occur. Furthermore, since there is little protein variants diversity in
the evolutionarily older Anatolian phylogroup, diversity and climatic effects on mtOXPHOS
protein variants in Europe may also have resulted from probably more pronounced
environmental changes during the late Pleistocene and early Holocene, which likely more
severe climatic perturbations in Europe. According to the predictions of secondary protein
structure, this position under positive selection seems to be located within the transmembrane
domain IV of MT-ND6 gene. This is accordance with previous studies, and it indicates that
most of the sites showing adaptive divergence are located within the functionally relevant
transmembrane domain (Yu et al., 2011; Morales et al., 2015), even though some studies
suggested that all adaptive signals were almost solely based within the loop regions (da
Fonseca et al., 2008). Even though no functional importance was indicated for this position in
previous researches (Melo-Ferreira et al., 2014), it is important to note that a signal of
positive selection and the statistically significant climatic effects alone do not prove actual
adaptations. Without performing the functional tests on the proteins, the impact of these
amino acid changes on the metabolic performances, they might be considered rather as
elusive. Having in mind everything stated above, and given the fact that previous studies have
indicated that even a single amino-acid change in OXPHOS genes has proven to affect the
efficiency of cellular respiration processes, but also since there are a number of
neurodegenerative and metabolic diseases, cancer and ageing as a consequence of energetic
dysfunction of OXPHOS genes (Dimauro, 2011), all the present findings indicate a solid
support for possible adaption of OXPHOS genes to varying environmental-climatic

conditions.
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Molecular diversity of immune genes: A total number of 30 alleles coding for 27 different

protein variants were found within the MHC-DQA gene, while 41 alleles coding for 35
protein variants were found within the MHC-DQB gene. A high diversity of MHC genes was
also observed in previous research of hares. Namely, in the study of 801 brown hare
individuals from Europe and Asia Minor, a similar number of alleles (37) was found for the
MHC-DQA locus, while 61 alleles were found for the MHC-DRB locus (Koutsogiannouli et
al., 2009; 2014). Even though those studies encompassed a large number of individuals
across a larger study range, a similar number of alleles was detected in the present doctoral
dissertation. This suggests that even the four times lower number of individuals presently
used, together with the limited number of individuals from different populations, were still
enough to representatively characterize the diversity found in the examined MHC genes. In
favour of this argumentation are also the results of the study that revealed ten alleles among
326 individuals from eastern Austria (Campos et al., 2011), in comparison to eight alleles
found in thirteen individuals from Austria in the present dissertation. Similar results are
observed for MHC-DQB locus as well, as in a study of 518 individuals from Austria and
Belgium, ten and nine MHC-DQB alleles were found, respectively. Even though MHC genes
are highly variable, previous studies indicated differences between loci, with MHC-DRB
locus being the most polymorphic, while MHC-DPB locus is the least polymorphic of all
MHC class II genes examined so far in hares (Smith et al., 2011). Within the TLR2 gene, a
similar number of alleles and molecular diversity was revealed as in the study of cape hares
from Tunisia (Awadi et al., 2018a), but still a slightly higher number of diversity in
comparison to other mammals, probably as a consequence of a higher mutational rate
observed for this gene within the lagomorphs order (Neves et al., 2019). Actually, a highly
conserved intracellular part of this gene, the TIR domain which is involved in the initiation of
the downstream signal cascade, was examined in the present dissertation, and therefore it is
under functional constraints resulting in less diversity. In comparison to other mammals, for
example in the study of ten sheep breeds out of 18 variable positions, only two were within
the TIR domain (Smith et al., 2014). Based on the MJN and Bayesian phylogenetic tree and
contrary to mtDNA, a lack of a strong phylogeographic signal was found presently within the
examined immune gene. Even though phylopatric behaviour of females may produce such a
signal, trans-species polymorphism was already shown as characteristic element of the
evolution of MHC genes in various species (Klein et al., 1998), namely resulting from the
fact that alleles were more divergent within species, than alleles between different species.

Based on the currently performed MIJN analyses which included MHC and TLR2 alleles from
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other leporids, shared alleles and/or protein variants were found, which may indicate that
these alleles represent ancestral variants dating from even before the major speciation events
among Leporid genera, and are maintained as a consequence of a selection mechanism due to
similar pathogenic communities acting on those species. This is already suggested by several
studies, e.g. helminth communities in rabbits and hares seem to be similar (Blasco et al.,
1996). On the other hand, when spatial PCA analyses were performed, two main spatial
groups were revealed, one encompassing individuals from Anatolia/Israel, and the other one
encompassing individuals from Europe, therefore implying a signal of phylogeographic
division. However, further structuring across Europe was not evident as suggested by
mtDNA. On the contrary, a rather shallow divergence was observed which is in accordance
with previous studies based on microsatellites (Ben Slimen et al. 2008; Demirbas et al. 2019).
Furthermore, it seems like that demography has played a small role in shaping the
distribution of MHC genes in Europe as compared to mtDNA, since there are no observed
signals of decrease in molecular diversity from south to north as a consequence of one or
more potential founders effect after the LGM. These findings are also in agreement with the
study of MHC-DQA and MHC-DRB genes in hares from Europe and Asia Minor, where even
bigger diversity in some of central and northern European populations was revealed in
comparison to some of the Balkan and Anatolian populations (Koutsogiannouli et al., 2009;
2014). In this dissertation, shared alleles between the Anatolian and the European spatial
group were found for all of the three examined immune genes, contrary to the study of
Koutsogiannouli et al. (2009; 2014) where shared alleles were found only at the MHC-DRB
locus, but not at the MHC-DQA locus. This led the authors to suggest different evolutionary
mechanisms acting at each locus, namely making alleles at one locus advantageous under
certain environmental conditions, but disadvantageous at the other locus. Actually, genetic
diversity within MHC loci is shaped by several mechanisms including point mutations,
recombination, gene conversions and different selection pressures. The latter are further
shaped through combined effects of demography, environmental characteristics, behavioural
and ecological differences in pathogens, and host-pathogen interactions. Given the facts
mentioned above, it seems that demography did not play a strong effect on the observed
diversity of currently studied MHC genes. Balancing selection was already proved to be the
most important evolutionary force shaping the variability of MHC genes, through
overdominance or frequency-dependant selection (Spurgin and Richardson, 2010). In this
dissertation, all the loci studied within both spatial groups exhibited a smaller number of

observed heterozygosity in comparison to heterozygosity values as expected to Hardy-
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Weinberg equilibrium, which is not in favour of the general overdominance effect. Hence, a
high diversity of alleles across the examined study region, together with a signal of low
spatial genetic structuring, rather is being considered to reflect balancing selection resulting
from a frequency-dependant mechanism. This interpretation is supported by the observation
that the majority of detected alleles were present in low frequencies, and most of them were
occurring in heterozygote genotypes. When considering the effects of selection shaping the
distribution of MHC genes, it is important to take into account the potential occurrence of
recombination, as it can influence the outcome of selection tests (Anisimova et al., 2003). In
fact, presently, two recombination events were detected within the MHC-DQA locus, and no
recombination events was detected for MHC-DQOB gene based on RDP package analyses.
One of the alleles involved in recombination in this dissertation was already shown to be
recombinant in previous research of brown hares from Europe (Smith et al., 2011). On the
other hand, presence of recombination according to PERMUTE statistics was indicated for
both of the examined MHC genes. Based on PERMUTE statistics, similar values of
population mutation rates were found for both MHC loci, while the recombination rate was
almost five times higher at the MHC-DQB locus than the MHC-DQA locus. These findings
are in agreement with results obtained for the same MHC loci examined in cape hares from
Tunisia (Awadi et al., 2018b), which the authors explained due by a longer persistence of
MHC-DQA diversity in their study populations, as compared to the MHC-DQB diversity that
more likely had resulted from higher intra-locus recombination. Indeed, given the ratio of
recombination to mutation rate, the results of this study also indicate that recombination was
more important for shaping the diversity within the MHC-DQB genes, whereas point
mutations were a more pronounced mechanism at the MHC-DQA locus. Given the fact that
recombination seems to play an important role in MHC diversity of the examined brown
hares, and that only the omegaMap approach accounts for the recombination in the selection
detection tests simultaneously, a very stringent conservative approach was applied in this
dissertation, in order to avoid any false positive results, by considering sites to evolve under
positive selection, only if those codons were confirmed by at least one additional test among
all applied approaches (PAML, omegaMap and Datamonkey). In the end, this rule resulted in
three codons constantly proved to be under the positive selection for both genes. In both
MHC genes, two of these codons were located within the peptide-binding region (PBR) as
suggested by homology modelling to human the PBR according to Bondinas et al. (2007). In
comparison to previous research in hares, codon sites proved under positive selection were

also reported by other studies, eg. in a study of brown hares from Austria and Belgium (Gouy
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de Bellocq et al., 2009; Smith et al., 2011). In comparison to selection analyses in MHC
genes in cape hares from Tunisia (Awadi et al., 2018b), a high congruence was presently
found at sites under positive selection revealed by omegaMap in the present study, while
some differences were found when comparing other approaches applied in both studies. The
selection mechanism on MHC genes is acting through a combination of balancing selection
and diversifying selection, driven mainly as a consequence of differences in selection
pressure of pathogens varying across time and space. Given that differences in climatic
parameters may impose favourable or/and unfavourable conditions for parasites and
pathogens, indirect climatic effects on MHC protein variants may be interpreted as genetic
signals of local/regional adaptations to different pathogenic landscapes in heterogeneous
environments. The effects of climatic parameters (temperature and precipitation) have
already been demonstrated to have shaped significantly the distribution of DQA and DQB
protein variants supposedly as a consequence of adaptation to local pathogenic landscapes in
cape hares from Tunisia (Awadi et al., 2018b). In this dissertation, climatic parameters were
proved to have a significant effect on the distribution of the most frequent protein variants in
both MHC loci for the individuals within the European cluster, but no such effects were
found for individuals from the Anatolia/Israel spatial group. Specifically, individuals
heterozygous for DQA6 and DQB3 protein variants were more frequently occurring at
locations with relatively low precipitation during the wet period of the year as compared to
individuals not carrying these alleles, irrespective of the genotype for these variants. A
climatic effect was also observed on the distribution of homozygous or heterozygous
individuals carrying the DQA1 or DQA10 protein variants in comparison to individuals not
having those alleles in their respective genotypes. Since those environmental factors,
especially temperature, precipitation and humidity are known to affect the distribution of
pathogens and parasites; it is plausible to interpret the findings as adaptations to locally
varying immunogenetic landscapes. Since the distribution of some of the MHC protein
variants was mainly related to the precipitation parameters, similarly to the distribution of
ND6 protein variants, but also because of a significant differences in geographical
distribution of these variants independently from climate, this result may also indicate a
possible co adaptation of OXPHOS genes and immune genes, as it is already known that this
co adaptation may arise from adaptations leading to higher energetic requirements in order to
better fight the pathogens (West et al., 2011). On the other hand, no such effect of climate
parameters was found for individuals in Anatolia/Israel, probably due to the low number of

individuals examined, as the statistical model applied required a higher number of individuals
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for the battery of independent variables used. Furthermore, no effect of heterozygosity was
found to the distribution of the MHC protein variants, neither in both of the examined MHC
loci, nor for Anatolia/Israel or Europe. A lack of a heterozygosity effect was also confirmed
in study of cape hares from Tunisia (Awadi et al., 2018b). Having in mind everything stated
above, it seems that balancing selection maintains the high allele diversity across the current
study area through frequency dependent mechanism, while diversifying selection promotes
local immunogenetic adaptations on small geographic scales presumably caused by
regionally varying pathogenic landscapes. These results indicate that mechanisms and their
contribution to the evolution of MHC genes are rather complex, but also that adaptation may
occur even under little population divergence and high gene flow although the opposite has
been postulated as a requirement for adaptations. However, it should be stressed that the
current interpretations are drawn from indirect evidence of climate parameters, which are
supposed to represent varying different pathogen distributions. Therefore, further studies
based on pathogen distributions, infection analyses, and host-pathogen interactions are
necessary to prove the current interpretations. Regarding the TLR2 gene, negative selection
was found to be the predominant force shaping its variability, most likely as a consequence of
being under strong functional constraints given the important role the analysed protein has for
downstream signal cascades. The predominant effect of negative selection in shaping the
evolution of the TIR domain in hares was already proved in the study of cape hares from
Tunisia (Awadi et al., 2018a).

Conclusions: A high level of molecular diversity was found in brown hares from Europe and
Anatolia/Israel based on the variability of mtDNA D loop sequences, MT-ND2, MT-ND6,
MHC-DQA, MHC-DQB and TLR2 genes. A strong signal of phylogeographical and spatial
structuring was observed for mtDNA, most likely as a consequence of climatic perturbations
during the late Pleistocene. The evolutionary development of hares from Anatolia/Israel to
the Balkans, and furthermore to central and western Europe was suggested by several lines of
evidence, which include dating the population demography based on D-loop sequences, the
observed migration patterns, results of demographic tests, and apparent reduction in
molecular diversity indices along this spatial and evolutionary trajectory. Positive selection
acting on MT-ND6 gene was detected, together with significant climatic effects shaping the
distribution of the most prevalent protein variants found in this gene, supposedly as a
consequence of local/regional adaptations due to the environmentally induced different
energetic requirements and optimization of OXPHOS genes. On the other hand, a clearly less

pronounced phylogeographical signal and absence of strong spatial structuring was revealed
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in the studied MHC genes. High diversity at MHC genes seems to be shaped by the interplay
of recombination, selection mechanisms and adaptations. Balancing selection seems to
maintain a high molecular diversity within these genes, while directional selection
supposedly promotes local/regional adaptations to pathogenic landscapes, as indirectly
suggested by a significant effect of climatic parameters on the spatial distribution of protein
variants in both examined MHC genes. Results of this thesis suggest that when defining
management strategies for this species, contrasting results of different applied molecular
markers must be taken into account. Therefore, conserving the historically shaped diversity
means the recognition of three evolutionary-significant units represented by detected
haplogroups based on mtDNA analyses, while not disturbing the local adaptation occurring
on a microgeographic scale, as revealed by the analyses of adaptive functional genetic

variability.
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U ovom radu sagledan je molekularni diverzitet, filogeografska struktura,
prostorna distribucija molekularnog diverziteta, kao i prisustvo selekcionih
signala i genetickih signala lokalnih adaptacija kod 251 jedinke vrste Lepus
europaeus (Pallas, 1778) sa teritorije Evrope i Bliskog Istoka, a na osnovu
analize varijabilnosti sekvenci D petlje mtDNK, M7-ND2, MT-ND6, MHC-
DQA, MHC-DQB i TLR2 gena. Uocen je visok nivo parametara molekularnog
diverziteta za sve ispitivane molekularne markere. Utvrdeno je postojanje
filogeografske strukturiranosti vrste na osnovu mtDNK, kao i asimetri¢an
protok gena jedinki sa teritorije Anadolije na teritoriju Balkana na osnovu D
petlje mtDNK, MT-ND2 i MT-ND6 gena, dok je na osnovu sekvenci D petlje
mtDNK uocena gotovo tri puta veca stopa protoka gena sa Balkana u centralnu
i zapadnu Evropu. Utvrdeno je prisustvo signala poizivne selekcije u okviru
MT-ND6 gena, kao i efekat klimatskih parametara (precipitacije) na
distribuciju proteinskih varijanti ND6C i ND6F, kao moguca posledica
regionalnih adaptacija na razlike u sredinskim uslovima. Pokazano je odsustvo
signala filogeografske strukturiranosti na osnovu MHC-DQA, MHC-DQB i
TLR2 gena. UocCeno je postojanje prostorne strukturiranosti na osnovu gena
imunskog sistema, i definisane su dve prostorne grupe, jedna koja je
obuhvatala jedinke sa teritorije Bliskog Istoka, i druga koja je obuhvatala
jedinke sa teritorije Evropi. ViSe vrednosti parametara molekularnog
diverziteta uocene su u anadolijskoj grupi, u poredenju sa evropskom grupom.
Uocen je signal delovanja pozitivne i negativne selekcije u MHC-DQA i MHC-
DQB genima, kao i signal negativne selekcije u TLR2 genu. Pokazan je efekat
klimatskih parametara na distribuciju najzastupljenijih proteinskih varijanti
MHC-DQA 1 MHC-DQB gena kao indirektni pokazatelj imunogenetickih
adaptacija na sredinski uslovljene pretpostavljene razlike u distribuciji
patogena. Mehanizam oblikovanja varijabilnosti MHC gena rezultat je
uzajamnog delovanja mutacija, rekombinacija i selekcije.
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In this doctoral dissertation, molecular diversity, phylogeographic structure,
spatial distribution of molecular diversity, detection of possible selection
signals shaping the evolution of these genes, as well as the presence of
local/regional adaptations in correlation was examined in 251 brown hares
from Europe and the Middle East based on the analyses of mitochondrial D
loop, mitochondrially Encoded NADH Dehydrogenase 2 (M7-ND2),
mitochondrially Encoded NADH Dehydrogenase 6 (MT-ND6), exon 2 of
MHC Class Il genes MHC-DQA,MHC-DQB and Toll Like Receptor 2 (TLR2)
gene sequences. A high level of molecular diversity was found based on the all
applied markers. Strong signal of phylogeographical and spatial structuring
was observed for mtDNA, most likely as a consequence of climatic
perturbations during the Pleistocene. The evolutionary development of hares
from Anatolia/Israel to the Balkans, and furthermore to central and western
Europe was suggested by several lines of evidences, which include dating the
population demography based on D-loop sequences, the observed migration
patterns, results of demographic tests, and apparent reduction in molecular
diversity indices along this trajectory. Positive selection acting on MT-ND6
gene was detected, together with significant climatic effect shaping the
distribution of the most prevalent protein variants found in this gene,
supposedly as a consequence to local/regional adaptations due to the
environmentally induced different energetic requirements and optimization of
OXPHOS genes. On the other side, less evident phylogeographic signal and
absence of strong structuring was revealed in MHC genes. High diversity at
MHC genes seems to be shaped by the interplay of recombination, selection
mechanisms and adaptations. Balancing selection seems to maintain a high
molecular diversity within these genes, while directional selection promotes
local/regional adaptations to pathogenic landscapes, as indirectly suggested by
a significant effect of climatic parameters on the distribution of protein
variants in both examined MHC genes.
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