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SAZETAK

Cilj ovog rada je kvantificirati evolucijski odnos Zzivotinjskih vrsta, reda zvijeri,
koristenjem kontrolne regije mitohondrijske DNA. U analizi je usporedeno 17 kontrolnih
regija razli¢itih Zivotinja koje Zive u Hrvatskoj; ¢etiri vuka (Canis lupus), Cetiri pasa (Canis
lupus familiaris), Cetiri euroazijska risa (Lynx lynx), tri lisice (Vulpes vulpes), dva smeda
medvjeda (Ursus arctos) i jednog jazavac (Meles meles). Koristene su sekvence iz genske
baze podataka, GenBank, koje su kompjuterskim programima usporedene i opisane, na
temelju Cega je napravljeneo filogenetsko stablo. Stablo pokazuje klasi¢nu sistematiku vrsta.
Pronadena su specificna mjesta u kontrolnim regijama, bitna za razlikovanje vrsta zvijeri.
Ovim radom su ustanovljene teoretske osnove za razvijanje metode lanCanom reakcijom
polimeraze za identifikaciju razlicitih vrsta zvijeri iz hrvatskih Suma na temelju minimalnih
kolicina tkiva.

Kljuéne rijeci: mitohondrijska DNA, filogenetsko stablo, zvijeri




Uvod

Republika Hrvatska je jedna od rijetkih zemalja u ¢ijim Sumama jo$ moZemo naci sve
tri velike zvijeri: vuka (Canis lupus), euroazijskog risa (Lynx lynx) i smedeg medvjeda (Ursus
arctos). Vuk i euroazijski ris su ugrozene i zakonom zasti¢ene vrste. U hrvatskim Sumama
zive jo$ neke vrste iz reda zvijeri: lisica (Vulpes vulpes), te jazavac (Meles meles).

Zivotinjska mitohondrijska DNA (mtDNA) posjeduje nekoliko vaznih svojstava:
prisutna je u svim tkivima, ima mali genom jednostavne strukture, nema nekodirajucih
dijelova (introna), ima razli¢itu stopu evolucije u svojim pojedinim dijelovima, §to omogucuje
rjeSavanje filogenetskih pitanja na razli¢itim taksonomskim razinama (ZHANG i HEWITT,
1996.). MtDNA je mala, kruzna, dvolancana DNA molekula izmedu 15 000 i 20 000 parova
baza. Sadrzi 37 gena, od Cega 22 tRNA gena, 2 rRNA gena, 13 gena koji kodiraju za proteine
ukljucene u transport elektrona i oksidativnu fosforilaciju, te nekodiraju¢i dio veli¢ine 1000
parova baza koji zovemo kontrolnom regijom i u kojoj zapocinje replikacija i transkripcija
mitohondrijskog genoma. U kontrolnoj regiji mtDNA nalazi se D — petlja (D — loop),
trolanc¢ana struktura koja nastaje tijekom replikacije, a Cesto se taj naziv upotrebljava i kao
sinonim za kontrolnu regiju (TABERLET, 1996., WHITE 1i sur., 1998.). MtDNA podlozna je
brzoj evoluciji. Dijelovi kontrolne regije evoluiraju Cetiri do pet puta brze od ostatka molekule
mtDNA, §to kontrolnu regiju ¢ini jednom od najvarijabilnijih dijelova mtDNA (TABERLET,
1996., PAGE i HOLMES, 1998.). Kontrolna regija ne kodira za sintezu proteina i zbog toga
ne podlijeze prirodnoj selekciji te je zbog toga pogodna za filogenetska istrazivanja.

Usporedivanjem viSe kontrolnih regija razli¢itih porodica zvijeri, htjeli smo pronaci
specificna mjesta pomoc¢u kojih bismo mogli razlikovati spomenute Zzivotinjske vrste. U
ekoloskim istrazivanjima i gospodarenju s odredenim Zivotinjskim vrstama vazno je odrediti
kojoj vrsti pripada odredeni uzorak, kao Sto je izmet, dlaka, krv ili komad tkiva. U

gospodarenju smedim medvjedom u Republici Hrvatskoj, za pra¢enje dinamike populacije



medvjeda, materijal za dobivanje DNA za geneticku identifikaciju jesu uzorci svjezeg izmeta
medvjeda (DECAK i sur., 2005.) Plan upravljanja risom i vukom u Hrvatskoj takoder se
temelji na poznavanju, praéenju i odredivenju veli¢ine populacija tih Zivotinja. (FIRST i sur.,
2005., FRKOVIC i sur., 2005.)

JOHNSON i sur. (2004.) su usporedujuci kontrolne regije mtDNA definirali metodu za
odredivanje prisutnosti risa na odredenom podrué¢ju. GOERLITZ i sur. (2003.) su na temelju
mtDNA odredili iz kojih dijelova svijeta u Kalifornijski zaljev tijekom zime dolaze kitovi.

Cilj ove studije je ustanoviti molekularne razlike izmedu Zivotinjskih vrsta i time

postaviti teoretske osnove za razvijanje neinvazivnih metoda za razlikovanje vrsta iz uzoraka

B { Comment [T1]: par primjera ]
s malom koli¢inom DNA.‘ e

Materijal i metode
Za filogenetsku analizu koristili smo sekvence mitohondrijske DNA (mtDNA), uzete iz
genske baze podataka, GenBank, koja se nalazi na internet adresi:
www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/. U radu smo koristili ¢etiri mtDNA vuka, ¢etiri mtDNA
psa, ¢etiri mtDNA euroazijskog risa, tri mtDNA lisice i po jednu mtDNA jazavca i medvjeda.
U tablici 1. navedena je vrsta zivotinje, identifikacijski broj u genskoj bazi, te

zemljopisno podrucje iz kojeg potjecu uzorci ¢ije su sekvence koriStene u ovom radu.



Tablica 1. Podaci o koristenim sekvencama preuzetim iz GenBank baze

oznaka Zivotinje ideégfgzﬁgsé(;;roj P gggi(éj:zl;?i ig referenca

vuk1 AY570180.1 Iran ARDALAN i sur., 2004.
vuk2 AY570181.1 Iran ARDALAN i sur., 2004.
vuk3 AY570178.1 Iran ARDALAN i sur., 2004.
vuk4 AY570179.1 Iran ARDALAN i sur., 2004.
risl AY034815.1 Svedska HELLBORG i sur., 2002.
ris2 AY034813.1 Svedska HELLBORG i sur., 2002.
ris3 AY034814.1 Svedska HELLBORG i sur., 2002.
ris4 AY034816 Svedska HELLBORG i sur., 2002.
pasl AYS570154 Iran ARDALAN i sur., 2004.
pas2 AY570158 Iran ARDALAN i sur., 2004.
pas3 AYS570153 Iran ARDALAN i sur., 2004.
pas4 AYS570152 Iran ARDALAN i sur., 2004.
lisical AF098155 Kanada KOOP i sur., 1998.

lisica2 D83639 Japan OKUMURA i sur., 1996.
lisica3 AJ585358 Irska STATHAM i sur., 2003.
jazavac AJ585349 Irska STATHAM i sur., 2003.
medvjedl AB013045 Japan MATSUHASHI i sur., 1999.
medvjed2 AB055141 Japan MATSUHASHI i sur., 1999.

Koristenjem programskog dodatka u Microsoft Wordu, MBCS1.2, smo sekvence

mtDNA pretvorili u fasta format, da bi ih mogli koristiti u daljnjoj obradi.

Koriste¢i programe BioEdit Sequence Aligment Editor, Version 5.0.6. (HALL, 1999.) i
ClustlW Multiple aligment (THOMPSON 1 sur., 1994.), sekvence reazli¢itih Zivotinja smo
usporedili medusobnim poravnanjem (multiple aligment). Buduc¢i da za sekvencioniranje
kontrolnih regija nisu koristene iste pocetnice, kontrolne regije nisu zapocinjale na istoj

sekvenci niti su na istoj zavrSavale. Da bi mogli usporedivati sekvence morali smo krajeve

kontrolnih regija odrezati, tako da sve zapocinju i zavr$avaju na istom mjestu.




Sekvence smo rezali tako da smo ih kopirali u program Notepad i uz pomo¢ opcija Edit
i Find uklonili baze koje ne trebamo. Tako dobivene sekvence ponovno smo stavili u program
BioEdit Sequence Alignment i opet ih, uz pomo¢ ClustalW Multiple alignment, medusobno
poravnali. Koriste¢i program Mega2.1 (KUMAR 1 sur., 2001.) izracunato je kolika je sli¢nost
izmedu pojedinih sekvenci kontrolnih regija te je na temelju toga napravljeno filogenetsko

stablo zivotinjskih vrsta, ¢ije smo mtDNA sekvence obradivali.

Rezultati

Evolucijska analiza Sest Zivotinjskih vrsta temeljena na usporedbi 263 baza kontrolne
regije mitohondrijske DNA (mtDNA) prikazana je u tablici 2. U tablici su poravnate sekvence
18 zivotinja te su vidljive razlicitosti i sli¢nosti izmedu njih.

Kontrolna regija vuka i psa pokazuje najvecu sli¢nost, a specificno mjesto po kojem se
razlikuju je 123. mjesto gdje sva Cetiri psa imaju bazu gvanin dok svi vukovi na tom mjestu
imaju bazu adenin.

Parovi baza od mjesta 88. do 98. i 120 do 125. su dva niza sekvenci po kojima se lisice
razlikuju od ostalih zivotinja, a medusobno te dijelove imaju jednake.

Dva specifi¢éna mjesto po kojima se risovi razlikuju od ostalih Zivotinja su od 149. do
156. mjesta i od 120. do 125. mjesta. Risovi se modusobno razlikuju samo na dva mjesta u
jednoj bazi i to na 104. 1 196. mjestu.

Kod medvjeda je vidljiva dugacka specificna sekvenca koja ga razlikuje od ostalih
zivotinja a nalazi se u rasponu od 105. do 128. mjesta.
podudara se ve¢im dijelom samo u drugom dijelu kontrolne regije, od 150. do 263. mjesta, a

taj dio pokazuje u svih obradenih vrsta vecu konzerviranost.



Tablica 2. Poravnate sekvence kontrolnih regija obradenih zivotinja
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vukl TTTGCCC CATGCATAT A- AGCATGTACATA-T TATATC CT- TACATA GGACATACTT--ACTCA
vuk2 ... T T - e T.A—.....
vuk3  LLLL... e e e e e ——
vuk4 L. —eeeeaas e eeaeeaaaaa- T e TCA--... ..
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ris4 AGT. - AT -l GT.GT...... ATA - .. ... Al A.AGTG..T.
medvjedl .CCC...CT...T....CG-T....TA.TGGCG.GCCCC..GCA.A..AGC.T.T..... T.AC-G..TG
medvjed2 .CCC...CT...T....CG-T....TA.TGGCG.GCCCC..GCA.A._AGC.T.T....GT.AC-G..TG
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jazavac  G..GTG..TTACTGGT. .GC.CCATG.ATATA.GCATGTACAT.TAG.GG.TG.TATGACAT .AG. G..T
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vukl TTAGTCCAAT——AAGGGCTTAATCACCATGCCTCGAGAAACCATCAACCCTTGCTCGTA ATGTCCCTCT
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Jjazavac . .CACTT.GATC.C.A....G....... A i L TA..AC-G.A.A.....
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ruzicasto - specifiéno mjesto za razlikovanje vuka i psa od ostalih obradenih vrsta
plavo - specifi¢no mjesto za razlikovanje vuka i psa

smede - specificna mjesta za razlikovanje lisice od ostalih obradenih vrsta

Zuto - specifiéna mjesta za razlikovanje euroazijskog risa od ostalih obradenih vrsta
zeleno - specifina mjesta za razlikovanje lisice od ostalih obradenih vrsta

crveno - specifiéna mjesta za razlikovanje smedeg medvjeda od ostalih obradenih vrsta
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Slika 1. Filogenetsko stablo obradenih Zivotinja



Slika 1. pokazuje graficki evolucijski odnos dobiven na temelju usporedbe kontrolnih
regija mtDNA. Zivotinje koje su blize, medusobno su sli¢nije i obrnuto. Psi su vrlo sliéni s
vukovima, dok se nesto vise razlikuju od lisica. Ris i medvjed dosta se razlikuju od psa, vuka
i lisice. Jazavac se najviSe izdvojio i pokazuje najvece razlike u usporedbi s ostalim vrstama

zivotinja.

Rasprava

Kontrolne regije vukova i pasa medusobno su najsli¢nije $to se poklapa sa evolucijom
pasa i njihovom morfoloskom sli¢nos¢u s vukovima. Dobiveno filogenetsko stablo se poklapa
sa klasi¢nim filogenetskim stablima koja su dobivena na temelju morfologije, embriologije,
paleontologije itd. Veliku sli¢nost na molekularnoj razini pokazuju lisica i vuk Sto se
podudara sa njihovom klasifikacijom i pripadanju istoj porodici kanida (Canidae).

Risovi su medusobno vrlo sli¢ni, medusobno se razlikuju samo u dvije baze, Sto se
moze objasniti povjescu risje populacije u Skandinaviji koja je prozivjela pojavu "uskog grla"
a time i smanjenu genetsku raznolikost (HELBORG i sur., 2002.)

Ovakva razliCitosti na molekularnom nivou izmedu zivotinjskih vrsta danas se
intenzivno koristi u evolucijskim istrazivanjima a primjenjuju se u ekologiji, zastiti i
gospodarenju pojedinim divljim vrstama. Tako su PALOMARES i sur. (2002.) ove spoznaje
primjenili za istrazivanje iberijskog risa, CIUCCI i sur. (2003.) su istrazivali i usporedivali
vukove 1 pse. Filogenetski polozaj tuljana, Pinnipedia, na temelju molekularnih razlika
istrazivali su COREY i sur. (2004.).

Ova istrazivanja pokazuju i izrazitu vaznost u kozervacijskoj genetici jer ukazuju na
genetske sliCnosti, tj. stupanj razlike, izmedu pojedinih populacija ali i unutar same
populacije. Tako TABERLET i BOUVET (1994.) i RANDI i sur. (1994.) svojim

istrazivanjima malih populacija smedeg medvjeda u Europi upucuju na opasnost od



izumiranja pojedinih populacija zbog prevelike genetske sli¢nosti i1 krizanja u srodstvu te daju
teoretske osnove za eventualno premjestanje zivotinja izmedu razlicitih populacija.
Utvrdivanje molekularnih razlika izmedu Zivotinja je preduvjet za razvijanje metode
lancane reakcije polimeraze kojom bi se na temelju minimalne koli¢ine tkiva mogle
razlikovati pojedine vrste Zivotinja, a time i odredivati prisustvo vrsta na pojedinom podrucju.
Na temelju molekularnih razlika iberijskog risa od ostalih vrsta PALOMARES i sur. (2002.)
razvijaju metodu odredivanja prisutnosti i rasprostranjenosti iberijskog risa na Pirinejskom

poluotoku.

Zakljucci

1. Na temelju usporedenih sekvenci pronadene su razlike izmedu Zivotinjskih vrsta.

2. U sekvencama mitohondrijske DNA postoje specificna mjesta prema kojima se vrste
mogu razlikovati

3. Dobiveno filogenetsko stablo poklapa se s klasicnom sistematikom zvijeri.
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Maurié, M., L. Paden: Phylogenetic analysis of carnivore comparing the control region
of the mitochondrial DNA

ABSTRACT

The objectives of this study were to quantify the evolutionary relationship of carnivore
species using control region of mitochondrial DNA sequence variation. In analysis we
compared 17 control regions of different animals who live in Croatia; 4 grey wolf (Canis
lupus), 4 dog (Canis lupus familiaris), 3 fox (Vulpes vulpes), 4 lynx (Lynx lynx), 2 bears
(Ursus arctos), 1 badger (Meles meles). We took these sequences from gene database on
Internet (www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/) and with computer programs compared control
regions, describe patterns and made phylogenetic tree. This tree showed a typically classic
systematic of species. We found specific places in control regions for differentiation carnivore
species. In the future, using this specific locus is possible to design primers for PCR reactions,
so we can distinguish different carnivore species in Croatian forest.

Key words: mitochondrial DNA, philogenetic tree, carnivors
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