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POPIS KRATICA | OZNAKA

DLA — glavni sustav tkivne podudarnosti kod pasa (eng. dog leukocyte antigens)
HLA - glavni sustav tkivne podudarnosti u ¢ovjeka (eng. human leukocyte antigens)

IUCN - medunarodni savez za oCuvanje prirode (eng. International Union for Conservation of
Nature)

LC- stupanj najmanje zabrinutosti prema IUCN-u (eng. least concern)

MHC - glavni sustav tkivne podudarnosti (eng. major histocompatibility complex)
mtDNA — mitohondrijska DNA

PBR — mjesto vezanja peptida (eng. peptide binding region)

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (eng. polymeraze chain reaction)

PKYV — hibrid nastao povratnim krizanjem s vukom

PKD — hibrid nastao povratnim krizanjem sa psom

rpm — broj okretaja u minuti (eng. revolutions per minute)

TBE —tris - borat - EDTA

UV — ultraljubicasta (eng. ultraviolet)



1. UVOD

1.1.  Glavni sustav tkivne podudarnosti

Glavni sustav tkivne podudarnosti, drugog naziva MHC (od eng. major
histocompatibility complex), kodira membranske molekule tkivne podudarnosti. Te molekule
su membranski biljezi ¢ija je primarna funkcija predocavanje stranih antigena limfocitima T
(Andreis i sur., 2010). MHC svoje ime zahvaljuje tome $to je cijeli koncept proizasao iz

istrazivanja nekompatibilnosti transplantiranih organa (Kelley i sur., 2005).

Strani proteinski antigeni se preraduju unutar stanice i nastaju peptidni ulomci, koji sjedaju u
Zljebove izvanstani¢ne domene novosintetizirane molekule MHC prije negoli se ona izlozi na
povrsini stanice. Limfocit T prepoznaje kompleks antigena i molekule MHC tako da jednim
dijelom receptora prepoznaje peptidni antigen, a drugim molekulu. To je takozvano spregnuto

prepoznavanje (Slika 1) (Andreis i sur., 2010).

Geni 1 molekule MHC dijele se u tri skupine. Skupine I 1 II imaju ulogu u predocavanju
antigena, a skupina Il gena kodira molekule koje nemaju sredisnju imunoregulacijsku ulogu,
ali sudjeluju u aktivaciji komplementa i upalnim procesima (Andreis i sur., 2010; Wagner,
2003).

Molekule skupina I i II nejednako su raspodijeljene jer predoCavaju antigene razliCitim T
limfocitima (Slika 1). Molekule MHC I nalaze se na povrsini svih tjelesnih stanica s jezgrom i
predoCuju antigene unutarstani¢nih patogena (uglavnom virusne) citotoksi¢nim limfocitima T
(CD8"), koji potom ubijaju zarazenu stanicu. Pomagacki limfociti (CD4") komuniciraju samo
sa stanicama limfatickih tkiva pa su molekule MHC skupine II izrazene samo na
profesionalnim predo¢nim stanicama, kao Sto su limfociti B, makrofagi, dendriticke stanice,

aktivirani limfociti T i neke endotelne stanice (Andreis i sur., 2010).
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Slika 1. Razlike u djelovanju molekula MHC klase I i klase Il (preuzeto i prilagodeno s

https://www.quora.com/How-do-our-immune-cells-recognize-self-and-nonself).

U covjeka se MHC regija zove HLA (od eng. human leukocyte antigens) regija (Slika 2), a
kod vrsta koje pripadaju porodici pasa (Canidae), analogno tome, DLA regija (od eng. dog
leukocyte antigens). HLA se nalazi na 6. kromosomu, a DLA na 12. Nekoliko gena unutar
DLA regije pokazuje znacajnu sli¢nost u sekvencama s odgovaraju¢im genima kod ¢ovjeka.
MHC regija se sastoji od ¢vrsto vezane skupine gena (Andreis i sur., 2010; Wagner, 2003).
Geni svih klasa MHC lokusa toliko su blizu (Slika 2) da se najce$¢e nasljeduju zajedno.
Kombinacija alelnih oblika gena na jednom kromosomu naziva se haplotip. Pojedina jedinka
nasljeduje jedan haplotip od oca, a jedan od majke. Izrazavaju se kodominantno (Owen i sur.,
2009). MHC sustav pokazuje i poligeniju (Slika 2), sto znaci da je kodiran velikim brojem
gena s istom funkcijom, koji se malo strukturno razlikuju (Andreis i sur., 2010; Owen i sur.,
2009).



Kromosom 6
Regija HLA

21 1 n?1 2
6n .‘.A'\ ;-_’.,z.u

/\

e —

DP DQ DR C4

Slika 2. Smjestaj HLA regije na 6. kromosomu. Iz prikaza je vidljiv blizak smjestaj
gena svih razreda MHC sustava i poligenija (preuzeto i prilagodeno iz Ayna i Kogyigi, 2016).

Najvaznija karakteristika glavnog sustava tkivne podudarnosti je izraziti polimorfizam. On
nastaje i odrzava se, primarno, balansiraju¢om selekcijom, ali i brojnim genskim
mehanizmima, kao $to su genska konverzija, genska rekombinacija, tockaste mutacije 1

genetski drift (Andreis i sur., 2010; Arbanasic i sur., 2013).

Balansirajuca selekcija je oblik pozitivne selekcije, koja rezultira, ne samo odrzavanjem
velikog broja alela u populaciji, nego i opstajanjem raznolikosti alela kroz dugi period. Dva
glavna nacina kojima se pokuSava objasniti djelovanje balansirajuée selekcije su
heterozigotna prednost i selekcija ovisna o frekvenciji. Heterozigotna prednost podrazumijeva
da je svaki heterozigot rezistentniji od bilo kojeg homozigota. Negativna selekcija ovisna o
frekvenciji, takoder opisivana i kao prednost rijetkog alela, favorizira alele koji su rijetki u
populaciji, vjerojatno jer nose vecu rezistentnost na nove patogene. Zbog srediSnje uloge
MHC u imunoloskom sustavu kraljesnjaka, generalna je pretpostavka da glavni selekcijski
pritisak koji utjeCe na raznolikost MHC gena proizlazi iz parazita i patogena koji koevoluiraju

antagonisticki s domac¢inom, kako bi izbjegli imunolosko prepoznavanje (Sommer, 2005).

MHC varijabilnost utjece na mnoge bioloske osobine, uklju¢ujuéi imunolosko prepoznavanje,
podloznost infektivnim 1 autoimunim bolestima, jedinstveni miris pojedinca, odabir partnera

za parenje, prepoznavanje srodnika, suradnju i ishod trudnoce. Zbog svega navedenog, MHC
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je jedan od najboljih kandidata za istrazivanje mehanizama i znacajnosti molekularne
prilagodbe u kraljeSnjaka. Takoder, odrazava evolucijski bitne i adaptivne procese unutar i

izmedu populacija (Sommer, 2005).

Istrazivanja MHC raznolikosti unutar porodice pasa koncentrirana su na tri lokusa MHC klase
II: DRB, DQA i DQB. Preciznije, na njihov egzon 2, koji kodira mjesto vezanja patogena na
molekuli (PBR, engl. peptide binding region), najpolimorfniji dio molekule (Arbanasi¢ i sur.,

2013). U ovom diplomskom radu takoder se analiziraju ta tri lokusa.

1.2. Vuk

Vuk ili sivi vuk (Canis lupus Linnaeus, 1758) (Slika 3) sisavac je koji pripada porodici
pasa (Canidae) iz reda zvijeri (Carnivora). Osim sivoga vuka, poznate su joS dvije
slobodnozivuée vrste vukova - crveni vuk (C. rufus) i abesinski (etiopski) vuk (C. simensis)
(http://www.haop.hr/hr/tematska-podrucja/prirodne-vrijednosti-stanje-i-

ocuvanje/bioraznolikost/velike-zvijeri/sivi-vuk).

Slika 3. Vuk (Canis lupus) ( preuzeto s www.pixabay.com/en/wolf-zoo-canis-lupus-
canine-mammal-725388/).


http://www.pixabay.com/en/wolf-zoo-canis-lupus-canine-mammal-725388/
http://www.pixabay.com/en/wolf-zoo-canis-lupus-canine-mammal-725388/

Vuk je najveéi pripadnik porodice pasa, u Hrvatskoj mu je prosje¢na masa 31 kg. MozZe biti
bijele, svjetlo smede, crvenkaste, sive i crne boje. U Hrvatskoj su pronadeni sivi primjerci s
nesto tamnijim ledima i repom, a svjetlijim trbuhom i nogama. Na prednjoj strani podlaktice
najées$¢e imaju tamnu prugu. Vukovi imaju uzak grudni kos, laktove uvucene prema unutra i
Sape okrenute prema van, noge su im duze od drugih pripadnika porodice pasa i imaju Cetiri
prsta na straznjim i pet na prednjim nogama. Sve navedeno je prilagodba na brzo kretanje na
velike udaljenosti  (http://www.haop.hr/hr/tematska-podrucja/prirodne-vrijednosti-stanje-i-

ocuvanje/bioraznolikost/velike-zvijeri/sivi-vuk).

Glava vuka prilagodena je na prehranu mesom i kostima Zzivotinja koje lovi. Izduzena je
prema naprijed, duga prosje¢no 25 cm i $iroka 14 cm. Celjust mu je masivna, ima snazne
zvacne misice i 42 zuba specijalizirana za hvatanje i ubijanje plijena, rezanje mesa i tetiva te
lomljenje kostiju. Volumen mozga mu je od 150 do 170 cm® (30 cm?® vise nego u veéine
pasa.). Sva osjetila su mu odliéno razvijena, a prednjae njuh i sluh
(http://lwww.haop.hr/hr/tematska-podrucja/prirodne-vrijednosti-stanje-i-

ocuvanje/bioraznolikost/velike-zvijeri/sivi-vuk).

Vukovi su predatori koji love plijen veéi od sebe. To je moguée jer Zive u Coporu, putuju,
love, hrane se i odmaraju zajedno. Copor ima slozen hijerarhijski ustroj. Sastoji se od jednog
reproduktivnog para i njihovih potomaka. Roditeljski par ima dominantan polozaj, a ostali
pripadnici ¢opora medusobno grade odnose podc¢injenosti i nad¢injenosti, po muskoj i po
zenskoj liniji. Jaka dominacija onemogucuje parenje podcinjenih parova medusobno ili s
jednim od dominantnih vukova, $to pridonosi samoregulaciji veli¢ine populacije i sprje¢ava
parenje u srodstvu. Hijerarhija se vidi i pri hranjenju, kad nad¢injene jedinke jedu prve. Zbog
nemogucnosti parenja i nedovoljno hrane, u drugoj ili tre¢oj godini zivota, mladi vukovi
odlaze iz roditeljskog ¢opora u nepoznate predjele. To se naziva disperzija. Ako uspiju naéi
prostor bez stranih vukova s dovoljno plijena i ako je u isti prostor doSao najmanje jedan vuk
suprotnog spola, mogu stvoriti novi €opor. Izrazito su teritorijalni, svoj prostor obiljeZzavaju
urinom, izmetom, grebanjem po tlu i zavijanjem, a vukove, ¢ak i pse, koji nepozvani udu u
njihov teritorij ubijaju. To je jo§ jedan od mehanizama samoregulacije veli¢ine populacije.
(http://www.haop.hr/hr/tematska-podrucja/prirodne-vrijednosti-stanje-i-

ocuvanje/bioraznolikost/velike-zvijeri/sivi-vuk).

Vuk je jedan od najvaznijih europskih predatora (Milenkovic i sur., 2006) i nema prirodnih
neprijatelja, osim ¢ovjeka. Pokazalo se, medutim, da, ako ih ljudi toleriraju ili je smrtnost
izazvana ¢ovjekom manja od godiSnjeg prirasta, VUKOVIi mogu zivjeti i u blizini ljudi. Tada se
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mogu skoro u potpunosti prebaciti na prehranu domac¢im zivotinjama (ovce, koze, manje
krupna stoka i psi). Vuk je lovac na velike sisavce, sto znaci da su mu glavni plijen veliki
dvopapkari (parnoprstasi), a rjede kopitari (neparnoprstasi). Vuk ¢e, ako u danom trenutku
ona predstavlja laksi ulov, pojesti i bilo koju drugu Zivotinju. Kada imaju izbor, lovit ¢e onu
vrstu koje ima viSe i pri tome ¢e birati zivotinje koje su oslabljene zbog starosti, bolesti,
izgladnjelosti ili su mladun¢ad. Vukovi time pozitivno utjecu na zdravlje populacije plijena, a
I doprinose stabilnosti cijelog ekosustava (http://www.haop.hr/hr/tematska-podrucja/prirodne-

vrijednosti-stanje-i-ocuvanje/bioraznolikost/velike-zvijeri/sivi-vuk).

Vuk je vrlo prilagodljiv na razli¢ite ekosustave, od tundre do pustinje (Milenkovic i sur.,
2006) i u jednom trenutku je bio najraSirenija vrsta sisavca, S rasprostranjenoS¢u po vecini
sjeverne polutke . Originalna rasirenost po cijelom svijetu smanjena je tijekom proslih stoljeca
za otprilike tre¢inu zahvaljujuéi progonu zbog napada na domace Zivotinje i straha od napada
na ljude, te fragmentaciji stanista i nedostatku prirodnog plijena. Vuk je sada izumrla vrsta u
velikom dijelu zapadne i sredisnje Europe, Meksiku i velikom dijelu SAD-a
(http://www.iucnredlist.org/details/summary/3746/04). Rasprostranjen je, jo§ uvijek, u
sjevernom i zapadnom dijelu Sjeverne Amerike, juzno do Meksika i u Euroaziji, izuzevsi
zone tropskih prasuma i brojne otoke, kao §to su Velika Britanija ili Grenland (Dinets, 2015).

lako se vuk i dalje suocava s nekim prijetnjama, relativno je Siroko rasprostranjen, a stabilan
trend njegove populacije znaci da vrsta na globalnoj razini ne zadovoljava kriterije za
kategorije ugrozenosti. Prema IUCN-u procijenjen je kao LC (least concern), sto predstavlja
najmanji stupanj zabrinutosti. Medutim, na regionalnoj razini neke populacije su ozbiljno

ugrozene (http://www.iucnredlist.org/details/summary/3746/04)

Europska populacija vukova velika je metapopulacija podijeljena na 9 populacija. Dinarsko-
balkanska populacija, s otprilike 5000 jedinki, jedna je od najvec¢ih. Hrvatski vuk pripada toj
populaciji i strogo je zasticena vrsta sukladno Zakonu o zaStiti prirode (NN 80/13) i

Pravilniku o strogo zasticenim vrstama (NN 144/13, 73/16) (http://www.haop.hr/hr/tematska-
podrucja/prirodne-vrijednosti-stanje-i-ocuvanje/bioraznolikost/velike-zvijeri/sivi-vuk,

http://www.iucnredlist.org/details/summary/3746/04).

Krajem 19. stoljeca vuk je bio prisutan na cijelom hrvatskom teritoriju, ali programi lova 1
istrjebljenja kroz 20. stolje¢e eliminirali su ga iz veéine njegovog originalnog opsega i
ograni¢ili na brdovita podru¢ja Like i Gorkog kotara (10 000 km?) . Rezultat je bilo smanjenje

populacije na 30-50 jedinki u kasnim 1980-ima. Nakon uvodenja konzervacijskih mjera na
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pocetku devedesetih, populacija hrvatskih vukova pocela je rasti 1 dosegla otprilike 200
jedinki do 2010., sire¢i se na podru¢ja Dalmacije, Banovine i Ucke. Prema podacima o
rasprostranjenosti vuka u 2013. godini, u Hrvatskoj je vuk prisutan na 18.213 km? a
povremeno se pojavljuje na jo§ 6.072 km?. Prostire se na podruéju 9 Zupanija: Sisacko-
moslavacka, Karlovacka, Li¢ko-senjska, Primorsko-goranska, Istarska, Zadarska, Sibensko-
kninska, Splitsko-dalmatinska i Dubrovacko-neretvanska (Slika 4) (http://www.haop.hr/
hr/tematska-podrucja/prirodne-vrijednosti-stanje-i-ocuvanje/bioraznolikost/velike-zvijeri/sivi-
vuk). Pod zakonskom su zaStitom od 1995., ali stopa mortaliteta uzrokovana ljudskim

djelovanjem jos uvijek je visoka (Kusak i sur., 2018).
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D Vuk stalno prisutan

E] Vuk povremeno prisutan

Slika 4. Rasprostranjenost vuka u Hrvatskoj iz 2011. godine (preuzeto s
www.savjetodavna.hr/savjeti/14/487/zastita-stoke-od-zvijeri/).
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1.3. Pas

Pas (Canis lupus familiaris Linnaeus, 1758) pripada porodici Canidae. Razlicite su teorije
postanka ove Zivotinje. Veéina autora (Seddon i Ellegren, 2002; Lescureux i Linnell, 2014;
Skoglund i sur., 2015; Serpell, 2017) slaZe se da je pas nastao iz jedne ili nekoliko populacija
vuka. To podrzavaju podaci dobiveni molekularno-genetickim metodama koji ukljucuju
zajednicke haplotipove mtDNA te zajednicke alele mikrosatelitskih lokusa (Wayne i
Ostrander, 1999). Medutim, neka obiljezja psee anatomije, posebno struktura mozga, vise
nalikuju na zlatnog caglja ili kojota. Najprimitivnije pseée pasmine i najstarije divlje
populacije izgledaju sli¢no, ali ne nalikuju vuku, nego imaju tipi¢nu psecu anatomiju i
uglavnom crvenkastu ili zuckastu obojenost. Ove i druge sumnje objasnjene su drugom
teorijom, koja predlaze da je pseé¢i predak zapravo neka izumrla vrsta iz porodica Canidae

koja je bila u vrlo bliskom rodu s vukom (Dinets, 2015; Skoglund i sur., 2015).

Pas je nastao domestikacijom vuka i prva je vrsta zivotinje koja je domesticirana. To¢an broj
procesa domestikacije kroz povijest, vrijeme odvijanja i to¢ne lokacije jo§ uvijek su predmet
rasprave. Najstariji fosilni ostaci psa datiraju oko 30 000 godina u proslost (Lescureux i
Linnell, 2014; Serpell, 2017; Skoglund i sur., 2015), ali budu¢i da su se u ranijoj fazi
domestikacije psi manje razlikovali od ostalih kanida, vode se rasprave radi li se zapravo o
psima (Lescureux i Linnell, 2014). Neosporivi pseci ostaci pronadeni su na nalazi§tima starim
14 000 (Dinets, 2015; Savolainen i sur., 2002) i 15 000 (Lescureux i Linnell, 2014) godina u
Europi i 12 000 u Aziji (Lescureux i Linnell, 2014; Savolainen i sur., 2002). Procjenjuje se da
su se odvajanje vukova i pasa i domestikacija dogodili prije 11 000 - 16 000 godina (Kusak i
sur., 2018; Skoglund i sur., 2015). Porijeklo psa smjesta se u Isto¢nu Aziju, Bliski istok i
Europu (Dinets, 2015; Serpell, 2017).

Domestikacija je bioloski proces koji vodi do jedinstvenog odnosa izmedu covjeka i zivotinja
koji jako variraju ovisno o zivotinji. Domestikacija se razlikuje od pripitomljavanja.
Pripitomljavanje je privikavanje pojedine zivotinje na ljude dok domestikacija podrazumijeva
mijenjanje genetskih (i morfoloskih) obiljezja Zivotinja i te promjene su nasljedne (Lescureux
i Linnell, 2014).

Domestikacija vuka bila je evolucijski proces koji je dao prednost svim nasljednim
predispozicijama za pitomost u maloj populaciji vukova u blizini ljudskih populacija. Proces

je zapoceo dolaskom vukova u blizinu ljudi, doSlo je to tolerancije, smanjenja agresija i



straha u blizini ljudi. Prednosti koje povecavaju sposobnost prezivljavanja pocele su Se
nagomilavati kod vukova koji se uspjesno razmnozavaju u ili blizu ljudskog okolisa, uz
vjerojatni doprinos ljudske djelatnosti. Doslo je do nesvjesne rane selekcije korisnih osobina
koja vodi pocetnoj pojavi primitivnih pasa. Nakon nesvjesnog, javlja se i1 svjesni oblik
umjetne selekcije, prvo na temelju korisnih osobina, a kasnije i na temelju izgleda (Serpell,
2017). Umjetnom selekcijom stvoreno je vise od 350 pasmina (Slika 5). To je sa sobom
donijelo i mnoge bolesti specifi¢ne za pojedinu pasminu (Lescureux i Linnell, 2014).

Slika 5. Prikaz malog dijela postojecih pasmina pasa, koji pokazuje veliku morfolosku

raznolikost ove vrste. (preuzeto s https://www.sporcle.com/games/Rackie/where-s_woof).

Psi su postali korisni na razne nacine, za hranu i1 krzno, kao nosaci tereta cuvari, borci, pomo¢
ljudima s posebnim potrebama, ¢ovjekov najbolji prijatelj i model za razumijevanje ljudskih
bolesti (Serpell, 2017). Prate¢i ljude, rasirili su se po svim kontinentima, osim Antarktike.
Postali su jedna od naj¢es¢ih domacih vrsta s procijenjenom rastucom populacijom od 900

milijuna jedinki (Lescureux i Linnell, 2014). Najpopularniji su ku¢ni ljubimac nakon macaka.

Usporedno s domestikacijom poc¢inju se mijenjati morfoloske karakteristike. Do promjena u
pocetku vjerojatno nije doslo zbog umjetne selekcije nego su one posljedica fizioloskih i

hormonalnih promjena koje su pratile prelazak na domesticirani nac¢in Zivota (Serpell, 2017).



Razlika izmedu psa i vuka najizraZenija je medu svim parovima domesticiranih i divljih vrsta.
Pas ima 30% manji mozak, manju glavu i tijelo, kracu i Siru njusku i posljedi¢no druk¢ije
zubalo, zaobljenu donju Celjust i primjetne razlike u denticiji. Pas je prilagoden na omnivorni
naéin prehrane svojim probavnim sustavnom i, kriticno za prezivljavanje medu ljudima, ima
smanjene lovacke nagone, Sto omogucuje miran suzivot psa i ostalih domacih Zzivotinja.
Razlikuju im se hod i otisak. Pas rep ¢esto drzi uspravno, dok je kod vuka uglavnom spusten.
Razlikuje im se i boja dlake. Psi dosezu spolnu zrelost brze od vukova i laju ¢itav zivot, Sto
kod odraslih vukova nije Cesto svojstvo (Serpell, 2017). Fenotipska varijabilnost psa (Slika 5)
puno je veca nego u vuka, a i najveca medu svim domesticiranim zivotinjama (Dinets, 2015;

Serpell, 2017). Postoje i brojne druge anatomske, fizioloske i bihevioralne razlike.

1.4. Hibridizacija izmedu vuka i psa

Prema nekim autorima, hibridizacija se definira kao krizanje jedinki iz, genski, jasno
razli¢itih populacija, bez obzira na taksonomski status. NajceS¢e se odnosi na kriZanje
heterospecifi¢nih vrsta, ali koristila se i za opis krizanja jedinki razli¢itih podvrsta, a ¢ak i za
populacije koje nisu taksonomski razliite, ali Se genski znacajno razlikuju (Rhymer i

Simberloff, 1996).

Hibridizacija medu vrstama je uobicajena kod biljaka, ali ¢esto se na nju gleda kao neprirodnu
1 neuobiCajenu kod zivotinja. Medutim, postoje dokazi da mnoge zivotinjske vrste mogu
stvarati hibride. Procjene govore da barem 10% od svih Zzivotinjskih vrsta i 6% europskih
sisavaca prolaze odredeni stupanj hibridizacije (Hindrikson i sur., 2012; Mallet, 2005).
Najcesce su u pitanju evolucijski mlade vrste (Mallet, 2005). Prirodna hibridizacija stvara
gensku raznolikost 1 moze imat vaznu ulogu u specijaciji, ali antropogena hibridizacija moze

kompromitirati genski integritet vrste (Lorenzini i sur., 2014).

Stalni rast ljudske populacije diljem svijeta rezultirao je povecanjem teritorija kojeg okupira
covjek, smanjenjem pogodnog staniSta za divlje Zivotinje i priblizavanjem divljih Zivotinja
ljudskom stanistu. Ti trendovi, u kombinaciji s povecanim brojem udomacenih Zivotinja koje
dolaze uz ljude, znace da se povecao i potencijal za hibridizaciju (Hindrikson i sur., 2012).
Neke ljudske aktivnosti koje dodatno pridonose hibridizaciji su modifikacija stanista,

fragmentacija, unos egzoti¢nih vrsta (Rhymer i Simberloff, 1996). Ishodi hibridizacije su
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razli¢iti, ovisno o opsegu genske raznolikosti i porijeklu roditeljskih populacija (Fabbri i sur.,

2014).

Hibridizaciju Cesto prati introgresija. To je protok gena izmedu populacija Cije jedinke
hibridiziraju. Postize se kada se hibridi povratno krizaju s jednom ili obje roditeljske
populacije. Nakon prve generacije hibrida, trenutak u kojem jedinka prestaje biti hibrid je
nejasan, proizvoljno se odreduje (u ovom tekstu hibrid se odnosi i na prvu generaciju i na
jedinke nastale povratnim krizanjem). Introgresija se ne mora nuzno dogoditi. 1zostaje, na

primjer, kad hibridno krizanje rezultira sterilnim potomcima. (Rhymer i Simberloff, 1996).

Hibridizacija izmedu divljih vrsta i njihovih domesticiranih oblika percipira se kao prijetnja
bioraznolikosti. Ovakvo krizanje moze dovesti do introgresije domesticiranih alela,
oblikovanih umjetnom selekcijom, u divlje populacije. To ima potencijalno negativne
posljedice za konzervaciju, kao §to su genska homogenizacija, remecenje lokalne prilagodbe
ili, u krajnjem slucaju, izumiranje (Pacheco i sur., 2017). Postoje, medutim, i pozitivni u¢inci
introgresije. Zone mijeSanja mogle bi generirati nove genske poretke koji su filtrirani
prirodnom selekcijom, $to bi posljedi¢no povecalo fitnes mijeSanih populacija. Protok gena
mogao bi pomo¢i u spasavanju genski osiromasenih i izoliranih populacija nastalih parenjem
u srodstvu (Fabbri i sur., 2014).

Divlje vrste kanida mogu se pariti medusobno i sa psima (Kusak i sur., 2018). Bliska veza
vuka i psa, koja je posljedica relativno nedavnog odvajanja vrsta, ukazuje na to da nije doslo
do reproduktivne izolacije izmedu dviju vrsta i one se mogu medusobno krizati (Vila i sur.,
2003). Sanse za hibridizaciju vuka i psa smatraju se veéima u podruju gdje vukovi Zive blize
naseljima s velikom gustoCom pasa, u situacijama kada se vrsi progon vukova ili tijekom
ekspanzijske faze vucje populacije (Kusak i sur., 2018). Jo$ Aristotel i Plinije zabiljezili su
namjernu hibridizaciju. Stolje¢ima su ljudi namjerno krizali vukove i pse da bi poboljsali
pasmine pasa. U 17. i 18. stoljecu zabiljezena je hibridizacija vukova s indijskim, eskimskim,
madarskim i drugim psima. Danas postoji nekoliko pasmina koje su nastale hibridizacijom.
Primjer su ¢ehoslovacki vuéjak (Slika 6), lupo italiano i kunming. Takvi psi su cesto pod
posebnom legislativom ili cak zabranjeni u nekim zemljama. Motivacija za zabrane je

sigurnost, ne strah od povratnog krizanja s vukovima (Lescureux i Linnell, 2014).
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Slika 6. Cehoslovacki vuéjak je pasmina nastala krizanjem vuka i psa, §to se da naslutiti iz
morfologije (preuzeto s http://www.101dogbreeds.com/czechoslovakian-wolfdog-

czechoslovakian-vicak.asp).

Hibridizacija u divljini smatrala se globalno rijetkom pojavom (Dinets, 2015), ali danas to
vi$e nije slucaj. Jedno od prvih opseznih istrazivanja hibridizacije izmedu vuka i psa nije
pronaslo §iroko rasprostranjenu hibridizaciju u populacijama europskih vukova, a spolna
asimetrija (pretezno krizanje zenke vuka i muZzjaka psa), fizioloske i bihevioralne razlike
izmedu vuka i psa prepoznate su kao razlog za nisku pojavnost hibrida. Napredak u
istrazivackim tehnikama donio je sve viSe dokaza da hibridizacija izmedu vuka i postoji u

Bugarskoj, Srbiji, Latviji, Estoniji i, posebno, u Italiji, ali i u Hrvatskoj (Kusak i sur., 2018).

1.4.1 Identifikacija hibrida

Fenotipske anomalije (morfometrijske razlike i morfoloske devijacije) koje se koriste
za razlikovanje vukova od potencijalnih hibrida su: nedostatak crnih pruga na prednjim
nogama u kombinaciji sa barem jos jednim atipi¢nim obiljezjem, povezani straznji krajevi
treCeg 1 Cetvrtog prsta na Sapama u kombinaciji sa barem jo$ jednim atipi¢nim obiljezjem,
plosnato ¢elo, odnosno gotovo nedostatak stepenice izmedu lubanje i njuske, kratka ili
duguljasta glava, dugacak i uzak nos, asimetri¢na duljina gornje i donje Celjusti, presfenoidna

kost na bazi lubanje nema krilca, jednostavna je i Siljata kao u psa, njuska blago konkavna,
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odnosno poput sedla, premala ili prevelika udaljenost izmedu lijevih i desnih gornjih i/ili
lijevih 1 desnih donjih o¢njaka, duge usi, male Sape, mala tjelesna masa prisutnost petog
prsta/zakrzljalog palca, pseci oblik tijela (kombinacija kratkih nogu sa zaobljenim bacvastim
tijelom), i atipi¢no obojenje krzna, ukljucujuéi crne, zute, pjegave ili u potpunosti bijelo krzno
i Sape (albinizam) (Kusak i sur., 2018). Naglasak je na ,potencijalnih” jer je morfoloska
identifikacija hibrida tezak posao. Primjerice, polimorfizam predaka ili mutacije na nekliko
gena za boju dlake mogu dati izgled hibrida (Mallet, 2005). Zivotinje morfoloski
okarakterizirane kao moguci hibridi se podvrgavaju daljnjim genetskim testovima kako bi se
to potvrdilo (Rhymer i Simberloff, 1996).

Uobicajene molekularne metode otkrivanja hibridizacije su kombinacija geneticke analize
mitohondrijske DNA, Y kromosoma i mikrosatelita. MtDNA nasljeduje se po majcinskoj
liniji i analiza njezinih haplotipova koristi se u otkrivanju maj¢inske linije potomaka obaju
spolova, dok su haplotipovi vezani za Y kromosom korisni u detekciji o¢eve linije potomstva
muskih hibrida. Mikrosateliti se nasljeduju od oba roditelja pa mogu pogodniji za otkrivanje
hibridizacije, ali njihova analiza je prili¢no slozen proces, zahtjeva dodatne korake (Alasaad i
sur., 2012). Uz to, srodne vrste Cesto imaju jednake MHC alele (pojava nazvana trans-
specijski polimorfizam), $to onemogucava njihovu upotrebu za detekciju hibrida. Usprkos
tome, Alasaad i sur.. (2012) su koristili MHC lokus kao biljeg za hibridizaciju vrsta Capra
hircus i Capra pyrenaica hispanica i opisali ga kao jednostavniji, jeftiniji i brzi pristup
otkrivanju hibridizacije izmedu divljih i pripitomljenih vrsta. Do sada je, po meni dostupnim
izvotima, nakon toga, metoda koriStena jo§ samo dva puta, za analizu hibrida ¢aglja i psa

(Galov i sur., 2015) i analizu varijabilnosti MHC lokusa vuka (Galaverni i sur., 2013).

Otkrivanje stupnja i opsega hibridizacije medu vrstama bitno je za istraZivanje specijacije i
konzervacijsku biologiju vrsta koje su u potencijalnoj opasnosti (Vila i sur., 2003).
Hibridizacija izmedu vuka i psa smatra se jednom od glavnih prijetnji konzervaciji vukova jer
mijeSanje 1 introgesija gena domacih zivotinja moze poremetiti lokalne adaptacije i biti
prijetnja dugotrajnom prezivljavanju divljih populacija vukova. Vise od 350 patogena moZze
inficirati psa. Zajednice pasa pogodne su za opstanak bolesti i ako te bolesti prijedu na divlje
vrste, Sto bi se moglo dogoditi hibridizacijom i introgresijom gena, to postaje problem za
ocuvanje znacajno manjih populacija vukova. U konzervacijskoj biologiji postoje brojna
pitanja. Ako je vuk zasti¢en, $to je s hibridima? Koja razina introgresije je prihvatljiva? Treba
li hibride ukloniti iz divljine? Koja je granica izmedu domesticirane i divlje Zivotinje? Koje

metode upravljanja su prihvatljive kod hibrida (Lescureux i Linnell, 2014)? Da bi se na ta
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pitanja moglo odgovoriti potrebno je saznati $to vise o hibridizaciji i odnosima ovih dviju
Zivotinja.

1.5. Cilj istrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je analizirati alele i haplotipove DQA/DQB/DRB uzoraka koji su
potencijalni hibridi izmedu vuka i psa te usporedbom s haplotipovima dobivenim za vuka i

psa iz literature utvrditi mogu li se MHC lokusi koristiti za dokazivanje hibridizacije izmedu

vuka 1 psa, te saznati viSe o introgresiji gena kod ove dvije vrste u Hrvatskoj.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Uzorci tkiva

Uzorci tkiva koristeni za izradu ovog diplomskog rada dobiveni su ljubaznoséu prof,
dr. sc. Bure Hubera i prof. dr. sc. Josipa Kusaka s Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. Radilo se o Zivotinjama koje su pronadene mrtve (prometne nesrece, legalno i
ilegalno ubijene, uginule od posljedica bolesti), tijekom programa monitoringa vukova, u
razdoblju od 1996. do 2011. (Strbenac i sur., 2010), na podruju Gorskog kotara, Like,
Dalmacije, Banovine, Panonske Hrvatske i dijela BiH u blizini granice s Dalmacijom. Kusak i
suradnici (2018) su medu 176 uzoraka vukova, na temelju morfologije (Slika 7a i Slika 7b),
izabrali 19 potencijalnih hibrida izmedu vuka i psa, a ja sam obradila 17 takvih uzoraka
(Tablica 1.). Od 17 uzoraka, geneticki markeri koristeni u radu Kusak i sur. (2018) pokazali
su da su 5 uzorka hibridi, nastali povratnim krizanjem, a ostali vukovi. 4 hibrida su nastla
povratnim krizanjem s vukom, a 1 sa psom (Tablica 1) (Kusak i sur., 2018). U ovom
diplomskom radu analizirala sam svih 17 uzoraka koji su morfoloSki ukazivali da bi se moglo
raditi o hibridima, kako bih vidjela hoce li biti razlike izmedu nalaza koje su dobili Kusak i
sur. (2018) i onih dobivenih MHC genotipizacijom, i tako donijela informiraniji zakljuéak o

primjenjivosti testirane metode.

Uzorci su Cuvani na -20°C u 96%-tnom etanolu na Zavodu za biologiju Veterinarskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Uglavnom se radilo o uzorcima misi¢nog tkiva, a izuzetak su
uzorci WCROO069 i WCRO101, od kojih je prvi uzorak epitelnog tkiva, a drugi jetre.
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Tablica 1. Koristeni uzorci i fenotipske anomalije na temelju kojih su identificirani kao

potencijalni hibridi (preuzeto i prilagodeno iz Kusak i sur., 2018).

IDENTIFIK
ACIJA
OZNAKA | SPOL PRONADENE FENOTIPSKE ANOMALIJE PREMA
GENOTIPU
WCROO007* M Premala tjelesna masa (28 kg) za muzjaka vuka starog 3 godine. VUK
Nedostatak crnih pruga na prednjim nogama, treci i Cetvrti prst
WCRO032 M spojeni na posteriornom Kkraju na sve 4 noge. Udaljenost gornjih PK\/2
o¢njaka je 3.9 cm, a donjih samo 3.7 cm.
WCRO43* Z Lateralni nastavci na presfenoidnoj kosti dugi samo 1 mm. VUK
WCROO51* M Ned.ostatak crnih pruga na prednjim nvggama, tamng dlak‘e na PKPD
ledima, premala masa (32 kg) za muZzjaka starog tri godine.
WCRO052 M Nedostatak crnih pruga na prednjim nogama, plosnato ¢elo. VUK
Nedostatak crnih pruga na prednjim nogama, treéi i Cetvrti prst
WCRO058 7 spojeni na posteriornom kraju na sve Cetiri noge. Asimetri¢na gornja VUK
i donja Celjust.
WCRO069 Z Kratke noge, bacvasto tijelo, kratka njuska. VUK
WCRO071 M Crne dlake na Vledlrvr.la 1 nogama, crne pruge qa pre(V:injlm nogama VUK
prilicno Siroke. Glava duga 1 uska 1 bez cela.
WCROOT75* 7 Atipi¢no obojenje dlake, pretezno ?rna glava i tijelo. Crne mrlje, PKV/2
posebno na zadnjim nogama.
Dlaka crvenkasto — smeda, vrhovi dlaka crni, prisutna crna pruga na
WCRO101 M prednjim nogama, glava duga i uska, duge usi (11 cm), plosnato PKV?
¢elo, njuska blago konkavna.
Svjetlo zuta dlaka, nedostatak crnih pruga na prednjim nogama,
WCRO0119 M . VUK
glava duga i uska, njuska konkavna, duge usi (13.4 112.8 cm).
WCRO0127 Vi Premala masa (22.5 kg) za zenku vuka staru 1.5 g. VUK
WCRO157 M Du%e }151 (11.4111.5 cm), malewsape (predn@: 8.6. i .8;? cm; PK\/2
straznje: 7.5 and 7.7 cm) za muzjaka u drugoj godini Zivota.
WCRO160 M Tamne (gotovo cr_r_le) dlake, posebno na glavi, ledima | distalnom VUK
dijelu nogu, duga glava (30 cm).
WCRO162 7 Kratka glava (24 cm), duge usi (11.5 cm 1 11.7 cm), Zute dlake. VUK
WCROL70 M Tamna do crna dlaka na glavi, ledi_ma i c_iist_:alnom dijelu nogu, siva VUK
prsa, trbuh | proksimalni dio nogu.
WCRO184 F Kratka glava (24.2 cm). VUK

*uzorci iz kojih nije uspjes$no izolirana DNA

& PKV hibrid nastao povratnim kriZzanjem s vukom

b PKP- hibrid nastao povratnim krizanjem sa psom
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Slika 7a. Lesevi zZivotinja iz kojih su uzeti uzorci tkiva s vidljivim morfoloskim anomalijama,

zbog kojih su okarakterizirane kao moguci hibridi vuka i psa (preuzeto i prilagodeno iz Kusak

i sur., 2018).
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Slika 7b. Lesevi zivotinja iz kojih su uzeti uzorci tkiva s vidljivim morfoloskim anomalijama,

zbog kojih su okarakterizirane kao moguci hibridi vuka i psa. (preuzeto i prilagodeno iz
Kusak i sur., 2018).

2.2. lzolacija DNA

Za izolaciju DNA prvo je koriSten komercijalni paket Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega), medutim, izolacija nije uspjela na velikom broju uzoraka pa je za
ponovljenu izolaciju koristen QIAamp DNA Micro Kit, paket koji proizvodi Qiagen, a
namijenjen je za izolaciju DNA iz malih koli¢ina uzoraka. 1z 5 uzoraka sam uspjela izolirati
DNA koristenjem QlAamp DNA Micro Kit, premda mi izolacija s Wizard Genomic DNA

Purification Kit (Promega) na istim uzorcima nije uspjela.

2.2.1. Wizard Genomic DNA Purification Kit
5-10 mg tkiva usitnjeno je skalpelom i dodano u plasti¢nu epruvetu od 1.5 ml, u koju
je prethodno otpipetirano 300 ml Nuclei Lysis Solution otopine. Sadrzaj je vorteksiran da bi
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se dobro izmijeSao, a potom kratko centrifugiran. Nakon toga dodano je 1.5 ul proteinaze K
koncentracije 20 mg/ml. Slijedila je inkubacija preko no¢i na 55°C. Sutradan je epruveta
ohladena na sobnu temperaturu, a nakon toga u nju je dodano 100 ul otopine Protein
Precipitation Solution, sadrZaj je snazno vorteksiran 20 sekundi pa stavljen na led 5 minuta.
Ohladena epruveta centrifugirana je 3 minute na 13000 rpm. U d¢istu pcasticnu epruvetu
dodano je 300 ul 100%-tnog etanola, a potom i supernatant iz prethodnog koraka. Proteini su
ostali u talogu. Pazljivim okretanjem epruvete, sadrzaj je promije$an, a onda centrifugiran 1
minutu na 13000 rpm. Supernatant je dekantiran, a ovaj put je DNA ostala u talogu. Na talog
je dodano 300 pl 70%-tnog etanola i opet pazljivo promijeSano okretanjem epruvetice.
Slijedila je ponovna centrifuga 1 minutu na 13000 rpm. Supernatant je odstranjen pipetom, a
tubice su preokrenute na Cisti filter papir i ostavljene da se suse 30 minuta na zraku. Nakon
suSenja dodano je 100 ul DNA Rehydration Solution otopine 1 sadrZaj epruvete je inkubiran
na sobnoj temperaturi sat vremena. Time je dovrSen proces izolacije DNA 1 ona je spremljena

na 4°C u frizider.

2.2.2. QlAamp DNA Micro Kit

Za uspjesnu izolaciju DNA iz nekih uzoraka bilo je, ipak, potrebno koristiti protokol za
izolaciju manje koli¢ine DNA. Uzorak tkiva manji od 10 mg prebacen je u plasti¢nu epruvetu
od 1.5 ml. Prije nego $to se uzorak stigao u potpunosti odmrznuti dodano mu je 180 ul ATL
pufera i temperatura mu je dignuta na sobnu. U tubicu je dodano 20 pl proteinaze K i
vorteksirana je 15 sekundi. SadrZaj je inkubiran tijekom no¢i na 56°C u termomikseru kako bi
se uzorak u potpunosti raspao. Ujutro je dodano 200 pl AL pufera i smjesa je centrifugirana
dok nije postala potpuno homogena. U to je dodano 200 ul 100%-tnog etanola i opet je
smjesa vorteksirana 15 sekundi. Slijedila je inkubacija 5 minuta na sobnoj temperaturi i kratka
centrifuga kako bi se uklonile kapljice s poklopca i sprijecilo prskanje pri otvaranju tubice.
Cijeli lizat 1z prethodnog koraka oprezno je premjeSten na QIAamp MinElute kolonu u
epruvetu od 2 ml. Tijekom svih sljede¢ih koraka koji uklju¢uju QIAamp MinElute kolone
posebna je paznja posvecena tome da se ne smoci rub kolone i da ona ne dode u kontakt sa
sadrzajem koji protekao kroz nju. Lizat je centrifugiran prvo na 8000 rpm 1 minutu pa na sve
vecoj brzini dok cijeli nije proSao kroz kolonu. Naizgled prazna kolona premjestena je u Cistu
epruvetu od 2 ml. U nju je oprezno dodano 500 ul AW1 pufera. Ponovljen je korak
centrifugiranja na 8000 rpm 1 minutu i prebacivanja kolone u ¢istu tubicu. Sljede¢i je dodan
AW?2 pufer u istoj koli¢ini i opet je uslijedila centrifuga i prebacivanje kolone. Epruveta je

stavljena 3 minute na centrifugiranje pri punoj brzini kako bi se membrana u potpunosti
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osusila. Kolona je, potom, prebafena u ¢istu plastiénu epruvetu od 1.5 ml i na sredinu
membrane nanesno je 50 ul AE pufera . Sve je inkubirano na sobnoj temperaturi 5 min pa

centrifugirano pri punoj brzini.

2.3. Lancana reakcija polimerazom

Izolirana DNA iSla je na daljnje umnazanje odsjeCaka od interesa pomocu lancane
reakcije polimerazom (PCR, engl. polymerase chain reaction). PCR reakcija koriStena je kako
bi se umnozili fragmenti DNA koji sadrze egzon 2 DRB, DQA i DQB lokusa MHC sustava.
Za to je koristen HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen) komercijalni paket. Za provjeru
uspjesnosti izolacije DNA, reakcijska smjesa imala je 8 pl, a za umnazanje DNA fragmenta u
svrhu slanja na sekvenciranje reakcijska smjesa bila je volumena 40 pl. Pola volumena ¢inio
je Ix koncentrirani Taq PCR Master Mix, koji sadrzi pufer za PCR, dNTP i Taq DNA
polimerazu. Ostatak su ¢inile dvije pocetnice koncentracije 0,2 uM, DNA, koja je zauzimala
1/10 volumena reakcijske smjese, i voda bez RNaze, koja je zauzimala ostatak volumena. U
svakoj reakciji bila je prisutna i negativna kontrola (bez DNA) kako bi se detektirala bilo

kakva zagadenja.

Za DRB lokus koristene su uzvodna pocetnica DRBF (GAT CCC CCC GTC CCC ACAQG) i
nizvodna pocetnica DRB1R (TGT GTC ACA CAC CTC AGC ACC A). Za DQA lokus
koristene su uzvodna pocetnica DQAIn1 (TAA GGT TCT TTT CTC CCT CT) i nizvodna
pocetnica DQAIn2 (GGA CAG ATT CAG TGA AGA GA). DQB egzon 2 umnoZen je
pomocu uzvodne pocetnice DQB1BT7 (CTC ACT GGC CCG GCT GTC) i nizvodne
pocetnice DQB1B (CAC CTC GCC GCT GCA ACG TG). (Arbanasi¢ i sur.. 2013)

Svaka PCR reakcija ukljucivala je 15 min na 95°C, 14 ciklusa od 30 s na 95°C i 1 min na
odgovarajucoj temperaturi za sparivanje pocetnica. Temperatura sparivanja pocetnica s DNA
postavljena je na 62°C za DRB, 54°C za DQA 1 73°C za DQB lokus pa potom spustena za
0.5°C u svakom ciklusu. Slijedila je 1 min na 72°C pa 20 ciklusa od 30 s na 95°C, a potom 1
min na 55°C (DRB), 47°C (DQA) ili 73°C (DQB) i1 opet 1 min na 72 °C. Zadnji korak
produljivanja DNA odvijao se 10 min na 72°C (Arbanasi¢ i sur., 2013).

Uzorci su, nakon umnazanja, ohladeni na 4°C i spremljeni u hladnjak do elektroforeze.
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2.4. Elektroforeza

Uspjesnost DNA izolacije i lanCane reakcije polimerazom provjerena je elektroforezom na
agaroznom gelu. 1%-tni agarozni gel napravljen je otapanjem 0.5 g agaroze u 50 ml 0.5xTBE
pufera, tako da se smjesa zagrijavala sve dok se agaroza nije u potpunosti otopila. Nakon §to
se otopina malo ohladila, dodano joj 5 ul SYBR Safe DNA gel stain boje za vizualizaciju
DNA. Otopina je izlivena u kalup za gel i u to je umetnut ¢eslji¢ za jazice. Nakon 20 minuta
u mraku, gel se polimerizirao i bio je spreman za nano$enje uzoraka. 3 ul PCR produkta
pomijesano je na parafilmu s 3 ul pufera za nanoSenje i naneseno u jazice gela, koji je
prethodno potopljen u kadicu za elektroforezu, napunjenu TBE puferom. Elektroforeza je
trajala 30 minuta i odvijala se pri naponu od 100 V i jakosti struje od 400 mA. Gel je

analiziran na transiluminatoru pod UV svjetlom.

2.5. Sekvenciranje

Uspjesno umnozeni uzorci DNA poslani su na sekvenciranje u Macrogen servis u
Amsterdam. U servisu je prije sekvenciranja obavljeno i prociS¢avanje uzoraka, a za
sekvenciranje je koristena usluga "Standard-seq single Regular". Koristene su iste pocetnice
kao i u PCR reakcijama. DQA lokus svih uzoraka sekvenciran je u uzvodnom smjeru uz
pomo¢ podetnice DQAIn1 (TAA GGT TCT TTT CTC CCT CT). Za DRB i DQB lokus prvo
su koristene pocetnice DRB1R (TGT GTC ACA CAC CTC AGC ACC A) i DQB1B (CAC
CTC GCC GCT GCA ACG TG) za sekvenciranje u nizvodnom smjeru. Za uzorke kod kojih
nije bilo moguce tocno ocitati slijed nukleotida naruceno je i potvrdno sekvenciranje u
suprotnom smjeru. Za to su koristene poc¢etnice DRBF (GAT CCC CCC GTC CCC ACAQG) i
DQB1BT7 (CTC ACT GGC CCG GCT GTC).

2.6. Racunalna obrada podataka

2.6.1. BioEdit
Program BioEdit koriSten je za pregledavanje i uredivanje, odnosno, poravnavanje

nukleotidnih slijedova, kako bi se mogla identificirati polimorfna nukleotidna mjesta.
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2.6.2. SeqScape

SeqScape (Applied Biosystems) softver dizajniran je za referentnu analizu
nukleotidnih sljedova. Program usporeduje dobivene sekvence s knjiznicom referentnih alela,
specificnih za odredeni lokus, koji su dobiveni u proslim istrazivanjima, i na temelju poznatih
alela razdvaja heterozigotne sljedove nukleotida. Prvo je provjerena to¢nost sljedova i ru¢no
su prepravljene eventualne pogreske, a onda su, usporedbom s knjiznicom, odredeni aleli
DRB, DQA i DQB lokusa, odnosno haplotipovi svih uzoraka. KoriStena je knjiznica alela

izradena za ranija istrazivanja.
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3. REZULTATI

Od pocetnih 17 uzoraka, izolacija DNA uspje$no je obavljena na njih 13. Uspjesno je
identificirano 12 tro-lokusnih haplotipova iz 10 uzoraka (WCRO32, WCRO058, WCRO101b,
WCRO119, WCRO127, WCR0O157, WCR0O160, WCR0O162, WCRO170, WCRO 184). Za
uzorak WCRO069 dobiveni su DRB/DQB dvo-lokusni haplotipovi
(DRB1*03701/DQB1*00701, DRB1*03601/DQB1*03501), a =za uzorak WCROO071
DRB/DQA haplotiovi (DRB1*03701/DQA1*005011 i DRB1*03601/DQB1*03501). Uzorak
WCROO052 uspjesno je umnozen samo na DQA lokusu (DQA1*00301 i DQA1*005011)
(Tablica 2.).

Tablica 2. prikazuje haplotipove svih uzoraka koji su uspje$no analizirani na dva ili tri lokusa
i alele uzorka WCRO052, identifikaciju uzorka na temelju MHC genotipa iz ovog istrazivanja
(na osnovu podataka iz tablice 6) i identifikaciju uzoraka na temelju analize mtDNA, Y
kromosoma i mikrosatelitske DNA u ranijem istrazivanju (Kusak i sur., 2018). Privatni pseci
haplotip oznacen je crnom, zajednicki haplotipovi nijansama sive, a privatni vucji razli¢itim

bojama (svaki haplotip je posebne boje, a boje su jednake onima u tablici 6).
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Tablica 2. Distribucija pronadenih haplotipova po jedinkama, identifikacija uzorka na osnovu
genotipa koji pokazuju MHC haplotipovi i genotipova koji su identificirali Kusak i sur.
(2018). Privatni vucji haplotipovi oznaceni su razli¢itim bojama, jedan privatni pse¢i crnom, a

dva zajednicka haplotipa nijansama sive.

IDENTIFIKACNA | henTIFIKACKA

JEDINKA HAPLOTIPOVI OaNOYL MHE JIRAkAZ
GENOTIPA )

DRB1*01501 | DQA1*00901 | DQB1*00101 | NE MOZE SE

WCRO0032 ODREDITI* PKV

DQA1*00301 NE MOZE SE

WCRO052 DQA1*005011 ODREDITI®

VUK

WCROO058 VUK VUK

DRB1*05401 | DQA1*00301 | DQB1*04101

WCRO069 VUK VUK

DRB1*03701 | DQA1*005011
WCROO071 VUK VUK

DRB1*05401 | DQA1*00601

WCRO101 VUK PKV

WCRO119 VUK VUK
DRB1*05401 | DQA1*00601 | DQB1*02002

WCRO127 VUK VUK
DRB1*05401 | DQA1*00301 | DQB1*04101

DRB1*01502 DQA1*00601 DQB1*02301
WCRO157 HIBRID PKV
DRB1*05401 | DQA1*00301 | DQB1*00401

WCRO160 VUK VUK
DRB1*05401 | DQA1*00301 | DQB1*00401

NE MOZE SE

WCRO162 ! VUK
DRB1*05401 | DQA1*00301 | DQB1*04101 | ODREDITI
DRB1*03701 | DQA1*00301 | DQB1*00401

WCRO170 VUK VUK

WCRO184 VUK VUK

* s obzirom da ova dva uzorka imaju po jedan haplotip koji zajednicki vuku i psu (svjetlo sivi,
odn. tamno sivi), a drugi haplotip im je specifican za vuka (tamno zeleni, odn. Zuti), ne mogu
iskljuciti mogucnost da se u ta dva slucaja radi o hibridima (ali ith ne mogu niti potvrditi)

% oba DQAL alela su zajednic¢ki vuku i psu (tablica 4)
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3.1. ALELI

U svrhu odredivanja pripadnosti pojedinih alela odredenoj vrsti (vuk, pas ili
zajednicki) (Tablice 3, 4 1 5), pronadene alele sam usporedivala s dostupnim prethodnim
nalazima (Arbanasi¢ i sur., 2013; Galaverni i sur., 2013, 2015; Kennedy i sur., 2000, 2007a,
2007b; Maccari i sur., 2017; Niskanen i sur., 2014; Seddon i Ellegren, 2002). Ukupno je 6
alela nadeno iskljucivo u vuka (privatni vucji aleli), od toga je 5 na DRB (Tablica 3), a 1 na
DQB lokusu (Tablica 5). Takoder sam utvrdila da je jedan alel pronaden u ovom istrazivanju

ranije pronaden isklju¢ivo u psa (privatni pseci alel) i pripada DQB lokusu (Tablica 5).

Tablica 3. DRB aleli pronadeni u ovom istrazivanju, broj jedinki kod kojih je pronaden i
pripadnost vrsti odredena u prethodnim istrazivanjima. Zajednicki aleli oznaceni su Sivom

pozadinom, a privatni vucji aleli ruzicastom.

BR. JEDINKI KOD
ALEL VUK PAS KOJIH JE
PRONADEN ALEL
DRB1*01501 + N 1
DRB1*01502 N N 1
DRB1* 01801 N N 1
DRB1*03202 N 2
DRB1*03601 N 2
DRB1*03701 N 6
DRB1*04301 N 2
DRB1*05401 N 6
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Tablica 4. DQA aleli pronadeni u ovom istrazivanju, broj jedinki kod kojih je pronaden i

pripadnost vrsti odredena u prethodnim istrazivanjima. Zajednicki

aleli oznacdeni su sivom

pozadinom.
BR. JEDINKI KOD
ALEL VUK PAS KOJIH JE

PRONADEN ALEL
DQA1*00101 + N 1
DQA1*00201 + + 2
DQA1*00301 + + 7
DQA1*005011 + N 6
DQA1*00601 + + 3
DQA1*00901 + 1
DQA1*012011 + 1

Tablica 5. DQB aleli pronadeni u ovom istrazivanju, broj jedinki kod kojih je pronaden i

pripadnost vrsti odredena u prethodnim istrazivanjima. Privatni pseci alel oznacen je crnom

pozadinom, zajednicki sivom, a privatni vu¢ji ruZi¢astom.

BR. JEDINKI KOD

ALEL VUK PAS KOJIH JE
PRONADEN ALEL
DQB1*00101 N N 1
DQB1*00401 N N 3
DQB1*00701 N N 5
DQB1*00802 N N 1
DQB1*02002 N N 1
: 1
DQB1*02901 N N 2
DQB1*03501 N N 2
DQB1*03801 N N 1
DQB1*04101 N 3
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3.2.  Haplotipovi

Usporedbom nalaza s dostupnim podacima iz prijaSnjih istrazivanja (Arbanasi¢ i sur.,
2013; Galaverni i sur., 2013, 2015; Kennedy i sur., 2002, 2007a, 2007b) zakljuc¢eno je da je
9 pronadenih tro-lokusnih haplotipova, te 4 dvo-lokusna haplotipa privatno za vuka (tablica

6). Svi dvo-lokusni haplotipovi su okarakterizirani kao privatni vucji.

Haplotip DRB1*01502/DQA1*00601/DQB1*02301 privatni je pse¢i haplotip, a pronaden je

kod labradora, njemackog ovcara i 28 drugih pasmina.

Dva haplotipa su zajednicka vukovima 1 psima. To su
DRB1*01501/DQA1*00901/DQB1*00101 koji je osim kod vuka pronaden i kod dobermana,
bigla i 11 drugih pasmina te DRB1*01801/DQA1*00101/DQB1*00802 koji je osim kod vuka

pronaden i kod rodezijskog gonica lavova, bradatog Skotskog ovcara 1 9 drugih pasmina.
Svi haplotipovi i njihova pripadnost vrsti prikazani su u tablici 6.

Medu 12 tro-lokusnih haplotipova 9 ih je privatnih vugjih, 1 privatni pseéi, a 2 su zajednicka.
Haplotip koji se najées¢e pojavljuje je DRB1*03701/DQA1*005011/DQB1*00701, u 20
uzoraka pojavljuje se 5 puta kod 4 jedinke.
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Tablica 6. Haplotipovi pronadeni u ovom istrazivanju, broj jedinki kod kojih su pronadeni i

pripadnost vrsti odredena u prethodnim istrazivanjima.

BR. JEDINKI

HAPLOTIPOVI VUK | PAS KOD KOJIH JE

PRONADEN

HAPLOTIP
DRB1*01501 | DQAL*00901 | DQBL*00101 | + | + 1
i 4
DRB1*05401 | DQA1*00301 DQB1*04101 + 3
+ 1
+ 1
DRB1*03701 | DQA1*005011 + 1
DRB1*05401 | DQA1*00601 + 1
[oResrosmz| oonvoms | vassort | - :
DRB1*05401 | DQA1*00601 DQB1*02002 + 1
+ 1
DRB1*01502 DQA1*00601 DQB1*02301 + 1
+ :
| DRB1*01801 | DOA1*00101 | DOB1*00802 | + + 1
: 1
+ 1
+ 1
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4. RASPRAVA

Iz vecine uzoraka DNA je uspjesno izolirana tek koristenjem QlAamp DNA Micro Kit
paketa, a iz nekih niti tom metodom (WCRO007, WCRO043, WCRO051, WCROQ75).
Nekoliko uzoraka DNA nije uspje$sno umnozeno na jednom ili dva lokusa (WCRO052,
WCRO69b, WCRO071). Uzoreci koristeni za ovaj diplomski rad stari su izmedu 7 i 22 godina,
uzimani su iz uginulih Zivotinja, koriSteni su za ranija istrazivanja i vjerojatno vise puta
odmrzavani i smrzavani. Sve to utjece na stabilnost DNA molekule i ukazuje da je vjerojatni
uzrok neuspjele izolacije ili umnozavanja fragmenta DNA razina njezine degradacije. Nakon
viSe neuspjeSnih pokusaja izolacije DNA, odbaceni su uzorci WCROO007, WCROO043,
WCROO051, WCROQ75.

Pripadnost alela i haplotipova uspjesno obradenih uzoraka odredena je usporednom
dobivenog s dostupnom literaturom (Arbanasic i sur., 2013; Galaverni i sur., 2013; Kennedy i
sur., 2000, 2007a, 2007b; Maccari i sur., 2017; Niskanen i sur., 2014; Seddon i Ellegren,
2002). Haplotip DRB1*03701/DQA1*00301/DQB1*00401, prema mojem saznanju, U ovom
je istrazivanju prvi put zabiljezen. Prema MHC bazi podataka Europskog instituta za
bioinformatiku, koja skuplja i organizira podatke svih istrazivanja MHC sustava (Maccari i
sur., 2017), DRB1*03701 alel pronaden je samo kod vuka i prema toj informaciji u ovom je
radu haplotip odreden kao privatni vucji. Svi pronadeni dvo-lokusni haplotipovi odredeni su,

takoder, zbog privatnog vucjeg alela na DRB lokusu, kao privatni vucji.

Prvi put je analiza MHC lokusa kao biljega za hibridizaciju koristena za detekciju
hibridizacije vrsta Capra hircus i Capra pyrenaica hispanica. Pokazano je da su MHC lokusi
pogodni za detekciju hibrida vrsta s razli¢itom varijabilnos¢u alela na tim lokusima, ali uz
upozorenje da bi se kod evolucijski bliskih vrsta ili vrsta koje su domacini istim patogenima
mogli pojaviti zajednicki MHC aleli (Alasaad i sur., 2012). U ovom istrazivanju to se i
dogodilo. Svi DQA aleli, ve¢ina DQB alela i tri DRB alela pronadeni su i kod vukova i kod
pasa. To je i o¢ekivano, s obzirom da su Seddon i Ellegren (2002) usporedivsi MHC lokuse
europskog vuka s americkim vukom i psom uvidjeli da europski vuk dijeli sve pronadene
DQA alele s americkim vukom i/ili psom, dok je za DQB i DRB lokuse razina preklapanja
puno manja. Razlog tome je manja varijabilnost DQA lokusa. Kod vukova je najvarijabilniji
DRB lokus (Arbanasic i sur., 2013).
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Pojava da razli¢ite vrste imaju iste alele &esta je pojava kod lokusa MHC sustava. Cesto
najbliza sekvenca MHC alela dolazi iz druge vrste, a ne iz drugog alela unutar iste vrste. Ovaj
fenomen se naziva trans-specijski polimorfizam i predlaze da se varijanta (alel) kojeg nosi
zajednicki predak odrzava cak i kad se vrsta podijeli u dvije ili vise novih vrsta (Hedrick i
sur., 2000). Karakteristican je za MHC gene, najéeS¢e se dogada izmedu dvije blisko
povezane vrste i posljedica je balansirajuce selekcije, koja djeluje na MHC gene kroz dugi
period (Piertney i Oliver, 2006).

Galov i suradnici (2015) predlazu da, kada postoji trans-specijski polimorfizam, odnosno
kada aleli na odredenom lokusu nisu specifi¢éni za vrstu, dvo-lokusni ili tro-lokusni
haplotipovi, koji se u odredenim kombinacijama nasljeduju zajedno, mogu posluziti za
identifikaciju hibrida. Tako je u ovom istrazivanju nadeno da su, premda je vecina alela
zajednicka vukovima i psima (ukupnol8 alela: 3 od 8 na DRB1 lokusu, 7 od 7 na DQA1
lokusu i 8 od 10 na DQB1 lokusu, tablice 3, 4 i 5), ipak haplotipovi koje tvore vise specifi¢ni
za vrstu. Tako je od ukupno 16 dvo-lokusnih i tro-lokusnih haplotipova njih ¢ak 13 specifi¢éno

za vuka, 1 za psa, dok su zajedni¢ka samo 2 haplotipa (tablica 6).

Galov i sur. (2016) analizirali su, nakon uobifajene analize mtDNA, Y kromosoma i
mikrosatelita, MHC lokuse tri hibrida ¢aglja i psa. Kod sve tri jedinke ustanovili su prisutnost
jednog privatnog haplotipa za psa i jednog privatnog za ¢aglja, i tako, dodatno, potvrdili da se
radi o hibridima. Zaklju¢ili su da se MHC lokusi mogu koristiti za identifikaciju hibrida u
slucaju kad su dostupni podaci za obje roditeljske populacije i1 kada roditeljske populacije nisu

blisko srodne.

Kusak i suradnici (2018) uzorke koriStene za ovaj rad analizirali su kombinacijom geneti¢ke
analize mitohondrijske DNA, Y kromosoma i mikrosatelita i odredili koji od potencijalnih
hibrida su i genetski hibridi, a koji su vukovi. WCRO32, WCRO101 i WCRO157 prema
njihovim su rezultatima okarakterizirani kao hibridi. Preciznije rec¢eno, radi se o jedinkama
koje nisu F1 hibridi ve¢ hibridi nastali povratnim krizanjem s vukom. Sto se ti¢e alela MHC
lokusa identificiranih u ovom istrazivanju WCRO32 (identificiran kao PKV, Tablica 1) ima
jedan haplotip tipican za vuka (DRB1*03701/DQA1*005011/DQB1*00701) (prema
Arbanasi¢ i sur., 2013 najcesc¢i u populaciji hrvatskih vukova), a drugi je zajednicki vuku i
psu (DRB1*01501/DQA1*00901/DQB1*00101). WCRO101 (identificiran kao PKV, Tablica
1) je homozigot je za tipican vudji MHC haplotip
(DRB1*03701/DQA1*005011/DQB1*00701). Za ova dva uzorka MHC haplotipovi nisu se

30



pokazai informativnima za identifikaciju hibrida (PKV). WCRO157 (identificiran kao PKV,
Tablica 2) jedini je hibrid koji ima privatni vuéji i privatni pse¢i haplotip i MHC
genotipizacija je jedino u ovom sluc¢aju potvrdila njegov status hibrida. Kada se radi o
povratnom krizanju, pojavljivanje pojedinih haplotipova i njihove kombinacije mogu se
objasniti segregacijom alela. Naime, F1 generacija hibrida je heterozigotna na svim lokusima
za alele specificne za populaciju, ali jedinke nastale povratnim krizanjem hibrida i roditeljske
populacije mogu imati razli¢ite kombinacije genotipova, ovisno o krizanju i rezultatima
segregacije alela (Rhymer i Simberloff, 1996). Jedinke nastale povratnim krizanjem hibrida
F1 generacije s vukom mogu dobiti vucje haplotipove MHC lokusa i od jednog 1 od drugog
roditelja (Slika 8). Isto tako, povratnim krizanjem hibrida s vukom mogao je nastati potomak
s jednim pse¢im i jednim vucjim haplotipom i tako prenijeti pseci haplotip u vucju

populaciju. Tada govorimo o introgresiji pse¢ih gena u vucju populaciju.

Dodatno, jedinka WCRO162 (identificirana kao vuk, Tablica 1) ima jedan haplotip koji je
zajednicki vukovima i psima (DRB1*01801/DQA1*00101/DQB1*00802), dok je drugi
privatni vucji (DRB1*05401/DQA1*00301 /DQB1*04101) (Tablica 2). Niti u ovom slucaju

ne mozemo pomoc¢u MHC genotipa iskljuciti moguénost da se radi o hibridu.

RODITELISKE
V P V V JEDINKE

HIBRID F1 GENERACIJE

V P V V| o

MOGULE KOMBINACIIE
V VIV V|P V|| P V|iessormowm:

Slika 8. Shematski prikaz segregacije alela u kojem povratnim krizanjem hibrida izmedu vuka
i psa s vukom moze nastati jedinka s oba vucja alela i jedinka s jednim vucjim i jednim
pse¢im alelom. Budu¢i da se MHC aleli svih lokusa gotovo uvijek nasljeduju zajedno, ova

shema vrijedi i za nasljedivanje haplotipova. (V = vugji alel, P = pseci alel)
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Za ostale uzorke kojima sam identificirala dvo- ili tro- lokusne haplotipove (WCRO058,
WCRO0069, WCORO071, WCRO119, WCRO127, WCRO0O160, WCRO0O170, WCRO0184,
Tablica 2) MHC genotipovi su potvrdili prijasnju identifikaciju ovih jedinki kao vukova

(Tablica 1) jer su svi imali privatne vucje haplotipove.

Kada postoji balansirajuca selekcija multiplih alela 1 podjela populacije, predvida se znacajna
introgresija izmedu dviju skupina zbog snazne selektivne prednosti rijetkih alela. Naime, kada
zivotinje Zive na istom staniStu, $to je uglavnom istina za vrste koje hibridiziraju, susrecu se s
istima patogenima. Introgresija rezistentnih alela moze biti adaptivna prednost. Medutim,
trans-specijski polimorfizam vezan je uz dugotrajnu podloznost istim patogenima i polimorfni
lokusi pod utjecajem balansirajuce selekcije zadrzavaju varijacije naslijedene od zajedni¢kog
pretka puno dulje od neutralnog lokusa. Drugim rije¢ima, teSko je razlikovati introgresiju iz
srodne vrste od trans-specijskog polimorfizma, pogotovo na lokusima koji su pod utjecajem
balansirajuce selekcije (Galov i sur., 2015; Hedrick, 2013; Kennedy i sur., 2007a). Cinjenica
da psi i vukovi dijele alele i haplotipove moze biti posljedica trans-specijskog polimorfizma

ili introgresije gena jer su se relativno nedavno odvojili, ali i vrste su koje hibridiziraju.
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5. ZAKLJUCCI

Od ukupno 17 uzoraka potencijalnih hibrida izmedu vuka i psa, uspjesno sam
identificirala tro-lokusne haplotipove kod njih 10, dvo-lokusne haplotipove sam identificirala
kod dva uzorka, a za jedan uzorak sam uspjela identificirati samo 1 lokus. Za 4 uzorka nisam
uopc¢e uspjela dobiti PCR produkte niti za jedan lokus. Relativno niska uspjeSnost PCR
umnazanja posljedica je starosti uzoraka i toga Sto uzorci potjecu s leSina zivotinja, tako da je

DNA bila degradirana.

Usporedbom 16 dobivenih haplotipova s informacijama iz dostupne literature u ovom
istrazivanju odredena je pripadnost haplotipova vrsti: 13 su identificirani kao privatni vudji, 1
kao privatni pse¢i i dva koja su zajednicka. Pri tome je pronaden jedan novi haplotip
(DRB1*03701/DQA1*00301/DQB1*00401) koji do sada nije pronaden ni kod psa ni kod

vuka, odreden je kao vuéji (s obzirom da sadrzi privatni vucji alel na DRB lokusu).

Pronadeno je 18 zajednickih alela 1 2 zajednicka haplotipa. To moZe biti pokazatelj trans-
specijskog polimorfizam ili introgresije gena. Vukovi i psi imaju zajedni¢kog pretka, ¢esto
dijele staniSte i medusobno hibridiziraju, Sto znaci da je eventualno postojanje zajednickih

gena vjerojatno posljedica oba ova procesa.

Od analiziranih uzoraka, 3 (WCRO032, WCRO101 I WCRO157) su ranije odredena kao
hibridi nastali povratnim krizanjem s vukom (PKV). Za WCRO032 i WCRO101 MHC
haplotipovi nisu se pokazali informativnim za potvrdu da se radi o hibridu. No, za uzorak
WCRO157 pokazali su se informativnima. Stoga MHC lokusi mogu biti dobri biljezi za
otkrivanje hibridizacije vuka i psa jedino u sluc¢aju kad potencijalni hibridi nose privatne alele
za pojedinu vrstu. Primjenjivost MHC lokusa bi zasigurno bila bolja u identifikaciji hibrida
prve generacije. Povratnim krizanjem hibrida prve, i svake sljedece, generacije s vukom sve
viSe se smanjuje vjerojatnost pronalaska psecih alela, a time i primjenjivost MHC lokusa kao

biljega za otkrivanje hibridizacije izmedu vuka i psa.
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