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Popis kratica

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

H — haplotipska raznolikost

IUCN - International Union for Conservation of Nature
MFH - Martes foina haplotip

mtDNK — mitohondrijska deoksiribonukleinska kiselina
NCBI — National Center for Biotechnology Information
pb - parova baza

PCR — (Polymerase Chain Reaction), lan¢ana reakcija polimerazom
IT — nukleotidna raznolikost

N — broj analiziranih uzoraka

H — genska raznolikost (haplotipska raznolikost)

7 — srednji broj razlicitih nukleotida izmedu sljedova
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Uvod

Znacajna vec¢ina otockih populacija sisavaca, ptica, gmazova, kukaca 1 biljaka ima
niZzu gensku raznolikost nego populacije iste vrste koje nastanjuju kopno (FRANKHAM,
1997.). Genska raznolikost otoCkih populacija je rezultat broja zivotinja koje su osnivaci
populacije (osnivacki ucinak), gubitka raznolikosti zbog ogranic¢ene veli¢ine populacije,
imigracija 1 mutacija, a ovisi 1 o veli€ini otoka, udaljenosti od kopna, te disperziji jedinki

(JAENIKE, 1973.).

Istrazivanjem raznolikosti mitohondrijske DNK (mtDNK) kune bjelice (Martes foina)
iz srediSnje Hrvatske utvrdena je vrlo visoka genska raznolikost, te nije zabiljezena
geografska pravilnost u rasprostranjenosti osam novo otkrivenih haplotipova (KOS, 2011.;
SINDICIC i sur. 2011.). U Hrvatskoj je kuna bjelica autohtona vrsta i naseljava cijeli
kontinentalni dio, ali je nalazimo i u priobalju te na otocima (JANICKI i sur. 2007.).
Naseljava Sume, krSka podrucja i pasnjake te je prisutna u suburbanim i urbanim podruc¢jima.
Kuna bjelica je prilagodena na suzivot s ljudima pa je njena rasprostranjenost u Europi
najucestalija na poljoprivrednim, industrijskim i urbanim podru¢jima. U vecini zemalja kuna

bjelica se legalno lovi te joj je populacija stabilna ili u porastu (PROULX 1 sur. 2000.).

Osnovni alat za istrazivanje genske raznolikosti su genetski markeri, pomoc¢u kojih se
odreduje prisutnost alela u populaciji (CONNER i HARTL, 2004.) Genska raznolikost se
danas prvenstveno istrazuje pomoc¢u neutralnih markera, kao $to je kontrolana regija
mitohondrijske DNK (VALI i sur., 2008.). Mitohondrijska DNK je kruzna dvolan¢ana DNK
molekula koja se sastoji od 15 000 do 20 000 parova baza (pb), haploidna je, nema introna 1
nasljeduje se samo od majke. Molekula se dijeli na dva osnovna dijela — kodirajuéi i ne-
kodiraju¢i dio. Ne-kodiraju¢i dio se naziva kontrolna regija (BROWN, 1985.) ili
hipervarijabilna regija (HVR). Kontrolna regija je mjesto u kojem zapocinje replikacija 1
transkripcija mitohondrijskog genoma (CLAYTON, 1991.), te se tu ocituje najveca
raznolikost nukleotida i duzine sekvence u usporedbi s ostatkom mtDNK (HOELZEL i sur.,
1994.). Kontrolna regija se sastoji od oko 1 000 parova baza, te buduéi ne kodira za sintezu
proteina, nije podlozna prirodnoj selekciji, §to ju ¢ini vrlo dobrim genetskim markerom u
rjeSavanju filogenetskih pitanja (KOCHER 1 sur., 1989.; AVISE, 1994.). Sama
mitohondrijska DNK podloZzna je brzoj evoluciji, tako da je kod sisavaca brzina evolucije
mtDNK i do 10 puta brza nego kod jezgrinih gena, a u mtDNK najbrze evoluira kontrolna

regija i to Cetiri do pet puta brze od ostatka mtDNK (TABERLET, 1996.; PAGE i HOLMES,



1998.). Zbog toga je mtDNK dobar marker za razluc¢ivanje promjena na nizim taksonomskim
razinama, dakle izmedu vrsta ili populacija (ZHANG 1 HEWITT, 1996.). Zbog velike brzine
mutacije mtDNK varijabilna je unutar prirodnih populacija, zbog cega je vrlo korisna pri

istrazivanjima kracih razdoblja povijesti populacija (GALTIER i sur., 2009.).

Hipoteza

Cilj ovog znanstvenog istrazivanja je utvrditi gensku raznolikost kontrolne regije
mitohondrijske DNK kune bjelice s otoka Hvara, te ju usporediti s raznoliko$¢u populacije iz
srediSnje Hrvatske. Otok Hvar pripada skupini srednjedalmatinskih otoka, povrsine je 300
km?, uglavnom je prekriven borovom umom i vinogradima te na otoku ima preko 20 naselja.
Mjesto na otoku koje je najblize kopnu je isto¢ni rt otoka - Suéuraj, udaljen tri nauticke milje
(5 km) od Drvenika, te smatramo da kuna bjelica ne moze preplivati ovu udaljenost.
Istrazujemo hipotezu da populacija kune bjelice s otoka Hvara ima nizu raznolikost od

kopnene populacije iz srediSnje Hrvatske.

Materijali i metode

Istrazivanje smo provele na 46 uzoraka miSic¢a i koze kune bjelice (Martes foina) s
otoka Hvara. Uzorci su potjecali od Zivotinja odstrijeljenih tijekom redovite provedbe
lovnogospodarske osnove zajednic¢kog lovista broj XVII/44 — "Hvar", te su nakon dopreme na
Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu bili pohranjeni u 96% etanolu na - 20°C. Za
izolaciju DNK iz uzoraka miSica koristili smo komercijalni kit ChargeSwitch® gDNA Tissue
Kits, Invitrogen. Izolacija DNK radena je prema protokolu proizvodaca.

Kod provodenja lancane reakcije polimerazom (PCR) koristene su pocetnice LRCB1
(5'-TGGTCTTGTAAACCAAAAATGG-3") (STATHAM i sur., 2005.) i DLOOP-MelR (5'-
ATGTCCTGTAACCATTGACTG-3") (SATO 1 sur., 2009.). Za pripremu PCR smjese
koriSten je Platinum® PCR SuperMix, Invitrogen koji sadrzi: Taq DNA polimerazu s
Platinum® Taq antitijelima, 22 mM Tris-HCL (pH 8.4), 55 mM KCl, 1,65 mM MgCI2, te 220
uM dNTP Mix koji sadrzi dGTP, dATP, dTTP, dCTP. PCR reakcija provedena u smjesi
kolicine 50 pL koja je sadrzavala 5 ul DNK, 1 pl otopine pocetnicai 44 pl Platinum® PCR
SuperMix, Invitrogen. Reakcija se provodila koriste¢i uredaj Veriti 96 Well Thermal Cycler

(Applied Biosystems). Za provodenje PCR reakcije nuzno je optimizirati temperaturu pri
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kojoj se pocetnice vezu na lanac DNK, stoga smo napravile niz PCR reakcija na
temperaturnom gradijentu od 45°do 50° C kroz 40 ciklusa. Optimizirani uvjeti izvodenja

PCR reakcije (temperatura 1 trajanje svakog koraka) prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Reakcijski uvjeti lancane reakcije polimerazom

Temperatura (°C) Vrijeme
Aktivacija polimeraze 92 2 min
Denaturacija kalupa 94 30 sek
Prianjanje pocetnica 48 60 sek
Produzenje lanca 72 2 min
Zavr$no produzenje 72 10 min

Prisutnost PCR proizvoda provjeravale smo elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom
gelu. Gel je pripremljen otapanjem 0,75 g agaroze (CertifiedTM PCR Agarose, Bio-Rad) u 50
ml 1 X TBE pufera. U agarozu je dodan SYBR Safe Gel stain (Invitrogen) Sul. Na parafilmu
smo izmijeSale 5 pul PCR proizvoda i 2 pl pufera (LB pufer, engl. loading buffer), koji sadrzi
0,25% bromfenol plavila, 0,25% ksilencijanol fluorofosfata i 15% fikola, te smo ih nanijele u
jazice u gelu. U prvu jazicu nanesen je biljeg veli¢ine DNK fragmenata koji se sastoji od 10
dvolanc¢anih DNK molekula veli¢ina 100 pb, 200 pb, 300 pb itd., do 1000 pb (100 bp
Molecular Ruler, 100 pg/ml, Bio-Rad). Elektroforezom smo provjerile da li je doSlo da
umnaZzanja zeljenog slijeda, te da 1li su se pojavili dodatni, nespecificni fragmenti.
Elektroforezu smo provodile na sobnoj temperaturi, pri naponu od 90 V u trajanju od 40
minuta. Gelovi su promatrani u transiluminatoru te fotografirani digitalnim fotoaparatom.

PCR proizvode procistile smo pomoc¢u komercijalnog kita Invitrogen ChargeSwitch®
PCR Clean-Up Kit te smo ih poslale na sekvenciranje u servis Macrogen Europe u
Amsterdam, Nizozemska, gdje koriste 3730XL Automatic DNA sequencer. Rezultate

sekvencioniranja (elektroferogram i nukleotidne slijedove) smo dobile u abl i PDF formatu.

Sljedove kontrolne regije smo analizirale u BioEdit programu (HALL, 1999.). U
BioEditu je implementiran ClustalW program (THOMPSON i sur., 1994.) kojim smo izvrsile

viSestruko sravnjenje sljedova DNK 1i identificirale sva polimorfna nukleotidna mjesta.




Programski paket Arlequin, v. 3.1 (EXCOFFIER i sur., 2005.) koristile smo za izracun
ucestalosti pojedinih haplotipova i1 osnovnih pokazatelja raznolikosti unutar populacije.
Gensku udaljenost izmedu haplotipova prikazale smo kao srednji broj razli¢itih nukleotida
izmedu svih parova haplotipova unutar istrazivanog uzorka (m). Kao pokazatelje raznolikosti
izracunale smo gensku (H) te nukleotidna raznolikost (IT). Gensku raznolikost (H) definiramo
kao vjerojatnost da se dva sluajno odabrana haplotipa razlikuju unutar jednog uzorka (NEI,
1987.). Nukleotidna raznolikost (IT) opisuje vjerojatnost da su dva sluajno odabrana
homologna nukleotida razli¢ita, odnosno predstavlja srednji broj nukleotidnih razlika po

nukleotidnom mjestu izmedu dva nasumi¢no odabrana homologna slijeda.

GenBank, odnosno NCBI - National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pretrazile smo alatom BLAST-om (Basic Local Alignment

Search Tool), u potrazi za pohranjenim sljedovima kontrolne regije kuna bjelica iz ostalih

dijelova svijeta.

Program MEGA v. 4 (TAMURA i sur.,, 2007.) koristile smo kod provedbe
filogenetske analize haplotipova istrazivanih Zivotinja. Filogenetsko stablo rekonstruirano je

,»heighbor-joining* metodom.

Rezultati

DNK smo izolirale iz ukupno 46 uzoraka tkiva kune bjelice 1 od toga smo kod 27
uzoraka (58.7%) uspjesno dobile PCR produkt. Broj uspjesno sekvenciranih uzoraka iznosio

je 21 (77,8% pocetnog broja uzoraka) (Tablica 2).

Analizirale smo sljedove kontrolne regije mtDNK ukupne duzine 591 parova baza
(pb). Kada se analizirani slijed poravna sa sekvencom cijele mtDNK kune bjelice koju smo
preuzele iz GenBank baze (HM106325), slijed odgovara pozicijama 15 443 — 16 034.
Utvrdile smo prisutnost osam polimorfnih mjesta, koja ¢ine 1,3% duZine analiziranog slijeda.
Jedno polimorfno mjesto proizlazi iz insercije/delecije, dok ostalih sedam polimorfnih mjesta
proizlazi iz baznih supstitucija (Tablica 3). Utvrdena polimorfna mjesta daju pet jedinstvenih
haplotipova, s oznakama: MFH1, MFH2, MFH9, MFH10, MFH11. Haplotipove smo oznacile
u skladu s KOS (2011.) te SINDICIC i sur. (2011.). Pripadnost pojedinih uzoraka odredenom



haplotipu prikazana je u Tablici 2. Najucestaliji haplotip je MFH2 prisutan kod 12 uzoraka
(57,1%), zatim slijedi haplotip MFH9 koji je prisutan kod Sest uzoraka (28,6%), dok su
haplotipovi MFH1, MFH10 i MFH11 zastupljeni s po jednim uzorkom (4,76%). S obzirom na
koji se razlikuju u jednom polimorfnom mjestu, dok se haplotip MFH2 i MFH9 medusobno

razlikuju na svih osam polimorfnih mjesta.



Tablica 2. Pregled pripadnosti istrazenih uzoraka pojedinom haplotipu te ucestalost

haplotipova
Redni | Oznaka uzorka Haplotip Ucestalost pojedinog haplotipa
br. %
1 194K MFH1 4,76
2 183K MFH2
3 214K MFH2
4 220K MFH2
5 210K MFH2
6 202K MFH2
7 212K MFH2 57,1
8 206K MFH2
9 219K MFH2
10 211K MFH2
11 223K MFH2
12 222K MFH2
13 197K MFH?2
14 216K MFH9 28,6
15 213K MFH9
16 200K MFH9
17 215K MFH9
18 192K MFH9
19 203K MFH9
20 217K MFHI10 4,76
21 226K MFHI11 4,76




Tablica 3. Polimorfna mjesta pet haplotipova mtDNK kune bjelice s otoka Hvara. Polimorfna
mjesta su oznacena brojevima koji odgovaraju redoslijedu na analiziranom slijedu duzine 591

pb. Tocke oznacavaju identitet s haplotipom MFHI, a crtice oznacavaju deleciju nukleotida.

Haplotip 55 58 82 140 172 173 198 199
MFHI C A T A A C C C
MFH2 . . . G
MFH9 - G C . G T T T

MFHI0 - G C G G

MFHI11 . G C . G T T T

Haplotipska raznolikost (H) kune bjelice s podrucja otoka Hvara iznosi 0.614 +/-
0.090, dok je nukleotidna raznolikost (IT) 0.007 +/- 0.004 (Tablica 4).

Tablica 4. Indeksi genske raznolikosti kune bjelice s otoka Hvara

N H I1 T

21 0.614 +/- 0.090 0.007 +/- 0.004 3.905 +/-2.040

N — broj analiziranih uzoraka
H — genska raznolikost (haplotipska raznolikost)
IT - nukleotidna raznolikost

n — srednji broj razli¢itih nukleotida izmedu sljedova

Na temelju 301 parova baza koji se podudaraju usporedile smo sljedove kontrolne
regije kuna bjelica iz sredi$nje Hrvatske (KOS, 2011.; SINDICIC i sur., 2011.) i kuna bjelica
s otoka Hvara, pri ¢emu nije izgubljeno niti jedno polimorfno mjesto (od ukupno njih 28).
Utvrdile smo da se dva haplotipa s otoka Hvara poklapaju s haplotipovima iz sredi$nje
Hrvatske (MFH1 1 MFH2), sto je vidljivo na filogenetskom stablu (Slika 1). Usporedivsi
njihovu ucestalost, mozemo zakljucit da je haplotip MFH1 ucestaliji na podrucju sredi$nje
Hrvatske (22,7%), dok se na otoku Hvaru znatno ¢es¢e javlja haplotip MFH2 s ucestalos¢u od

57,1% (Tablica 5).




Tablica 5. Ucestalost haplotipova MFH1 i MFH2 na podruc¢jima srediSnje Hrvatske (KOS,
2011.; SINDICIC i sur., 2011.) i otoka Hvara

Haplotip Ucestalost haplotipova Ucestalost haplotipova Hvar (%)

sredisnja Hrvatska (%)

MFH1 22,7 4,76

MFH2 4,5 57,1

| MFH1
— 184K

MFH3
203K
192K
215K
200K
S 213K
216K

e 226K
29TK
MFHE
MFHT

MFH4

MFH2
197K
222K
223K
211K
219K
206K
212K
202K
210K
220K
214K
183K

0.030

Slika 1. Filogenetsko stablo 21 uzorka kuna bjelica iz srediSnje Hrvatske te osam haplotipova

kuna bjelica s otoka Hvara

Usporedbom raznolikosti haplotipova s otoka Hvara te haplotipova s podrucja
sredi$nje Hrvatske (KOS, 2011.; SINDICIC i sur., 2011.) utvrdile smo veéi broj polimorfnih
mjesta kod haplotipova iz srediSnje Hrvatske, njih 28 (9,3%) (Tablica 6). Sve ostale mjere
raznolikosti takoder imaju vece vrijednosti kod populacije iz srediSnje Hrvatske. Genska
raznolikost (H) populacije s otoka Hvara je 0.614 +/- 0.090, dok je genska raznolikost
populacije iz srediSnje Hrvatske 0.614 +/- 0.090.



Tablica 6. Usporedba raznolikosti haplotipova iz sredi$nje Hrvatske (KOS, 2011.; SINDICIC

i sur., 2011.) te haplotipova s otoka Hvara

N | pb N pm Nh H IT T
28 0.792 +/- 0.034 +/- 10.364 +/- 4.916
st | 22392 | ©3%) | ° 0.069 0.018
0.614 +- 0.007 -
0 -
Lol sor] 8% | s o o 3.905 +/- 2.040

SH — srediSnja Hrvatska

H- Hvar

N — broj analiziranih uzoraka

pb — duzina sekvence u parovima baza

N pm — broj polimorfnih mjesta

N h — broj haplotipova

H — genska raznolikost (haplotipska raznolikost)
IT - nukleotidna raznolikost

n — srednji broj razli¢itih nukleotida izmedu sljedova

Pretrazivanjem racunalne baze podataka GenBank pronasle smo pet sljedova kontrolne
regije mitohondrijske DNK kune bjelice iz ostalih dijelova svijeta. Uzorci pohranjeni u bazi
pod oznakom EF200701 i EF200702 potje¢u s Iberijskog poluotoka, dok za uzorak
AF336973 znamo da je iz Europe, no nije navedena zemlja podrijetla. Uzorak pod oznakom
AB601564 potjece iz Njemacke, a uzorku oznake HM 106325 nije navedena zemlja podrijetla.
Usporedile smo sljedove 11 haplotipova kune bjelice iz Hrvatske (KOS, 2011.; SINDICIC i
sur., 2011. i ovo istrazivanje) s pet haplotipa pohranjenih u GenBanku. Sljedove smo
usporedili u duzini od 245 pb koji se podudaraju, pri ¢emu smo zbog rezanja sljeda kod nasih
uzoraka izgubile dva polimorfna mjesta pa nam je haplotip MFH1 postao jednak haplotipu
MFH3. Na Slici 2. prikazano je filogenetsko stablo 11 haplotipova iz Hrvatske i pet
haplotipova iz GenBank baze. Vidljivo je da haplotipovi MFH1 i MFH3 odgovaraju haplotipu
AB601564, te da je haplotip MFH9 jednak haplotipu EF200702.



EF200701
MFH10
EF200702
MFH3

MFH11

l HM106325

MFHZ
AF336073
ABG01564
MFH3

MFH1

0,035

Slika 2. Filogenetsko stablo 11 haplotipova kune bjelice s otoka Hvara i sredisSnje Hrvatske
(MFHI1-11) i pet haplotipova iz GenBank baze podataka (AB601564, HM106325,
AF336973, EF200701, EF200702)

Rasprava

Ovim istrazivanjem dobiveni su podaci o raznolikosti kontrolne regije mitohondrijske
DNK kune bjelice (Martes foina) otoka Hvara. Usporedile smo ih s podacima o raznolikosti
kontolne regije mitohondrijske DNK kune bjelice iz sredisnje Hrvatske (KOS, 2011.;
SINDICIC i sur., 2011.) kako bismo istraZile hipotezu da otocka populacija ima nizu
raznolikost od kopnene populacije.

Od ukupno 46 uzoraka kune bjelice s otoka Hvara PCR produkt dobile smo kod 27
uzoraka (58.7%), a niska uspjeSnost rezultat je razgradnje DNK zbog neprikladne
konzervacije uzoraka prije dostavljanja uzoraka na Veterinarski fakultet SveuciliSta u
Zagrebu. Na 21 uspjesno sekvencioniranom uzorku kune bjelice s otoka Hvara analizirale
smo slijed kontrolne regije mitohondrijske DNK duzine 591 parova baza. Pronasle smo osam
polimorfnih mjesta, koji ¢ine 1.3% analiziranog slijeda, dok je kod haplotipova iz srediSnje
Hrvatske ¢ak 9.3% slijeda polimorfno. Srednji broj razli¢itih nukleotida izmedu sljedova ()
kod uzoraka iz srediSnje Hrvatske je iznosio 10.364 +/- 4.916, znacajno viSe nego na Hvaru
(3.905 +/- 2.040) ¢ime je potvrdena naSa pretpostavka o nizoj raznolikosti populacije kune
bjelice otoka Hvara u usporedbi s onom iz srediSnje Hrvatske. Niza raznolikost rezultat je

ogranicene veli¢ine te izoliranosti otocne populacije, jer smatramo da zbog udaljenosti od
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kopna prirodna migracija kuna bjelica s kopna na otok nije moguc¢a. Ne mozemo iskljuciti
unoSenje novih Zivotinja s kopna na otok od strane Covjeka, no o tome nema zapisa u
literaturi. Dva se haplotipa iz srediSnje Hrvatske poklapaju s haplotipovima kuna bjelica s
otoka Hvara (MHF1 i MHF2), §to potvrduje nalaz KOS (2011.) i SINDICIC i sur. (2011.) da

pojedini haplotipovi nisu ogranic¢eni na odredenu lokaciju.

Usporedivsi jedanaest haplotipova kune bjelice iz Hrvatske s pet haplotipova kuna
bjelica iz cijelog svijeta pohranjenih u racunalnoj bazi podataka GenBank u duzini od 245 pb
kod naSih smo uzoraka izgubile dva polimorfna mjesta te nam je haplotip MFH1 postao
jednak MFH3. Rezultati te usporedbe su nam pokazali da su haplotipovi MFHI i MFH3
jednaki haplotipu AB601564 koji potjece iz Njemacke, dok je haplotip MFH9 pronaden na
otoku Hvaru jednak haplotipu EF200702 koji potjee s Iberijskog poluotoka. Ti rezultati
ukazuju na oCuvanu raznolikost europske populacije kuna bjelica te da pojedini haplotipovi
nisu ograni¢eni na odredena geografska podrucja. Vazno je napomenuti da su ovo

preliminarni rezultati zbog malog broja istrazenih uzoraka iz ostalih dijelova Europe.

Zakljuéci

1. Utvrdile smo prisutnost pet haplotipova mitohondrijske DNK kod kune bjelice (Martes
foina) s otoka Hvara.

2. Haplotipska raznolikost (H) kune bjelice s podrucja otoka Hvara iznosi 0.614 +/- 0.090,
srednji broj razliCitih nukleotida izmedu sljedova (m) iznosi 3.905 +/- 2.040, dok je
nukleotidna raznolikost (IT) 0.007 +/- 0.004.

3. Dva haplotipa utvrdena na otoku Hvaru identi¢ni su s haplotipovima iz srediSnje Hrvatske
(MFHI1 1 MFH2). Haplotip MFH1 ucestaliji je na podrucju srediSnje Hrvatske (22,7%), dok je
haplotip MFH2 ucestaliji na otoku Hvaru (57,1%).

4. Genska raznolikost kune bjelice s otoka Hvara, znacajno je niZza od raznolikosti kopnene

populacije iz srediSnje Hrvatske.

5. Jedan haplotip pronaden na Hvaru i u srediSnjoj Hrvatskoj (MFH1, MFH3) identican je
haplotipu uzorka kune bjelice iz Njemacke (GenBank broj AB601564), dok je haplotip
pronaden na otoku Hvaru (MFH9) identiCan haplotipu uzorka s Iberijskog poluotoka

(GenBank broj EF200702).
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Sazetak

ZELJANA VOLOVIC I INES VRANESEVIC

Studentice 5. godine Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu

Raznolikost kontrolne regije mitohondrijske DNK

kune bjelice (Martes foina) s otoka Hvara

Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati gensku raznolikost kontrolne regije mitohondrijske
DNK kune bjelice (Martes foina) s otoka Hvara te istraziti hipotezu da populacija kune bjelice
s otoka Hvara ima niZu raznolikost od kopnene populacije iz srediSnje Hrvatske. Analizirale
smo kontrolnu regiju mitohondrijske DNK 21 uzorka, ukupne duzine 591 parova baza.
Utvrdile smo prisutnost pet haplotipova, ¢ija haplotipska raznolikost (H) iznosi 0.614 +/-
0.090, srednji broj razli¢itih nukleotida izmedu sljedova (m) iznosi 3.905 +/- 2.040, dok je
nukleotidna raznolikost (IT) 0.007 +/- 0.004. Dva haplotipa utvrdena na otoku Hvaru
identi¢ni su s haplotipovima iz sredisnje Hrvatske (MFH1 i MFH2). Haplotip MFH1 ucestaliji
je na podrucju srediSnje Hrvatske (22,7%), dok je haplotip MFH2 ucestaliji na otoku Hvaru
(57,1%). Genska raznolikost kune bjelice s otoka Hvara, znacajno je niza od raznolikosti
kopnene populacije iz srediSnje Hrvatske. Jedan haplotip pronaden na Hvaru i u sredi$njoj
Hrvatskoj (MFH1, MFH3) identican je haplotipu kune bjelice iz Njemacke (GenBank broj
AB601564), dok je haplotip pronaden na otoku Hvaru (MFH9) identi¢an haplotipu s
Iberijskog poluotoka (GenBank broj EF200702).

Kljuéne rije¢i: kontrolna regija, mitohondrijska DNK, raznolikost, kuna bjelica, Martes foina
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Summary

ZELJANA VOLOVIC and INES VRANESEVIC
Students of 5th year at Faculty of Veterinary Medicine University of Zagreb

Diversity of mitochondrial DNA control region in

stone marten (Martes foina) from island Hvar

The goal of our research was to analyze the genetic diversity of mitochondrial DNA control
region of stone marten (Martes foina) from the island Hvar and to investigate the hypothesis
that stone marten population from island Hvar has a lower diversity than mainland population
from central Croatia. We analyzed the mitochondrial DNA control region of 21 samples in
total length of 591 base pairs. We found five haplotypes, with the haplotype diversity (H)
0.614 +/- 0.090, the mean number of different nucleotides between sequences () 3.905 +/-
2.040, and nucleotide diversity (IT) 0.007 +/- 0.004. Two haplotypes found on the island were
identical to haplotypes from central Croatia (MFH1 and MFH2). Haplotype MFH1 was more
frequent in central Croatian (22.7%), whereas haplotype MFH2 had higher frequency on
island Hvar (57.1%). We confirm that genetic diversity of stone marten from the island Hvar
is significantly lower than the diversity of terrestrial populations from Central Croatia.
Sequence of haplotypes found on the island Hvar and in central Croatia (MFH1, MFH3) is
identical to the haplotype found in Germany (GenBank AB601564), while haplotype MFH9
found on the island Hvar is identical to sequence from the Iberian Peninsula (GenBank

EF200702).

Key words: control region, mitochondrial DNA, diversity, stone marten, Martes foina
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