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Sazetak: OCuvanje genetike je u poslednje dve decenije koristan instrument za sve odluke koje se ti¢u prirode.
Pravilna procena veli¢ine populacije, gen raznolikosti i raznolikost populacija i populacione strukture nisu
potrebne za sve odluke koje se ti¢u o¢uvanja vrsta i/ ili njihog rukovodenja.

Karpati i uglavnom balkansko poluostrvo za mnoge vrste postale su staniste tokom njihove migracije u post-
ledenom periodu. To je slucaj posebno sa Rupicapra rupicapra koji je u ovom regionu ostao sa tri razlicite
podvrste 1 Ursus arctos i Cervus elaphus sa dve razliite genetske linije. Sli¢an obrazac moze se o¢ekivati i sa
nekim drugim velikim sisarima i/ ili zivotinjskim vrstama (riba, ptice, insekti).

Uporedne studije genetske raznovrsnosti i diferencijacije zasti¢enih divljih vrsta i upravljanje u okviru Sireg
podrucja Karpata treba da posluzi za odluke koje se ticu njihovog upravljanja i ocuvanja prakse. Takvo
poredenje bi bilo potrebno makar za mrkog medveda i populaciju divokoza (u Slovackoj i Rumuniji), gde se
javljaju dve razlicite veli€ine i gustine populacije za obe vrste.
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Uvod
Konzervaciona genetika je interdisciplinarna nauka koja ima za cilj da primenjuje genetske metode za konzervaciju i
restauraciju biodiverziteta . Interdisciplinarna konzervacije genetike se zasniva na interakciji viSe oblasti ,
ukljuéujuéi i molekularnu genetiku, ekologije , biologiju, evolucionu biologiju kao i sistematsku. Geneticka
raaznovrsnost je jedna od tri osnovna nivoa biodiverziteta sa direktnim uticajem na oCuvanje raznolikosti vrsta i
ekosistema[1],[2].
Konzervaciona genetika je nova naucna oblast Sire primene koje je uvedena u cilju o¢uvanja biologije nakon pojave
molekularnih metoda 1990. Sto se ti¢e eksperimentalnog uzorkovanja materijala, genetika biljne konzervacije je
metodi¢no jednostavnija, dok konzervaciona genetika divljih Zivotinja mora da se oslanja na viSe sofisticirane
metode uzorkovanja, na primer, neinvazivno uzorkovanje.
Filogeografija je proucavanje istorijskih procesa koji mogu biti odgovorni za savremene geografske raspodele vrsta.
Ovaj termin je uveden da opiSe geografski strukturirane genetske signale unutar i izmedu vrsta.Eksplicitno teziste
proslosti biogeografskih vrsta odvaja Filogeografiju od klasi¢ne populacione genetike i filogenetike. Ispituje se
Sirenje populacije, populaciju uska grla, varijanse i migracije [2].
Proucavanje filografije i velikh razlika populacije moze da odigra vaznu ulogu u re$avanju problema oc¢uvanja
genetike prilikom definisanja znacajnih evolutivnih jedinica (ESU) ili konzervatorskih jedinica i/ili razumevanja
inerno-specificne taksonomske klasifikacije. Iako je filografija prilicno mlada grana biologije (osnovana 1987.),
poslednje dve decenije njene prime znacajno je doprinelo razumevanju procesa osnivanja danasnjih grupacija
brojnih vrsta divljih zivotinja kao rezultat migracija u periodu posle ledenog doba kao i drugih evolucionih
procesa.Studija mitohondrijskih markera se smatra glavnim instrumentom za studije filografije. Pronalazaak lanCane
reakcije polimeraze (PCR), procesa u kom se milioni primeraka DNK segmenata mogu ponoviti , bio je kljuan u
razvoju filografije. Zahvaljujué¢i ovim napredku, informacije sadrzane u mitohondrijama DNK bile su mnogo vise
dostupnije. Napredak u oba laboratorijska metoda ( npr. kapilarna DNK tehnologija ) koji su omogucili lakse
rasporedivanje DNK i bolje koriS¢enje podataka dobijenih racunarskim metodama.
Ipak, markeri nuklearnog DNK, koji zbog svog dvo-roditeljskog nasledanja takode oslikavaju nedavne dogadaje,
npr uticaj selekcije, medusobno parenje i protoka gena treba takode posmatrati kao sredstvo za paralelna
filogeografska ispitivanja. Primena oba, mitohondrijsog i nuklearnog DNK markera za filogeografska ispitivanja,
zahteva genetski popis vise uzoraka bioloSkog materijala za analize. Prednost DNK analize je moguénost da
prikuplja uzorke i invazivne i neinvazivne metode i posto mnoge divlje Zivotinje su u isto vreme i divljac, ¢ak i
istorijski uzorci sa dobro ocuvanim DNK ( muzej i trofej uzorci ) mogu da se koriste kao izvor bioloskog materijala
za komparativna ispitivanja.
Medu prakticnim primenama ocuvanja, genetska ispitivanja populacija divljih Zivotinja imaju za cilj reSavanje
taksonomijskih (sistematski) pitanja, npr polozaj nizih taksonomskih jedinica, ispitivanja usmerena na istrazivanje
genetskih razlika ugrozenih vrsta i ocuvanje populacija divljih Zivotinja, odredivanje znacajnih evolucionih jedinica
(ESU) i posledice rasparcavanja populacija zbog ljudskog uticaja. Istrazivanje svih ovih problema populacija divljih
zivotinja ne bi bilo moguca pre otkrice PCR tehnike kao i kasnije razvijanje neinvazivnih uzorkovanja brojnih vrsta
divljih Zivotinja [9].
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Skorasnja dostignuca genetike konzervacije su metodoloski povezana sa molekularnom ekologijom i bojnim
genetskim uzorkovanjem na jednoj strani i sa sofisticiranim statistiCkim analizama baziranih na Baiesian pristupu i
metoda pejzazne genetike, s druge strane.

Cilj naseg istrazivanja su velike geneticke razlike nekoliko vrsta divljih zivotinja:

o crveni jelen (Cervus elaphus) - intenzivno izuavanje genetskih razlika populacija crvenog jelena
na Karpatima i susednim teritorijama,

o divlja svinja ( Sus scrofa ) - Proucavanje Sirom Evrope genetskih razlika sa posebnim osvrtom na
intra-specifi¢ne taksonomske jedinice.

o mrki medved ( Ursus arctos ) — genetske razlike populacija mrkog medveda duz Karpata i
zapadnog Balkana, i

o divokoza ( Rupicapra rupicapra ) — genetske razlike populacija divokoza za tri podvrste.

Materijal i metod

Uzorci svih Cetiri vrsta su prikupljeni u periodu izmedu 2004. i 2010. Na podrucju Karpata i Balkanskog poluostrva.
Ukupno je prikupljeno 564 uzoraka crvenih jelena, 900 uzoraka divljih svinja, 300 uzoraka mrkog medveda i 700
uzoraka divokoza. DNK iz tkiva i krvi je izolovana ili koris¢enjem modifikovane metode Sambrook-a [ 10 ] koja
ukljuéuje varenje preko noéenji sa K praceno ekstrakcijom fenol - hloroforma ili uz pomoé¢ Chelek-a 100 smola (
Biorad ) 20 minuta na 99 ° C u 10 % Chelek resenja. Uzorci kostiju su stajali u dekalcinatu u EDTA i kona¢no DNK
je izolovana pomoc¢u NucleoSpin ® pribora( Macherei - Nagel ). Uzorci fekalije i kose obradeni su u laboratoriji
koris¢enjem iskljucivo neinvazivnih uzoraka. DNK je izolovan iz fekalija koris¢enjem QIAampDNK mini pribora
(Qiagen) prema uputstvu za proizvodaca. Kosa DNK je izolovana uz pomo¢ Chelek-a, koristeci isti protokol kao i
za tkiva i krvi. Jedna ili dve negativne kontrole su koriSéene u svakoj seriji vadenja ne bi li otkrile mogucu
kontaminaciju.

Za sva Cetiri ispitivanja, skup mikrosatelite nuklearne DNK ( otprilike 14, 11, 13 ili 24 , ) kori$¢en je optimizovan
za skup multipleksa. Baiesian-ova analiza (STRUKTURA) za opisivanje jedinka u unapred definisanim
populacijama koriS¢ena je kao glavni instrument za statisticku procenu koja je kasnije kompletirana uz pomo¢
nekoliko metoda pejzazne genetike ( BARRIER , GENELAND ).

Rezultati i diskusija

Za slucaje ispitivanja genetskih razlika populacije crvenih jelena, koris¢eno je 564 uzoraka ( mekih tkiva i rogova )
i 14 mikrosatelitima lokusa je optimizovano u Cetiri multipleksa. Set uzoraka pokriva podrudje centralne i jugo-
isto¢ne Evrope, sa posebnim akcentom da prosvetli genetske razlike crvenih jelena sa Karpata i susednih teritorija sa
ciljem da istraz polozaj karpatskog crvenog jelena, Cervus elaphus montanus Botezat.

Taksonomsku polozaj karpatskog jelen je prvi opisao Botezat [ 4 ], i od tada se smatra podvrstom Cervus elaphus
montanus Botezat ( medutim, prema Grubb [ 8 ] ,ime montanus je taksonomski nevazec¢e ) . Dobroruka ( 1960) daje
geografsku raspodelu C. elaphus montanus koji je stigao do isto¢nog Karpata i Krima [ 5 ], a na drugoj strani ,
prema Grovesu i Grubbu ( 1987 ) do Baltika i juzne Madarske [7 ].

Pored veli¢ine tela, zoolozi i lovci su obratili paznju na veli¢inu i oblik trofeja, koji se krajem 19. i pocetkom 20.
veka smatra najve¢im u Evropi. Sli¢no tome, veli¢ina lobanje crvenih jelena poreklom sa isto¢nog Karpata puno je
veca nego ona iz zapadne Evrope. Prema Philipovicz-u ( 1961. ), duzina lobanje varirala je izmedu 47 i 50 cm Sirine
a Sirina jagodi¢ne kosti je varirala izmedu 15 i 18cm. Nasuprot tome, duzina lobanje zapadnoevropskog jelen
varirala je izmedu 42 i 43 cm a duzina lobanje karpatskog jelena bila veca za 15-20% [ 11].

Kranioloske analize su otkrile razlike izmedu karpatskih i zapadnoevropskim crvenih jelena u veli¢ini lobanje (
kao $to je izrazeno duzinom i Sirinom lobanje ) i nekim drugim karakteristikama . Prisustvo konveksnih nosnih
kostiju, kako su ranije tvrdili neki autori, da je tipican za karpatskog jelen, nije dokazano. Ovaj tip lobanje se javlja,
ali ne bas Cesto.

Genetska ispitivanja zasnovana na skupu od 311 jedinki i 12 mikrosatelitskih lokusa, pokazala su prilicno dobro
razlike karpatske populacije ( ukljuujuéi i susedne teritorije, odnosno Slovacke, Madarske i juzne Poljske ) u
odnosu na populacije poreklom iz Ceske (Krkonose ) i Poljske ( Sztralovo ). Ove razlike su pokazali da je statisticki
znacajno koristi BARRIER-u, kao i STRUKTURU softvera (sl. 1). Visok procenat karpatskih gena prikazan je
crvenom bojom, dok zapadno-evropski u zutom a sve tranzicione populacije plavom bojom.

Madarska populacija poreklom iz Zala je pokazala vise izraZene sli¢nosti sa karpatskom jelenom nego populacija iz
Baje, jer su mnogi jeleni premestene u region Zala tokom 19. veka [ 14].
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S1. 1 Rezultati strukturnih analiza ( broj grupa = 3 ) . Sve 311 jedinki je grupisano u grupe prema geografskom
poreklu, razli¢ite boje predstavljaju udeo gena u pojedina¢nim grupama ( Zuta - zapadnoevropska ; crveno - Karpata
i plava - tranzicijone grupe) .

Ispitivanja drugog slucaja su imala za cilj inter-specifi¢na strukturiranja populacija divljih svinja u okviru Evropskih
vrsta. Do sada, koristili smo 900 uzoraka i 11 microsatelita lokusa optimizovanih u ¢etiri multipleks PCR reakcije.
Ukupna procena pokazala je da obrazac masovnog genetskog strukturiranja populacije moze da 1i¢i na naprisustvo
podvrste kao $to se prvobitno tvrdilo, medutim , granice opsega ne poklapaju sa opsezima koji su opisani u literaturi.
Ocekivana granica izmedu pojave Sus scrofa Atila i SS scrofa se pomera mnogo vise ka zapadu i kreée se izmedu
granica Karpata i Herciniansa. J uinoevropska populacija takode pokazuje znacajnu genetsku struktu populacije [3].
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Sl. 2 Rezultati analize strukture populacije divljih svinja u Evropi-Sire istrazivanje.
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Ispitivanja treceg sli¢aja su bila usmerena na proucavanje populacije mrkog medveda duz Karpata . Koristili smo
ukupno oko 300 uzororaka tkiva iz zakonski dozvoljenih odstreljenih mrkih medveda u Slovackoj i nekih dodatnih
uzoraka dlake i fekalija, koji su kasnije uporedenju sa oko 120 uzoraka iz Grcke. Za analize, 13 mikrosatelita je
koris¢eno u tri multipleksa. Sve u svemu prikazana je razlika izmedu rumunske i slovacke populacije mrkog
medveda i u Slovackoj je doslo do odvajanja severnih i centralno slovackih populacija sa nekim migrantima. To je
bilo zbog fragmentacije pejzaza kao posledice izgradnje brane, autoputa i industrijske infrastrukture u dolini izmedu
visoke i niske Tatre [ 12 ], [ 13].
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Sl. 3 Rasparcanost populacije mrkog medveda sa Karpata ( prazan kvadrat - Rumunija ; puni kvadrati - isto¢na
Slovacka ; puni krugovi - Severna Slovacka i prazni krugovi - centralna Slovacka ) ( Straka i sar , 2012 .)

Konacéno, napravili smo poredenje populacije divokoza kojoj pripadaju cetiri podvrste - Rupicapra rupicapra
rupicapra R. R . Balcanica , R., R . tatrica i R. R . carpatica . Analizirali smo ukupno 395 uzoraka tkiva, ( kosti) i
koristi se 24 mikrosatelita optimizovanih za tri multipleks reakcije i dva singleplekesa. Razlika je prikazana izmedu
tri podvrste Rupicapra rupicapra rupicapra ( populacija 1-7 ), R., R . Balcanica ( populacija 10-11 ), R., R . tatrica
(populacija 13) , osim R.7. carpatica (populacija 12 ) za koji joS nismo dovoljno uzoraka . Neke populacije R.7.
Balcanica ( populacija 8-9 ) su okarakterisane primesama gena jedinke dve podvrste zbog translokacija zivotinja
radi odrzanja veli¢ine populacije i kvalitet trofeja. Posto su ove lokacije trenutno u nacionalnom parku Velebit,
izgleda da je tesko kontrolisati genetske Cisto¢e populacije i unapredi njihov konzervatorski status.
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Sl. 4 Rezultati strukturnih analiza populacije divokoze sa Alpa, Tatre i Balkana.

Zakljucak

Ispitivanja cCetiri slucaja, koja pokazuju ispitivanja geneticke strukture i razlike populacija divljih zivotinja (jelen,
divlja svinja, medved i divokoza) , pokazala su da je moguce Kkoristiti mikrosatelite na nuklearni DNK za
proucavanje razlika populacije na velikoj geografskoj skali i / ili filogeografski obrazac koji bi mogao da doprinese
razumevanju intra-specificne strukture i polozaja pojedinih nizih jedinica taksonomskih jedinica obi¢no opisanih u
proslosti na osnovu morfoloskih varijacija.

Pored analize koris¢enja nuklearnih mikrosatelita, bilo bi korisno da uporedimo date rezultate i sa obrascem
mitohondrijalne DNK varijacije . Ovo bi moglo da prosvetli istorijsku pozadinu sadas$njih populacija u vezi sa
migracionim procesima u periodu posle ledenog doba i/ ili nedavnim translokacijonim aktivnostima.
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