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Na obmog¢jih prisotnosti velikih zveri v Sloveniji se pojavljajo napadi na domace
rejne zivali. Vecina nastale $kode se avtomatsko pripisuje volkovom (Canis lupus),
¢eprav so lahko napadalci tudi psi (Canis familiaris). Na podlagi ogleda kadavrov
in okolice napada pogosto ne moremo zanesljivo dolo¢iti povzrocitelja. Cilj te
diplomske naloge je bil optimizacija genetske metode za razlikovanje med volkovi
in psi, s katero bi lahko iz bioloskih sledi zanesljivo dolocili napadalca. DNA, Ki
smo jo izolirali iz pasjih vzorcev dlak, smo pomnozili s §tirimi hkratnimi PCR. Z
Bayesovo metodo zdruzevanja v skupine smo genotipe psov in volkov z visokim
povpreénim delezem pripadnosti uvrstili v dve skupini, dva vzorca pa sta
nakazovala meSane genotipe. Analizo smo ponovili z razlicnim Stevilom lokusov in
ugotovili, da bi lahko vecino vzorcev uvrstili v izvorno skupino ze z dvema
lokusoma, z ve¢ lokusi pa smo dobili zanesljivejSo uvrstitev. UspeSnost metode
smo potrdili z rezultati faktorske korespondencne analize.
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Attacks on livestock in Slovenia are frequent in areas populated by large
carnivores. Most attacks are automatically attributed to wolves (Canis lupus),
although dogs (Canis familiaris) may also be responsible. Usually, cadaver
examinations and visual analysis of area surrounding the attack are inadequate to
confirm the predator. The aim of this graduation thesis was to optimize a method
for genetic differentiation between wolves and dogs, which could reliably
determine the attacker. To distinguish between wolf and dog genetic profiles, DNA
was isolated from dogs hair samples. Isolated DNA was amplified with four
multiplex PCR. We used the Bayesian clustering method to assign samples with
high average share of membership into two predefined groups; however, two
samples indicated mixed genotypes. Repeated analysis with different numbers of
loci indicated that most samples could be assigned to the original group with only 2
loci, but analysis with multiple loci gave more reliable assignment. We verified
assignment with factorial correspondence analysis.
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1 UvOD

Na obmo¢jih pojavljanja volkov (Canis lupus) v Sloveniji se Zivinorejci soo¢ajo s pokoli
domacih pasnih zivali, predvsem drobnice. Najpogosteje je vzrok napada slabo varovana
drobnica, plenilec pa je le redko opazen. Na obmocjih pojavljanja volkov so prisotni tudi
psi (Canis familiaris), ki so lahko prav tako napadalci drobnice, vendar se vsi napadi

pripisujejo volkovom.

Na podlagi ogleda kadavrov napadenih zivali in uporabe patoanatomskih metod se
napadalca ne da z gotovostjo dolociti. Volkovi so bolj izkuseni lovci kot psi, sledi, ki jih
pustijo za seboj pa navadno niso dovolj jasne, da bi jih lahko z gotovostjo potrdili kot
napadalce (Cerne in sod., 2011). Tudi razlikovanje z genetskimi metodami ni enostavno,
ker sta si pes in njegov prednik volk sorodstveno blizu. Pravilna identifikacija napadalca je
lahko tudi v ekonomskem interesu drzave, saj rejcem pripada odskodnina za izgubo
drobnice le v primeru, ¢e so napadalci volkovi. S tem bi se lahko preprecile zlorabe, kadar
rejci za pokole drobnice neupraviceno in brez neposrednih dokazov krivijo volkove. Na
podlagi pokolov drobnice se odreja tudi letni odstrel volkov z namenom preprecitve skod,
vendar trajnostni odstrel volkov naceloma ne vpliva na zmanjSevanje $kode pri reji
domacih zivalih (Krofel in sod., 2011). Pravilna identifikacija napadalcev je zato

predpogoj za uinkovito varstvo in upravljanje z volkovi.

Na porocju genetskega razlikovanja med volkovi in psi je bilo opravljenih ve¢ Studij
(Andersone in sod., 2002; Caniglia in sod., 2013; Godhino in sod., 2011; Kopaliani in sod.,
2014; Lorenzini in sod., 2014; Sundqvist in sod., 2008), vendar nobene na volgji
populaciji, ki se pojavlja na obmocju Slovenije. V preteklih Studijah so razlicne
raziskovalne skupine opravile analize z razlicnimi genetskimi oznacevalci, kar otezi
primerjavo rezultatov med laboratoriji. Za identifikacijo osebkov so v teh studijah

uporabili 10-15 genetskih oznacevalcev (Groot in sod., 2016).
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1.1 VOLKOVIV SLOVENUI'IN SVETU

Od leta 1995 so vol¢&ji tropi ponovno stalno prisotni na obmocju Slovenije (Slika 1) in
predstavljajo severozahodni del dinarsko-balkanske populacije. Njihovo zivljenjsko
obmocje so strnjeni jelovo-bukovi (Omphalodo-Fagetum) gozdovi visokega krasa na
Kocevskem in Notranjskem ter zarasceni travnati predeli nizkega krasa na Primorskem
(Jonozovi¢, 2003). Na Primorskem poseljujejo obmocje Slavnika, Vremscice in Kraskega

roba. Volkove so opazili tudi v Triglavskem narodnem parku (Marence, 2010).

" trop Slavnik

trop Vremsgica-Nanos
[Jtrop Rog
¥ Jtrop Javorniki
“trop Gomance
trop Snjeznik
[_Itrop Gotenica
[ trop Risnjak
2 [Jostali tropi

o "B

- . y : - : - 7, 3 A
0_5_10 20 30 40 ) I € I‘] J\f-y

Slika 1: Prostorska razporeditev vol¢jih tropov v Sloveniji in sosednji Hrvaski (Poto¢nik in sod., 2014).

Volkovi naseljujejo celotno severno zemeljsko poloblo — Severno Ameriko in Evrazijo. Na
Japonskem sta dve podvrsti izumrli v zacetku 20. stoletja. V preteklosti so zaradi
preganjanja volcje populacije na velikem delu obmocja razsirjenosti izginile, v zadnjih 20
letih pa je zacelo $tevilo vol¢jih populacij narascati, povecuje pa se tudi obmocje njihovega
pojavljanja. Za narascajoco Stevil¢nost je odgovorno predvsem dejstvo, da je volk v
mnogih drzavah popolnoma zavarovana vrsta in da se je zmanjSal odklonilni odnos ljudi

do volkov (Boitani, 2000).
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V vzhodni Evropi so vol¢je populacije prisotne v Karpatih, na Balkanskem polotoku, na
Poljskem in njenih vzhodnih sosednjih drzavah. V centralno-zahodni Evropi so obmocja
raz§irjenosti razdrobljena, populacije pa so pogosto majhne in izolirane, vol¢je populacije
so prisotne na Pirenejskem polotoku (Kaczensky in sod., 2012), iz italijanskih Apeninov pa
se volkovi vracajo tudi v Alpe (Boitani, 2000; Fabbri in sod., 2007; Randi, 2011).

1.2 NAPADI PLENILCEV NA DOMACE ZIVALI

Volk je plenilec, klasi¢ni mesojed, ki se prehranjuje priloznostno z vsem, kar najde v
svojem habitatu (Jonozovi¢, 2003). Glavna hrana volka v Sloveniji so veliki rastlinojedi
sesalci, predvsem jelenjad, srnjad, divji prasi¢i in domace Zivali. Zaradi plenjenja divjadi
lovci pogosto obravnavajo volka kot tekmeca, predvsem na obmocjih, kjer je populacijska

gostota srnjadi in jelenjadi nizja (Krofel in Kos, 2010).

Najpogostejsi vzrok za napade na domace zivali je nevarovana ali slabo varovana Zivina,
saj volkovi pri plenjenju izkori$¢ajo priloznosti, ki so jim dane (Mech in Boitani, 2003).
Vendar pa so lahko vzrok tudi drugi dejavniki: povecan obseg intenzivne reje drobnice na
obmod¢ju pojavljanja volka, habituacija volkov na plenjenje drobnice in sprememba v
razporeditvi ter Stevilénosti volkov (Krofel in Kos, 2010; Krofel in sod., 2011). Krofel in
sod. (2011) so izpostavili tudi moznost nacrtnih zlorab odskodninskega sistema s strani

rejcev, Ki so brez neposrednih dokazov napade pripisali volkovom.

Enega glavnih izzivov upravljanja z volkom v Sloveniji predstavlja Skoda, ki jo volk
povzro€a v kmetijstvu in Zivinoreji, predvsem reji drobnice. Uc¢inkovitost odSkodninskih
programov za sanacijo Skode, ki nastane zaradi napadov plenilskih Zzivali, je pogosto
vprasljiva. Sistem kompenzacije Skode ni usmerjen k boljsi zasciti domacih zivali in ne
nudi dolgoro¢ne resitve problematike napadov (Boitani, 2000). Poleg tega se letni odstrel

volkov v Sloveniji prilagaja pogostosti napadov na domace Zivali (Cerne in sod., 2010).
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Javnomnenjska raziskava na obmocju stalne in obCasne prisotnosti volkov v Sloveniji, Ki
sta jo opravili Marinko in Maji¢ Skrbinsek (2011), je pokazala zelo odklonilno stalisce
rejcev drobnice do volkov. Rejci so izrazili negativno staliS¢e do zavarovanja vol¢jih
populacij izven obmocij gozdov in prepricanje, da so volkovi glavni povzrocitelji
ekonomske Skode pri reji drobnice. Poleg volkov so kot Skodljive zveri navedli tudi
medvede (Ursus arctos), rise (Lynx lynx) in potepuske pse. Avtorici raziskave poudarjata,
da je obstoj volkov v Sloveniji odvisen od mnogih dejavnikov, med drugim tudi od mnenja

javnosti in odnosa druzbe do volka ter upravljanja z njim.

Volkovi se lahko pojavljajo v blizini bivali$¢, kjer so prisotni tudi domaci psi. Mozni
povzrocitelji $kodnih primerov na obmocju pojavljanja volka so lahko tudi podivjani,
prosto spuséeni psi ali krizanci med volkom in psom (Cerne in sod., 2010). Plenilci
drobnice so navadno redko opazeni, pravilno identifikacijo povzrocitelja Skode, z uporabo
patoanatomskih metod, pa otezujejo tudi pogosto nejasne sledi, ki jih napadalec pusti na

kadavrih domacih Zivali ali v okolici napada (Cerne in sod., 2011).

Pravilna identifikacija napadalca je lahko tudi v ekonomskem interesu drZave, saj rejcem
pripada odskodnina za izgubo drobnice, & so napadalci volkovi. Ce je za pokol drobnice
kriv pes, jim le-ta ne pripada, s tem pa so rejci spodbujeni k laganju pri prijavi napadalca in
zlorabi drzavnih finan¢nih sredstev (Caniglia in sod., 2013; Sundqvist in sod., 2008).
Posledi¢no, je razvoj metod za to¢no in natan¢no identifikacijo ter razlikovanje med
plenilci drobnice, predvsem volkovi in psi, nujen za korektno varstvo in upravljanje z

volkovi.

1.3 UDOMACITEV VOLKA

Po vec desetletjih Spekulacij so na podlagi obseznih raziskav vedenja, morfologije in
molekularne biologije potrdili, da je volk edini prednik domacega psa. Na podlagi analiz
mitohondrijske DNA, poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (MHC) in kratkih
tandemskih ponovitev so dolocili obmogje izvora psa, vzhodno Azijo (Vila in sod., 1997;

Savolainen in sod., 2002; Parker in sod., 2004). Lokacijsko pa so dogodek postavil na
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Kitajsko, juzno od reke Jangce, saj so bile analizirane pasme iz tega obmocja veliko bolj
raznolike. Vendar je ena izmed zadnjih raziskav, ki pa so jo opravili Frantz in sod. (2016),
pokazala, da je udomacevanje neodvisno potekalo tudi na obmocju zahodne Evrazije. Na
podlagi polimorfizmov posameznega nukleotida (SNP) so potrdili, da je udomacevanje
volkov potekalo na razlicnih obmogjih, v razli¢nih ¢asovnih obdobjih in iz dveh lo¢enih
vol¢jih populacij (Frantz in sod., 2016). Pang in sod. (2009) so na podlagi analiz ve¢ kot
1.500 vzorcev iz celega sveta postavili sklep, da so se domaci psi pojavili pred priblizno
16.300 leti.

Raznolikost pasjih pasem je najverjetneje posledica veckratnega procesa udomacevanja
volkov, povratnega krizanja z divjimi populacijami, parjenja v sorodstvu, genetske
variabilnosti predniskih populacij volka in kasnejSih mutacij, ki so nastale v kratkem ¢asu

udomacevanja (Ostrander in Wayne, 2005; Vila in sod., 1997).

1.4 INTERAKCIE MED VOLKOVI IN PSI

Volk in pes sta bila v preteklosti podvrzena razlicnim evolucijskim procesom, med njima
pa Se vedno prihaja do interakcij: krizanja, sobivanja, prenosa bolezni, lahko sta v
kompeticiji za naravne vire oziroma v odnosu plen-plenilec (Lescureux in Linnell, 2014;
Vila in Wayne, 1999). Pse so poleg varovanja uporabljali tudi za lov na volkove, pri tem pa
je lahko prihajalo tudi do vol¢jih napadov na pse (Lescureux in Linnell, 2014). Predvideva
se, da so za varovanje domacih Zivali pse zaceli uporabljati na obmocju Evrazije, pasme
psov pa so bile pogosto rezultat specifine selekcije. Karakteristike psov, ki se jih
uporablja za varovanje domacih Zzivali, so najverjetneje rezultat prilagoditve na sezonske
selitve, zivljenje v visokogorju, soocanje s prostozivec¢imi zvermi in selekcije vedenjskih

lastnosti, ki so jih opravili pastirji (Coppinger in Coppinger, 2005).
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1.4.1 KriZanje med volkom in psom

Pri zaCetkih udomacevanja volka je bil pogost pretok genov med vol¢jimi populacijami in
zgodnjimi pasjimi populacijami. Morfolosko si volk in zgodnja oblika psa nista bila zelo
razli¢na (Lescureux in Linnell, 2014), zato je med njima pogosto prihajalo do parjenja.
Vrste znotraj druzine psov (Canidae) se lahko med seboj parijo in imajo plodne potomce.
Domaci pes in volk imata enak Kariotip, lahko se parita in imata plodne potomce ob
parjenju bodisi v ujetniStvu bodisi v naravi (Vila in Wayne, 1999). Volkovi, prosto
spusCeni ali divji psi pogosto uporabljajo razli¢éne ekoloSke nise, med njimi pa vseeno
prihaja do interakcij. Krizanje med divjimi in udomacenimi vrstami lahko predstavlja
veliko groznjo naravnim populacijam. PrenaSanje »udomacenih genov« v naravne
populacije lahko ogrozi genetski sklad divjih populacij (Gottelli in sod., 1994), ogrozi
lokalno adaptacijo ali poveca genetsko homogenizacijo (Godinho in sod., 2011; Rymer in
Simberloff, 1996). Godinho in sod. (2011) so izpostavili tudi moznost izumrtja vrste v

primeru krizanja in s tem stabilnega vklju€evanja pasjih genov v vol¢ji genom.

V Gruziji so izpostavili predvsem problem krizanja med ovcarskimi psi in volkovi. Na
podlagi analize mitohondrijske DNA (mtDNA) so ugotovili, da ima 10 % volkov in 20 %
psov bliznje sorodstvo v nasprotni skupini, za 2-3 % osebkov pa so z visoko verjetnostjo

potrdili, da so krizanci prve generacije (Kopaliani in sod., 2014).

Glede na zgodovinske zapise so pse in volkove v preteklosti nacrtno parili, danes pa
obstajajo tudi registrirane pasme, ki so rezultat teh krizanj. Tak$ni pasmi sta ¢eskoslovaski
in saarloski vol¢jak. V nekaterih drzavah so te pasme prepovedane, predvsem zaradi
ogrozanja ljudi in ne zaradi povratnih krizanj z volkovi. Le-ta potekajo tudi v naravi in
predstavljajo pere¢ problem v Italiji, Spaniji, Latviji in Estoniji (Andersone in sod., 2002;
Godinho in sod., 2011; Hindrikson in sod., 2012; Lorenzini in sod., 2014).



Boljte B. Razlikovanje genetskih profilov volkov ... s pomo¢jo kratkih tandemskih ponovitev DNA. 7
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

1.5 METODE ZA DOLOCANIJE GENETSKE VARIABILNOSTI

Genetske metode so z napredkom tehnologije postale uporabnejse, cenovno ugodnejSe in
posledi¢no se je njihova uporaba razsirila. Omogocajo vpogled v populacijske procese,
genetsko pestrost, identifikacijo posameznih osebkov in populacij (DeYoung in Honeycutt
2005). Imajo pa tudi svoje prednosti, slabosti in dolo¢ene omejitve (Hedrick, 1999). V
vecini primerov, podatki pridobljeni z genetskimi metodami, postanejo uporabni Sele v
kombinaciji z drugimi podatki in drugimi metodami (DeYoung in Honeycutt, 2005). K
vedji uporabnosti genetskih metod je pomembno prispeval tudi napredek v racunalniski
tehnologiji, ki je omogo¢il statisti¢ne pristope kot so najvecja verjetnost, Bayesova metoda
zdruzevanja v skupine (ang. Bayesian clustering) in randomizacija markovske verige po
metodi Monte Carlo (ang. Markov Chain Monte Carlo — MCMC). Ti novi pristopi

omogocajo analizo vec¢ podatkov v krajsem ¢asu (Selkoe in Toonen, 2006).

1.5.1 Neinvazivno vzor¢enje

Z neinvazivnim vzorcenjem bioloskih sledi lahko pridobimo podatke o prostozivecih
populacijah brez lova, dotikanja ali opazovanja zivali (Taberlet in sod. 1999; Waits in
Paetkau, 2005). 1z mesickov dlak, sline, iztrebkov, urina in drugih bioloskih sledi, ki jih
zivali pustijo za seboj, lahko izoliramo genetski material, ki ga nato uporabimo v
raziskavah etologije, varstvene biologije in populacijske genetike (Taberlet in sod., 1999).
Neinvazivno vzor¢enje je postalo zelo razsirjeno na podro¢ju populacijske genetike, saj s
tem pristopom ne vznemirjamo zivali v njihovem naravnem okolju (Taberlet in Luikart,
1999). Izolacija DNA iz mesi¢kov dlak za namene genotipizacije je uveljavljena metoda
tudi v forenzi¢nih raziskavah, koli¢ina izolirane DNA pa je lahko manjsa, kot v vzorcih

urina, brisov sline ali krvi (Ghatak in sod., 2013).

Pri vzor€enju in analiziranju neinvazivnih vzorcev je treba upostevati in zmanjsati moznost
napak pri shranjevanju vzorcev, izolaciji in pomnozevanju DNA. Genotipske napake
najveckrat nastanejo zaradi razlik v zaporedju DNA, nizke kvalitete in kolicine DNA v

vzorcu, biokemijskih nepravilnosti in napak raziskovalca (Pompanon in sod., 2005). Pri
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neinvazivnih vzorcih predstavlja najvecji problem kontaminacija vzorcev. Zato ima velik
pomen pazljivost pri vzoréenju, shranjevanju vzorcev, delu v laboratoriju in analizi
podatkov. Pri analizah je treba ¢im bolj zmanjSati napake pri dolocanju genotipov
(Taberlet in Luikart, 1999). Poleg pazljivosti in doslednosti pri delu je treba opraviti
analize z ustreznim S$tevilom lokusov v ve¢ ponovitvah, da lahko zanesljivo potrdimo
genotipe (Taberlet in Luikart, 1999; Waits in Paetkau, 2005; Williams in sod., 2003).

1.5.2 Mikrosateliti — kratke tandemske ponovitve

Kratke tandemske ponovitve so prisotne v genomu vseh znanih organizmov. Njihova
uporaba se je razSirila v zadnjih treh desetletjih, saj so se izkazali kot zelo vsestransko
molekularno orodje. Uporabni so tako za identifikacijo posameznih osebkov kot tudi za
sledenje populacijam skozi daljse ¢asovno obdobje, raziskovanje genetske variabilnosti,
pretoka genov, filogenetskinh odnosov, socialne strukture in v forenzi¢nih preiskavah
(Chambers in MacAvoy, 2000; Waits in Paetkau, 2005).

Kratke tandemske ponovitve na splosno imenujemo tudi mikrosateliti ali STR (ang. short
tandem repeats). Osnovna enota (motiv) od enega do Sest baznih parov Se ponovi v
tandemu od 5 do 50-krat. Variacija med razli¢nimi aleli je posledica razlike v $tevilu
ponavljajo¢ih enot, zato se aleli razlikujejo v dolZzini; tandemsko ponavljajo¢ se
polimorfizem je znan tudi kot dolzinski polimorfizem. Kratke tandemske ponovitve so
trenutno najbolj razsirjene pri analizah genetskih polimorfizmov, saj se lokusi s STR
nahajajo na vseh avtosomalnih in tudi spolnih kromosomih. Njihova uporaba se je razsirila

zaradi naslednjih prednosti (Goodwin in sod., 2007):

so cenovno dostopni in enostavni za analiziranje,

- analiziramo lahko zelo raznolike bioloske vzorce,

- rezultate lahko primerjamo z ostalimi laboratoriji,

- istoCasno lahko analiziramo veliko Stevilo lokusov,

-z genetskim materialom iz majhnega Stevila celic lahko naredimo uspeSne analize,

- selekcijski pritisk ne vpliva na veliko Stevilo kratkih tandemskih ponovitev.
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Najpogosteje se pri analizah uporabljajo di-, tri- ali tetranukleotidi. Tar¢ne odseke DNA se
pomnozi s PCR (verizna reakcija s polimerazo, ang. polymerase chain reaction), nato pa se
jih lo¢i glede na dolzino fragmentov. Na podlagi analiziranja pasem psov so pokazali, da
so kratke tandemske ponovitve kodominantne in se dedujejo po Mendlovih zakonih. Na
splosno so mikrosatelitni lokusi visoko polimorfni v naravnih populacijah, s pri¢akovano

heterozigotnostjo nad 50 % (Jarne in Lagoda, 1996).

Rezultate, pridobljene z analizami mikrosatelitov je med razlicnimi raziskovalnimi
skupinami tezko primerjati. Dolzine alelov, ki se jih dolo¢i po PCR, so odvisne od
izkuSenosti raziskovalca, saj je njihovo dolo¢evanje subjektivno. Razlike v dolzinah alelov
med posameznimi raziskovalnimi skupinami pa nastaneju tudi zaradi razlicnih zacetnih
oligonukleotidov, ki se jih uporablja za pomnoZevanje enakih mikrosatelitnih lokusov

(Groot in sod., 2016).

1.6 IDENTIFIKACIJA NAPADALCEV DOMACIH ZIVALI Z UPORABO
GENETSKIH OZNACEVALCEV

Identifikacijo napadalcev na podlagi neinvazivnega vzorCenja (odvzema brisa sline iz
ugriznih ran) so opravili v ve¢ $tudijah. Uspesnost identifikacije je odvisna od ¢asa, ki je
minil od napada do vzorcenja iz kadavra, od Stevila odvzetih vzorcev, usposobljenosti
vzorCevalca, mesta odvzema vzorca in vremenskih pogojev. Identifikacija se je izkazala za
najzaneslivejSo, ¢e so bili vzorci sline iz ugriznih ran odvzeti v 24 urah od napada
(Andersen in sod., 2015; Caniglia in sod., 2013; Leon, 2012). Poleg identifikacije
napadalcev so raziskali tudi smer krizanja med volkovi in psi. V Spaniji so pokazali, da so
bili njihovi osebki produkt krizanja med volkuljo in psom (Godinho in sod., 2011), v
Estoniji pa so z analizo kontrolne regije mtDNA (mitohondrijske DNA) opazili, da je

krizanje poteklo med volkom in psico (Hindrikson in sod., 2012).

V nasprotju z mtDNA se kratke tandemske ponovitve, ki so znacilne samo za kromosom Y,
dedujejo po ocetu. Kromosom Y vsebuje manj polimorfnih mest v primerjavi z ostalim

genomom, saj med mejozo po vecini dolzine kromosoma Y ne prihaja do rekombinacij.
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Najveckrat uporabljena oznacevalca na kromosomu Y sta MS34A/B in MS41A/B. Z
oznacevalci, ki se vezejo specifiéno na spolne kromosome, S0 dolo¢ili dva samca, Ki sta
najverjetneje ponovno ustanovila populacijo volkov v Skandinaviji. (Sundgvist in sod.,
2001). Ti oznacevalci omogocajo tudi boljse prepoznavanje smeri krizanja in doloCitev

izvora krizancev (Godinho in sod., 2011).

Najve¢ raziskav na podrocju lo¢evanja in identifikacije povzrociteljev napadov na domace
zivali je bilo narejenih v Italiji. Uspesno so dolocili povzrocitelja napada na podlagi 12
avtosomalnih mikrosatelitnih lokusov, sekvenc kontrolne regije mtDNA in mikrosatelitov,
ki so specifi¢ni za kromosom Y (Caniglia in sod., 2013). Lorenzini in sod. (2014) so na
podlagi 18 lokusov, ki so jih razdelili v pet hkratnih PCR, uspesno dolo¢ili tudi krizance
med volkom in psom. Na Svedskem so za dolo¢itev napadalcev na drobnico uporabili
osem avtosomalnih mikrosatelitnih lokusov in uspesno dolocili psa kot napadalca. Na
podlagi rezultatov njihove raziskave so podali zakljucek, da je Ze Sest mikrosatelitnih
lokusov dovolj za uspesno razlikovanje med volkom in psom, vendar bi v primeru uporabe
ve¢ mikrosatelitov dobili jasnejSo lo¢itev (Sundqvist in sod., 2008). Razli¢ne raziskovalne
skupine v Evropi so uporabile povprecno 10-15 lokusov v posamezni raziskavi. Skupno pa
je bilo za raziskave volc¢jih populacij v Evropi uporabljenih 118 mikrosatelitnih lokusov
(Groot in sod., 2016).
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1.7 CILJI NALOGE

Diagnostiko za molekularno razlikovanje med volkovi in psi je treba prilagoditi lokalnim
pupulacijam, zato je bil cilj te diplomske naloge uvedba postopka za genetsko razlikovanje
med volkovi in psi v slovenskem prostoru. Optimizacijo metode identifikacije
povzrociteljev $kod v Zzivinoreji smo izvedli z analizo 40 mikrosatelitnih lokusov. Z
multivariantnimi statistiénimi pristopi smo Zeleli preveriti ustreznost izbranih lokusov za

locevanje in preveriti prisotnost krizancev med analiziranimi vzorci.
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2 MATERIAL IN METODE

Za razlikovanje genetskih profilov volkov in psov se najveckrat uporabljajo vzorci tkiv,
iztrebkov, urina ali krvi. V okolici napada na zivino lahko kot posledico boja najdemo tudi
dlake napadalca. V sklopu naSih analiz razlikovanja genetskih profilov smo uporabili
genetski material iz vzorcev dlak, sline in tkiv. V nadaljevanju je opisan postopek
doloCanja genotipov iz vzorcev dlak psov in primerjava genotipov volkov in psov.
Genotipe iz vol¢jih tkivnih vzorcev in vzorcev sline psov so dolo¢ili v predhodnih analizah
in so shranjeni v podatkovni zbirki raziskovalne skupine za ekologijo zZivali na Oddelku za

biologijo.

2.1 ZBIRANJE VZORCEV

Pri zbiranju vzorcev dlak psov smo se osredoto¢ili na obmocje pojavaljanja volka,
obmocje severne Primorske in Kocevskega. V sodelovanju z Veterinarsko postajo
Ljubljana smo pasje dlake zbirali na terenskem cepljenju psov v 19 vaseh: Dvorska vas,
Retje, Male Lasc¢e, Veliki Osolnik, Sentjoét, Hrusevo, Zelimlje, Vrh, Gradisce, Zapotok,
Visoko, Iska vas, Vrbljenje in TomiSelj. Na Veterinarski postaji Kocevje pa so veterinarji
zbirali dlake v ambulanti in nam poslali Se vzorce iz Kocevja, KocCevske Reke, Dolenje
vasi, Stare cerkve in Ribnice. Obmod¢ja vzor¢enja pasjih dlak so prikazana na sliki 2.

Skupno smo zbrali 98 vzorcev pasjih dlak.
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Slika 2: Zemljevid Slovenije z oznadenimi kraji vzoréenja pasjih dlak.

Dlake smo izpulili s pinceto in jih shranili v papirnate pisemske ovojnice. Na ovojnice smo
zabelezili podatke o osebkih (datum odvzema vzorca, lokacijo odvzema, obarvanost
kozuha, velikost, pasmo, ime in spol). Pinceto smo med posameznim jemanjem vzorcev
pomogcili v 70 % etanol in jo ozgali z ognjem. Papirnate pisemske ovojnice smo shranili na
sobni temperaturi, v vrecki s silikagelom. Posamezni vzorec smo oznacili s Sest-mestno

specifi¢no laboratorijsko kodo in ga vnesli v podatkovno bazo.

Med zbranimi vzorci dlak psov smo izbrali tiste vzorce, ki so bili za nase analize najbolj
zanimivi in so prikazani v prilogi A. Izbrali smo si kriterije, za katere smo predvidevali, da
nam bodo pomagali pri nadaljnjem dolocanju povzrociteljev Skod na drobnici v
slovenskem prostoru. VVzorce smo izbirali glede na prostorsko razporeditev, velikost pasme
(velike rasti) in meSance. Zeleli smo zajeti ¢im vedjo genetsko variabilnost psov in
najpogostejSe pasme v obmocju pojavljanja volka, s fenotipsko podobnim ugrizom.
Omejujoci dejavnik pri izbiri vzorcev za izolacijo DNA in nadaljnje analize, je bilo Stevilo
izpuljenih mesickov, saj se je velikokrat izkazalo, da jih je bilo premalo za uspe$no
izvedbo analiz. Koncentracija in kvaliteta izolirane DNA iz dlak, ki tekom fizioloskega

procesa rasti odpadejo same, sta pogosto neustrezni za nadaljnje analize. Del vzorcev dlak



Boljte B. Razlikovanje genetskih profilov volkov ... s pomo¢jo kratkih tandemskih ponovitev DNA. 14
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

smo zbrali na terenskem obhodu veterinarjev, kjer smo dlake izpulili z namenom, da bi si
zagotovili ¢im boljSo kvaliteto in koli¢ino izolirane DNA. Za del vzorcev, ki so nam jih
poslali iz veterinarske postaje in jih nismo sami vzor¢ili, ne moremo z gotovostjo trditi, da

je bil njihov odvzem skladen s priloZenimi navodili.

2.2 1ZOLACIJA DNA IZ MESICKOV DLAK

Izolacijo DNA iz meSi¢kov dlak smo naredili na Oddelku za biologijo, v laboratoriju za
neinvazivno genetiko. Laboratorij je lo¢en od prostorov, ki so namenjeni izolaciji DNA iz
tkivnih vzorcev in delu s produkti PCR. V laboratoriju je vzpostavljen enosmerni pretok
materiala med posameznimi koraki analize in prepovedan vnos visoko koncentrirane DNA.
V posamezni seriji smo naredili izolacijo 23 vzorcev in ene negativne kontrole, s ¢imer

smo zeleli prepreciti moznost zamenjave vzorcev

DNA iz meSickov dlak psov smo izolirali s komercialnim izolacijskim kompletom
GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (G1IN70, Sigma-Aldrich, Nem¢ija).
Navodila proizvajalca za izolacijo DNA iz tkiv smo za nas$ tip vzorca ustrezno spremenili.
V protokolu proizvajalca je predlagani ¢as inkubacije za tkiva, z dodanim liznim pufrom
(Lysis T) in proteinazo K, od dve do §tiri ure. Mi smo po pripravi 1,5 ml mikrocentrifugirk,
ki so vsebovale lizni pufer, deset mesickov dlak in proteinazo K, vzorce inkubirali ¢ez no¢
v stresalnem inkubatorju pri 55 °C. Iz 200 ul kon¢nega volumna izolirane DNA, smo
pripravili 60 pl alikvote, za nadaljnje pomnozevanje s PCR. S tem smo preprecili
veckratno odmrzovanje vzorca in ohranili visoko integriteto DNA. lzolirano DNA in

alikvote smo shranili na -20 °C.
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2.3 POMNOZEVANIJE DNA S PCR

DNA, izolirano iz pasjih vzorcev, smo pomnozili s Stirimi hkratnimi PCR, ki smo jih
oznacili z MultiD, MultiE, MultiF in MultiFinn. V posamezen hkratni PCR smo pare
specificnih zacetnih oligonukleotidov razporedili glede na optimalno temperaturo
prileganja in dolzinskega razpona alelov (Preglednica 1). Eden od para je bil oznacen s
fluorescentnim barvilom. Uporabili smo modro (6-FAM), rde¢e (PET), rumeno (NED) in
zeleno (VIC) barvilo. Uporabljen dolzinski standard GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size
Standard (4322682, Applied Biosystems, ZDA) je bil oznac¢en z oranznim barvilom (LIZ).
Za pomnozevanje DNA smo uporabili komplet QIAGEN Multiplex PCR Kit (206143,
Qiagen, Nemcija). Posamezna 10 pul reakcija je vsebovala: 1 pl izolirane DNA, zacetne
oligonukleotide v to¢no dolo¢enih koncentracijah (Preglednica 1), vodo, Taq polimerazo,

mesanico dNTP, magnezijeve ione in reakcijski pufer.
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Preglednica 1: Konéne koncentracije zagetnih oligonukleotidov v posamezni PCR.

Hkratni

PCR Ime? Koncentracija (UM)?  Hkratni PCR  Ime! Koncentracija (UM)?

MultiD CPH9 0,19 MultiFinn AHTK211 0,10
CPH8 0,40 CXX279 0,05
SRY 0,08 INUO55 0,07
CPH12 0,15 REN169018 0,05
C20_253 0,08 REN54P11 0,05
C09_250 0,25 AHT137 0,30
FH2010 0,08 AHTh260 0,25
CPH5 0,10 AHTK253 0,05
CPH7 0,10 INRA21 0,20
Cxx_121 0,29 REN169D01 0,05
FH2145 0,35 AHT121 0,29
CPH2 0,17 AHTh171 0,40

MultiE FH2004 0,21 FH2054 0,10
FH2088 0,37 REN162C04 0,40
FH2096 0,08 REN247M23 0,30
CPH6 0,10 amelogenin 0,05
CPH4 0,47 FH2848 0,20

MultiF FH2137 0,20 INUOOS 0,20
CPH22 0,33 INU0O30 0,20
VWEF 0,30
Cxx_123 0,35

! Tme zacetnega oligonukleotida
2 Kon¢na koncentracija zaletnega oligonukleotida v PCR, ki je bila enaka za smiselne (F, ang. forward) in

protismiselne (R, ang. reverse) zacetne oligonukleotide

PCR smo izvedli v 96-lukenjskih mikrotitrskih plos¢ah z napravo Eppendorf MasterCycler

EP Gradient (Eppendorf, Nemcija). Na podlagi razporeditve zacetnih oligonukleotidov v

hkratnem PCR, smo prilagodili $tevilo ciklov in temperaturo prileganja (Preglednica 2) za

posamezen PCR. Pri pomnoZevanju DNA, ki smo jo izolirali iz meSickov dlak, smo v

primerjavi s protokoli za tkiva, povecali Stevilo ciklov, saj pri manjSem Stevilu ciklov

nismo dobili zaznavnega produkta oziroma je bil le-ta nejasen. VVzorce smo na mikrotitrsko

plosco nanesli z osemkanalno pipeto v vsaj dveh ponovitvah.



Boljte B. Razlikovanje genetskih profilov volkov ... s pomo¢jo kratkih tandemskih ponovitev DNA. 17
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

Preglednica 2: Protokoli za posamezne hkratne PCR.

MultiD MultiE MultiF MultiFinn
Zacetna denaturacija  95°C  15min  95°C 15min  95°C 15min 95°C 15min
Stevilo ciklov 45 45 44 50
Denaturacija 94 °C 30s 94 °C 30s 94 °C 30s 94°C 30s
Prileganje 55°C 90s 619°C 90s 495°C 90s 60°C 90s
Podaljsevanje 72°C 1min 72°C 1min  72°C 1min 72°C 1min
po(ﬁ%rgisgnje 60°C 30min 60°C 30min 60°C 30min 60°C 30 min

4°C 10 min 4°C 10min 4°C 10min 4°C 10 min
14 °C o0 14 °C o0 14 °C o0 14 °C w0

Po konc¢ani PCR smo po 1 pl posameznega produkta prenesli v 9 ul mesanice formamida
in dolzinskega standarda GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard (4322682, Applied
Biosystems, ZDA) na 96-lukenjsko plos¢o. Vzorce na plos¢i smo $tiri minute denaturirali
pri 95 °C in jo po konc¢ani denaturaciji prenesli na led. Ohlajene vzorce smo nato analizirali

na sekvenatorju ABI 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ZDA).

2.4 DOLOCANIJE GENOTIPOV

Dolzine alelov za posamezne mikrosatelitne lokuse smo dolocali s 16 kapilarnim
sekvenatorjem ABI 3130xlI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ZDA). lzpise
(elektroferograme) iz sekvenatorja smo analizirali z racunalniskim programskim orodjem
GeneMapper (Applied Biosystems, ZDA). Genotipe smo sprejemali na podlagi algoritma,
ki so ga razvili Skrbinsek in sod. (2007) in temelji na metodi najveéjega verjetja. Po
pomnoZzevanju tarénih odsekov DNA so bili genotipi nekaterih vzorcev nepopolni oziroma
nismo dobili nobenega PCR produkta. Kljub veckratnemu pomnoZevanju in povecanju
Stevila ciklov pri PCR, dolo¢enih vzorcev v analizah nismo mogli uporabiti. Za statisti¢ne
analize, lo¢evanje skupin in uvrs¢anje osebkov v skupine je pomembno, da so genotipi ¢im

bolj popolni. S tem se prepreci napake pri obdelavi podatkov in interpretaciji rezultatov.
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2.5 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Za nadaljnje statisticne analize smo izbrali genotipe 65 volkov in 46 psov, ki so imeli
ustrezen nivo pomnozevanja mikrosatelitnih lokusov, z relativno popolnimi genotipi. Med
vsemi mikrosatelitnimi lokusi, ki smo jih uporabili v analizah smo izbrali tiste, ki so bili za
lo¢evanje med volkovi in psi najprimernejsi. Primernost posameznih lokusov smo opisali z

ve¢ statisti¢nimi parametri.

2.5.1 Izracun parametrov populacijske genetike

e Frekvenca alela (Fx). Za vsak lokus smo izracunali frekvenco posameznega alela
z enacbo 1. N predstavlja Stevilo osebkov, Nx Stevilo homozigotnih osebkov in Ny

Stevilo heterozigotnih osebkov.

_ 2Nyx+Nyy
T 2N

ey -

e Efektivno Stevilo alelov na lokusu (Ne) je vrednost, ki pove najve¢ o
informativnosti lokusa. Ne izra¢unamo z enacbo 2 in je navadno nizje od

dejanskega Stevila alelov na lokusu, razen, ¢e imajo vsi aleli enako frekvenco

(Frankham in sod., 2002). Stevilo alelov na posameznem lokusu ozna¢imo s h.

Ne = o—— )

=Sh oz
Zi=1 P

e Opazeno heterozigotnost (Ho) izracunamo za posamezni lokus v populaciji. N

predstavlja Stevilo vzorcev znotraj populacije. Ho Smo izracunali z enacbo 3.

_ Stevilo heterozigotov v populaciji (3)
N

Ho
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Pri¢akovano heterozigotnost (He) smo izracunali za posamezni lokus z enacbo 4.
Ocena pri¢akovane heterozigotnosti je zelo uporabna kot merilo genetske

raznolikosti posameznega lokusa (Frankham in sod., 2002).

He=1-Yp? . (4)
Fiksacijski indeks (Fst) je merilo genetske razlicnosti med populacijami. Fst
izraCunamo z enacbo 5. Ht predstavlja celokupno pricakovano heterozigotnost, HS

pa povpreéno pri¢akovano heterozigotnost. Vrednosti Fst se gibljejo med 0 in 1. Ce

je vrednost Fst 1 pomeni, da sta si populaciji popolnoma razli¢ni.

Fst= .. (5)

Informacijska vrednost polimorfizma (PIC) predstavlja informativnost
posameznega lokusa, ki jo izraunamo na podlagi Stevila in frekvenc alelov na

posameznem lokusu.
PIC=1-X7p/ +XI;pi P} ... (6)

Pestrost privatnih alelov (PAr) je mera za stevilo privatnih alelov, ki je korigirana
na najmanjSe Stevilo vzorcev (g). PAr izra¢unamo z enacbo 7. Nij predstavlja
Stevilo i-tega alela v populaciji j, Nj pa skupno stevilo alelov v populaciji. J

predstavlja Stevilo razli¢nih alelov na posameznem lokusu.

R P ) uﬂ
pwr=zi1- (s, -0

j= N9
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Za statisticno obdelavo poatkov smo uporabili ra¢unalniske programe Cervus 3.0.7
(Marshall in sod., 1998), GenAlEx 6.5 (Peakall in Smouse, 2012), HP-Rare (Kalinowski,
2005) in FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2001). Parametri, ki smo jih izraCunali s temi programi
so prikazani v preglednici 3. Z racunalniskima programoma Genetix 4.03 (Belkhir in sod.,
2004) in Structure 2.3 (Pritchard in sod., 2010) smo preverili delez pripadnosti osebkov v
vnaprej dolo¢eno skupino. Za ovrednotenje in izris rezultatov iz programa Structure 2.3
(Pritchard in sod., 2010) smo uporabili program CLUMPAK 1.1 (Kopelman in sod., 2015).

Preglednica 3: Ra¢unalni$ki programi, ki smo jih uporabili za izraGune posameznih genetskih parametrov.
RACUNALNISKI PROGRAM PARAMETRI

GenAlEx 6.5 (Peakall in Smouse, 2012) Frekvence alelov (Fx)
Efektivno Stevilo alelov (Ne)
Pri¢akovana in opaZena heterozigotnost (He in Ho)

Cervus 3.0.7 (Marshall in sod., 1998) Informacijska vrednost polimorfizma (PIC)
FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2001) Fiksacijski indeks (Fsr)
HP-Rare (Kalinowski, 2005) Pestrost privatnih alelov (PAr)

2.5.2 Preverjanje genetskih razlik med volkovi in psi

Multivariatna statisticna metoda, faktorska koresponden¢na analiza (FCA), predstavlja
glavno orodje za proucevanje genetske raznolikosti. FCA omogoca interpretacijo povezav
med vrsticami in stolpci v matriki. Torej omogoca asociacijo med aleli na posameznih
lokusih z genotipi. Dvodimenzionalni grafikon pojasni skupni deleZ celotne variance, na
podlagi dveh po vrednosti najvecjih dejavnikov. FCA za analizirane genotipe smo izvedli z

rac¢unalniSkim programom Genetix 4.03 (Belkhir in sod., 2004).

Z Bayesovim metodo zdruZzevanja v skupine, lahko dolo¢imo strukturo populacije,
uvrstimo posamezne osebke v doloceno populacijo in identificiramo migrante ter hibride.
Uporabili smo programsko orodje Structure 2.3 (Pritchard in sod., 2010), ki se uporablja za
raziskovanje strukture populacij na podlagi frekvenc alelov na posameznem lokusu.
Osebke lahko verjetnostno razporedimo v K skupin oziroma jih zdruzimo v dve ali vec, ¢e
genotipi nakazujejo hibridne osebke. Racunalniski model predvideva, da so lokusi v
populaciji v Hardy-Weinbergovem ravnovesju in vezavnem ravnovesju oziroma so osebki

dodeljeni v skupine na nacin, da se ti dve ravnovesji vzpostavita.
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V nasi raziskavi smo uporabili genotipe, ki smo jih dolo¢ili z 38 avtosomalnimi lokusi. Za
analizo smo uporabili 46 psov in 65 volkov ter osebkom vnaprej dolocili izvorno
populacijo. Pri analizi smo uporabili racunalniski model Admixture, saj so imeli lahko
osebki mesane prednike. Naredili smo 10 ponovitev analiz in upostevali, da lahko nasi
vzorci tvorijo od ene do pet skupin. Zavrgli smo 50.000 korakov v markovski verigi za
stabilizacijo zacetnih vrednosti in uporabili 150.000 korakov MCMC. Za izra¢un najbolj
verjetnega Stevila skupin (K), ki so ga razvili Evanno in sod. (2005), smo uporabili
program CLUMPAK 1.1 (Kopelman in sod., 2015), s katerim smo poravnali razporeditev

skupin za 10 ponovljenih analiz in za izris rezultatov.
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3 REZULTATI

3.1 SPLOSNIPODATKI O ANALIZIRANIH LOKUSIH

Vsi analizirani avtosomalni lokusi so bili polimorfni. Na 38 avtosomalnih lokusih smo
dolo¢ili 348 alelov. Na posameznem lokusu smo doloc¢ili 3-18 alelov. Izra¢unane

frekvence alelov na posameznih lokusih so prikazane v prilogi B.

V preglednici 4 so prikazani splo$ni podatki o analiziranih lokusih. Povpreéno Stevilo
alelov na lokus je bilo 6,6 in povpre¢no efektivno stevilo alelov na lokus 3,66. Pri psih je
bilo povpre¢no Stevilo alelov na lokus 7,63; pri volkovih pa 5,58. Pri psih je bilo vec¢je tudi
efektivno stevilo alelov. Na podlagi Stevila in frekvenc alelov smo izra¢unali informativne
vrednosti polimorfizmov (PIC). Glede na te vrednosti so bili najbolj informativni lokusi
FH2848, REN169D01, REN247M23, AHT121, AHT137 in AHTh260 v MultiFinn, lokus
FH2137 v MultiF, FH2004 v MultiE in Cxx_121 v MultiD. Pri vseh omenjenih lokusih je
bila vrednost PIC vecdja od 0,799. Za lokusa CPH22 in FH2096 sta bili vrednosti PIC

ey

Pri psih je bila priCakovana heterozigotnost vi§ja od opazene na vseh lokusih, razen na
lokusu VWEF. Pri volkovih je bila na 23 lokusih pricakovana heterozigotnost visja od
opazene. Povpre¢na opazena heterozigotnost je bila pri psih (0,576) nizja kot pri volkovih

(0,635). Povprecna pricakovana heterozigoznost je bila visja pri psih.
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Preglednica 4: Podatki o izbranih analiziranih lokusih pri volkovih in psih.
VOLK PES

LOKUS N Na Ne Ho He N Na Ne Ho He PIC

1 FH2848 65 5 4,161 0,815 0,760 |38 8 5408 0,684 0,815 0,802
INRA21 65 4 2,686 0,600 0,628 44 7 3,585 0,614 0,721 0,619
INUO05 65 7 2,275 0,569 0,560 |46 7 3,486 0,587 0,713 0,726
INUO030 65 6 3,074 0,646 0675 46 5 3,768 0,478 0,735 0,718
INU055 65 5 2,881 0,600 0,653 46 6 4,186 0,630 0,761 0,695
REN162C04 65 6 1,881 0415 0,468 34 6 4,671 0559 0,786 0,638
REN169D01 65 7 3,225 0,815 0,690 45 8 3,409 0556 0,707 0,809
REN169018 65 5 2,562 0,569 0,610 |45 8 3,924 0,533 0,745 0,717
REN247M23 65 7 5516 0,846 0819 |35 6 2,787 0,400 0,641 0,820
RENS54P11 65 5 2,599 0,600 0,615 |46 9 4,198 0,630 0,762 0,760
AHT121 65 7 4,09 0,692 0,756 44 12 5948 0,523 0,832 0,852
AHT137 65 6 5156 0,877 0806 46 11 6,028 0,783 0,834 0,860
AHTh171 65 5 3,387 0,738 0,705 46 g 5532 0,652 0,819 0,790
AHTh260 65 9 5997 0,815 0,833 |46 9 5944 0,761 0,832 0,869
AHTKk211 65 3 2,174 0,538 0,540 |46 6 4,198 0,587 0,762 0,709
AHTKk253 65 5 3,512 0,754 0,715 |46 8 2,937 0,543 0,659 0,795
CXX279 65 6 3,581 0,585 0,721 |45 8 5777 0,600 0,827 0,783
FH2054 64 7 2,511 0,703 0,602 |31 9 3,703 0,548 0,730 0,713

2 VWF 65 5 2,892 0,677 0654 46 5 2,793 0,870 0,642 0,724
FH2137 65 9 7,432 0,862 0,865 46 18 9,043 0,674 0,889 0,911
Cxx_123 27 8 5045 0,926 0,802 |46 5 3,915 0,565 0,745 0,773
CPH22 65 4 2962 0615 0,662 46 3 1,401 0,217 0,286 0,551

3 CPH2 65 8 4502 0,769 0,778 46 8 3,338 0,652 0,700 0,770
CPH4 65 5 2,803 0,677 0,643 |46 8 2,805 0,565 0,643 0,744
CPH6 65 5 1,579 0,338 0,367 44 12 4,834 0591 0,793 0,691
FH2004 65 7 3,656 0,692 0,727 |46 11 4,870 0,652 0,795 0,799
FH2088 65 6 3,587 0,754 0,721 45 8 4,455 0,756 0,776 0,768
FH2096 65 3 1,336 0,262 0,252 46 4 2,243 0,326 0,554 0,402

4 C09_250 65 7 4,082 0,692 0,755 46 10 5525 0,783 0,819 0,777
C20_253 65 6 5,078 0,738 0,803 |46 7 2,256 0,478 0,557 0,771
CPH12 65 4 3,202 0,708 0,688 |46 5 2,394 0,435 0,582 0,637
CPH5 65 5 3,119 0,723 0,679 |46 5 1,999 0,413 0,500 0,657
CPH7 65 4 2,386 0,538 0,581 |46 6 3,809 0,587 0,737 0,606
CPH8 65 6 2,525 0,554 0,604 |46 7 3452 0,543 0,710 0,620
CPH9 65 4 2,422 0,569 0,587 |46 6 3,541 0,674 0,718 0,766
Cxx_121 65 6 3,969 0,677 0,748 |46 12 5919 0,587 0,831 0,849
FH2010 65 6 2,922 0,615 0,658 |46 5 3,865 0,696 0,741 0,710
FH2145 65 7 1,741 0385 0,426 45 15 6,830 0,689 0,854 0,652

* 1 — MultiFinn, 2 — MultiF, 3 — Multig, 4 — MultiD, N — $tevilo vzorcev, Na — $tevilo alelov na lokusu, Ne —
efektivno stevilo alelov, HO — opaZena heterozigotnost, He — pricakovana heterozigotnost, PIC —

informativna vrednost polimorfizma za posamezni lokus.
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3.2 STATISTICNI PARAMETRI, KI OMOGOCAJO LOCEVANJE MED VOLKOVI
IN PSI

V preglednici 5 so prikazani podatki za specifi¢ne alele, ki smo jih dolocili samo pri psih
oziroma samo pri volkovih. Na 24 lokusih so bili specifi¢ni aleli volkov, na 35 lokusih pa
specificni aleli psov. Pri psih smo skupno nasli najve¢ specificnih alelov na lokusu
FH2137. Najvisje skupne frekvence specificnih alelov pri psih so bile na lokusih CPH9
(0,902), CPH6 (0,702), VWF (0,696) in FH2137 (0,696). Pri volkovih je bilo najve¢
specifi¢nih alelov na lokusu AHTh260, kjer smo izracunali najvisjo frekvenco (0,423) in
lokusu FH2004. Najvisje frekvence smo izracunali $e na lokusih REN169D01 (0,408) in
CPH9 (0,408).

Zaradi razli¢nega S$tevila vzorcev, smo Stevilo specifi¢nih alelov izracunali tudi s
korigiranim parametrom, pestrostjo specificnega alela. Kljub temu, da na dolo¢enih
lokusih nismo zaznali nobenega specifi¢nega alela, je bila vrednost PAr vecja od nic.
Racunalni$ki program je v tem primeru uposteval, da je bil na lokusu prisoten vsaj en
specifi¢ni alel. Pri psih je bila pestrost specifi¢nega alela na 17 lokusih nizZja od dejanskega
Stevila specifi¢nih alelov. Pri volkovih je bila pestrost specifi¢nih alelov na 14 lokusih

nizja od dejanskega Stevila.

Na podlagi vrednosti Fst smo ocenili genetske razdalje med psi in volkovi za posamezne
lokuse. Na 12 lokusih (INU0O5, REN169D01, AHTk211, AHTk253, FH2054, VWEF,
CPH22, CPH4, CPH6, FH2096, CPH5, CPH9) so bile Fst vrednosti ve¢je od 0,25; kar je
nakazovalo na najvecjo razliko med psom in volkom na teh lokusih. Na lokusu CPH6 je
bila vrednost Fst najvisja (0,403). Najvecja podobnost na podlagi izratunane vrednosti Fst
med volkom in psom je bila na sedmih lokusih: INRA21, INUO55, AHTh 260, Cxx279,
FH2137, Cxx_123, C09_250, CPH7 in CPH8. Ti lokusi so imeli vrednosti Fst nizje od 0,1.

Povprec¢na vrednost Fst med volkovi in psi je bila 0,102.

Vrednost Fst je bila med volkovi in psi pri analiziranih lokusih med 0,018 na lokusu
INRA21 in 0,403 na lokusu CPH6. Povprecna vrednost je bila 0,102. Na lokusu CPH9 in
CPHG so bile poleg Fst najvisje tudi frekvence specifi¢nih alelov (0,902 in 0,727).
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Preglednica 5: Primerjava specifié¢nih alelelov pri volkovih in psih ter izratunane vrednosti Fsr za posamezne

lokuse.
VOLK PES Fer
LOKUS Npar FREKVENCApaL PAr NpaL FREKVENCApaL PAr
1 FH2848 0,001 3 0,237 3,114 0,103
INRA21 0,051 3 0,080 2,566 0,018
INUOQO05 3 0,231 2,949 3 0,620 3,114 0,291
INU030 2 0,115 1,978 1 0,152 1,057 0,132
INUO055 0,028 1 0,283 1,309 0,080
REN162C04 2 0,254 1,888 2 0,485 3,232 0,241
REN169D01 2 0,408 1,889 3 0,156 4,187 0,278
REN169018 0,159 3 0,200 2,668 0,197
REN247M23 2 0,246 2,332 1 0,500 1,451 0,185
REN54P11 0,445 4 0,435 3,759 0,245
AHT121 1 0,254 1,459 6 0,591 5,649 0,163
AHT137 1 0,146 1,328 6 0,641 5,829 0,115
AHTh171 1 0,038 0,972 5 0,620 4,848 0,136
AHTh260 4 0,423 3,093 4 0,391 3,918 0,097
AHTKk211 0,067 3 0,620 2,974 0,258
AHTk253 0,441 3 0,239 3,104 0,269
CXX279 1 0,023 1,128 3 0,433 3,107 0,099
FH2054 0,215 2 0,065 2,707 0,251
2 VWF 3 0,185 2,901 3 0,696 2,832 0,255
FH2137 3 0,377 4,015 12 0,696 10,472 0,080
Cxx_123 3 0,241 3,001 0,000 0,073
CPH22 1 0,015 1,002 0,037 0,295
3 CPH2 1,935 1 0,315 1,161 0,111
CPH4 0,300 3 0,076 2,225 0,297
CPH6 1 0,008 0,817 8 0,727 7,343 0,403
FH2004 4 0,269 3,948 8 0,424 6,105 0,142
FH2088 1 0,046 0,965 3 0,089 2,568 0,121
FH2096 0,010 1 0,011 1,172 0,264
4 C09 250 0,144 3 0,076 3,109 0,043
C20_253 1 0,238 1,262 2 0,120 2,129 0,209
CPH12 2 0,331 1,936 3 0,174 2,174 0,123
CPH5 0,172 0,119 0,251
CPH7 0,273 2 0,141 2,191 0,055
CPH8 1 0,015 0,663 2 0,022 1,716 0,056
CPH9 2 0,408 2,066 4 0,902 4,059 0,320
Cxx_121 1 0,246 1,443 7 0,587 5,951 0,166
FH2010 2 0,192 1,873 1 0,293 1,551 0,125
FH2145 1 0,008 0,999 9 0,433 8,933 0,179

* 1 — MultiFinn, 2 — MultiF, 3 — MultiE, 4 — MultiD, Npa_ — Stevilo specifi¢nih alelov na lokusu,
FREKVENCApaL — frekvenca specificnih alelov na lokusu, PAr — pestrost specificnih alelov, Fst —

fiksacijski indeks
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3.3 ANALIZA GENETSKE RAZLICNOSTI MED VOLKOVI IN PSI

Rezultat FCA je prikazan na sliki 3. Koordinati 1 in 2 prikazujeta odstotek skupne
variabilnosti frekvenc alelov na vseh lokusih. Posamezni osebki so oznaceni z obarvanimi
kvadrati. Koordinata 1 prikazuje razlicnost med volkovi in psi, koordinata 2 pa variabilnost
med osebki znotraj skupine. Volkovi so na sliki 3 razdeljeni v dve lo¢eni skupini, kar je
najverjetneje posledica velikih genetskih razlik med posameznimi tropi v Sloveniji. Na
osnovi FCA nismo mogli potrditi prisotnosti krizancev med naSimi vzorci. Obe osi sta

skupaj razlozili 14,66 % celotne genetske variabilnosti.
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Slika 3: Razporeditev genotipov volkov in psov na podlagi FCA.

Z racunalniSkim programom Structure 2.3 (Pritchard in sod., 2010) smo dolo¢ili stevilo
skupin in uvrstili vzorce v skupine. Z 38 avtosomalnimi lokusi smo uvrstili 111 vzorcev z
vnaprej dolocenimi oznakami pripadnosti (65 volkov in 46 psov). Z metodo AK (Evanno
in sod., 2005) smo dolo¢ili K na podlagi izraCuna verjetnosti, da nasi vzorci tvorijo od ene
do pet skupin. Dolo¢ili smo dve skupini (K = 2). Rezultat analize je prikazan na sliki 4,

kjer vsak stolpec predstavlja posamezni osebek.
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zdruzevanja v skupine z racunalniskim programom Structure 2.3, ki smo jo naredili z
vsemi 38 lokusi. Kot prikazuje slika 4, smo lahko na podlagi dveh lokusov (CPH6 in
CPH9) osebke uspesno uvrstili v izvorno skupino. Lokusa CPH6 in CPH9 sta imela
je imel pri volkovih najvi§jo skupno frekvenco specificnih alelov, CPH6 pa najnizjo.
Osebki so sicer kazali doloGeno stopnjo meSanega genotipa, kljub temu pa bi lahko z
lokusoma CPH9 in CPH6 uvrstili kar 95 % osebkov z delezem pripadnosti izvorni skupini

vecjim od 0,950.

Grafi¢na primerjava analiz je prikazana na sliki 4. Pri ponovitvi analiz smo uporabili

slede¢e kombinacije lokusov:

e Analiza s 7 lokusi: CPH6, CPH9, CPH22, AHTKk253, REN169D01, INUOO5 in
CPH4;

e Analiza s 6 lokusi: CPH6, CPH9, CPH22, REN169D01, INUQ05 in CPH4;

e Analizas5 lokusi: CPH6, CPH9, CPH22, INUO0O5 in CPH4;

e Analizas 4 lokusi: CPH6, CPH9, CPH22 in CPH4;

e Analizas 3 lokusi: CPH6, CPH9, CPH4;

e Analiza z 2 lokusoma: CPH6, CPH9.

Uvrstitev osebkov volkov in psov je bila najzanesljivej$a v primeru analize z vsemi 38
lokusi. Z manj$anjem S$tevila lokusov se je znizevala tudi zanesljivost uvrstitve osebkov v

izvorno skupino, ki pa ni bila zvezna.
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38 lokusov
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Slika 4: Grafi¢ni prikaz analize z Bayesovo metodo zdruzevanja v skupine.
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Na podlagi analize z vsemi 38 avtosomalnimi lokusi je bil povpre¢ni delez pripadnosti
volkov in psov v dve vnaprej doloceni skupini najvisji (za volkove 0,994 in za pse 0,992).
En vzorec pri volkovih in en pri psih nakazujeta visji delez pripadnosti nasprotni skupini.
Pri volkovih je ta delez 0,264 in nakazuje na pripadnost psom; pri psih pa 0,231 in
nakazuje pripadnost volkovom. V preglednici 6 so prikazani povprecni delezi pripadnosti

volkov in psov v izvorno skupino, za razli¢ne kombinacije lokusov.

Preglednica 6: Povpre¢ni delez pripadnosti volkov in psov Vv vnaprej doloGene skupine z Bayesovim
pristopom zdruzevanja v skupine. Delezi pripadnosti so prikazani za razli¢no Stevilo uporabljenih lokusov.

POVPRECEN DELEZ POVPRECEN DELEZ
STEVILO LOKUSOV PRIPADNOSTI VOLKOV PRIPADNOSTI PSOV I1ZVORNI
IZVORNI SKUPINI SKUPINI
38 0,994 0,992
7 0,988 0,987
6 0,987 0,987
5 0,990 0,984
4 0,983 0,979
3 0,980 0,980
2 0,967 0,974
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4 RAZPRAVA IN SKLEPI

41 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo z rezultati pokazali, da lahko v slovenskem prostoru s pomocjo
neinvazivnih genetskih tehnik uspesno lo¢imo med Skodnimi primeri, ki jih povzrocijo psi
in §kodo, ki jo povzrocijo volkovi. Na podlagi nasih vzorcev in rezultatov smo pokazali, da
do krizanja med njima v Sloveniji ne prihaja ali pa je tako redko, da ga z vzorci, ki smo jih
zajeli v raziskavi nismo zaznali. V nadaljevanju razprave obravnavam primernost
preizkusene metode in podajam predloge za nadaljno rutinsko uporabo v preiskovanjih

povzrocitelja Skode na domacih rejnih zivalih.

4.1.1 Vrednotenje mikrosatelitnih lokusov

Mikrosatelitske oznaCevalce smo v naSi Studiji ovrednotili z razlicnimi statisticnimi
parametri in med njimi izbrali tiste, ki omogocajo zanesljivo razlikovanje med volkovi in
psi na obmocju Slovenije. Ve¢ja odstopanja v primerjavi z drugimi raziskavami smo
opazili pri izraunih frekvenc alelov, izratunu opazene in pricakovane heterozigotnosti ter
vrednosti Fst. Pri psih smo dolo¢ili ve¢ alelov na posameznih lokusih kot pri volkovih, kar
so pri analizah razlikovanja ugotovili tudi Verardi in sod. (2006) ter Randi in Lcchini
(2002). V nasprotju z omenjenima raziskavama in nasimi analizami so Kopaliani in sod.
(2014) pri volkovih dolo¢ili ve¢ alelov kot pri psih. Pri tem je potrebno upostevati dejstvo,
da so v raziskavi, ki so jo opravili Kopaliani in sod. (2014) v Gruziji, potrdili zelo visok
odstotek (ve¢ kot 10 %) volgjih prednikov v vzorcih ovéarskih psov, ki so jih analizirali.
Prav tako so v ve¢ kot 13 % vzorcev volkov doloc¢ili ovcarskega psa kot bliznjega
prednika. Na podlagi sorodstvenega indeksa si je bilo namre¢ kar 21 % psov v bliZzjem
sorodstvenem odnosu z volkovi, v primerjavi s preostalimi psi. To kaze na zelo velik
pretok genov in stabilno vkljucevanje genov v genom pri parjenju med volkovi in psi

(Kopaliani in sod., 2014).
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V sklopu analiz smo izracunali tudi efektivno $tevilo alelov, ki je korigirana vrednost
Stevila alelov glede na njihovo pogostost in je mera o informativnosti lokusa. Efektivno
Stevilo alelov na vseh analiziranih lokusih je bilo manjSe od dejanskega Stevila alelov.
Lokusi, na katerih so frekvence alelov pri psih in volkovih enakomerno razporejene, za
loCevanje niso primerni. Za lo¢evanje volkov in psov so primerni predvsem aleli, ki se
pojavljajo samo pri psih oziroma samo pri volkovih in da so le-ti prisotni pri veéini
vzorcev. Frekvence alelov pri volkovih in psih so bile enakomerno razporejene le na
lokusu CPH5, na vseh ostalih lokusih pa smo dolo¢ili specifi¢ne alele. Lokus CPH5 zato za
razlikovanje ni bil ustrezen. Alele, specifiéne samo za pse smo nasli na 35 lokusih, pri
volkovih pa na 24 lokusih, od skupno 38 analiziranih lokusov. Specifi¢ni aleli so bili pri
psih zastopani v visji frekvenci kot pri volkovih, o ¢emer S0 porocali tudi Godinho in sod.
(2011). Zaradi razlicnega Stevila osebkov, smo izracunali korigirano vrednost privatnih

alelov, ki nam je podala bolj primerljive vrednosti med volkovi in psi.

Heterozigotnost je mera genetske raznolikosti populacije Nizka heterozigotnost je
pokazatelj izgube genetske raznolikosti in je znacilna za majhne izolirane populacije, lahko
pa je tudi posledica parjenja v sorodstvu (Frankham in sod., 2002). Pri izolaciji DNA iz
neinvazivnih vzorcev je lahko nizka koncentracija DNA razlog za pojavljanje laznih alelov
oziroma izpada alelov. Posledi¢no lahko dobimo napake pri izracunih opazene in
pricakovane heterozigotnosti (Taberlet in Luikart, 1999). Opazeno in pri¢akovano
heterozigotnost smo izracunali lo¢eno za volkove in pse. Pri volkovih je bila povpre¢na
pri¢akovana heterozigotnost podobna opazeni, pri psih pa je bila razlika vec¢ja. Pri obeh je
bila povprecna pri¢akovana heterozigotnost vi§ja od opaZene, Ceprav je bilo na posameznih
lokusih tudi obratno. Nasi rezultati so primerljivi z rezultati raziskave, ki so jo opravili
Caniglia in sod. (2014). V svoji $tudiji so prav tako opazili veliko razliko med opaZeno in
pri¢akovano heterozigotnostjo pri psih in majhno razliko pri volkovih (Caniglia in sod.,
2014). Zanimiva je primerjava z raziskavo, ki so jo opravili Verardi in sod. (2006). Na
lokusu C20 253, ki smo ga uporabili tudi v nasih analizah, so pri volkovih izracunali
najnizjo pri¢akovano heterozigotnost (0,11) (Verardi in sod., 2006). Mi smo na tem lokusu
je bila tudi v njihovi raziskavi pri psih (Verardi in sod., 2006), vendar na drugem lokusu

kot pri nas.
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4.1.2 Primernost izbranih lokusov za genetsko lo¢evanje volkov in psov

Jakobsson in sod. (2013) so proucili korelacijo med vrednostjo Fst in frekvenco
najpogostejsih alelov, saj naj bi bil razpon vrednosti Fst omejen prav s porazdelitvijo
frekvenc alelov. Vrednost Fst se pogosto uporablja pri analizah razlik med posameznimi
skupinami. Razlike med nasimi vzorci so bile primerljive z raziskavo, ki so jo opravili v
Spaniji (Godinho in sod., 2011). Raziskava v Gruziji, kjer so izra¢unali razliko med
lokalno vol¢jo populacijo in psi, ki varujejo domace zivali, je pokazala zelo majhno razliko
vrednosti Fst med volkovi in psi (0,0637). Med njihovimi vzorci volkov in psov, so na
podlagi analiz mtDNA =zaznali stabilno vkljucevanje pasjih genov v vol¢ji genom
(Kopaliani in sod., 2014), kar je lahko vzrok visoke variabilnosti. Na podlagi izracuna
vrednosti Fst lahko potrdimo, da so volkovi in psi, ki so bili zajeti v naSi raziskavi,

genetsko razli¢ni.

Rezultat FCA na sliki 3 prikazuje celotno genetsko variabilnost, ki pa je visja kot v
raziskavi, ki so jo opravili Godinho in sod. (2011), kjer je bila 8,7 %. Nizji odstotek
variabilnosti je lahko posledica prisotnosti hibridnih osebkov in posledi¢éno mesanih
genotipov v njihovi raziskavi. Na podlagi pomnoZenih lokusov smo v na$i Studiji dobili
jasno lo¢itev med volkovi in psi, brez prekrivanja skupin toc¢k. Zanimiva pa je razporeditev
tock, s katerimi so oznaceni volkovi, saj je na sliki 3 razvidno, da so si tropi volkov v
Sloveniji razli¢ni. Skupina osmih volkov, ki na sliki izstopa, je verjetno priseljena, saj so
osebki sorodstveno povezani. V tej skupini sta namre¢ tudi volkova Tonka in Vojko, ki sta
bila med projektom Lifet+ SloWolf odlovljena in opremljena s telemetricno ovratnico
(Poto¢nik in sod., 2014). Za Tonko in Vojka so v predhodnih genetskih analizah potrdili,
da sta iz istega legla. V tej skupini osmih volkov pa so tudi trije Tonkini mladi¢i, zato
lahko tudi za preostale tri osebke predvidevamo, da so v sorodstvenih odnosi s petimi,
zgoraj omenjenimi volkovi. Glede na veliko odstopanje te skupine, lahko tudi
predvidevamo, da so ti volkovi tropa Vremscica-Nanos priseljeni iz tropov sosednjih

drzav.
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Locitev volkov in psov v dve skupini smo potrdili tudi z Bayesovo metodo zdruzevanja v
skupine. Locitev v dve skupini na podlagi analize je bila jasna. Raziskovalci, ki so
proucevali razlike med volkovi, psi in hibridi so ve¢inoma delali z manj$im Stevilom
lokusov, zato nas je zanimalo najmanjSe Stevilo lokusov s katerimi bi lahko Se zanesljivo
lo¢ili volka in psa. Sundqvist in sod. (2008) je v svoji raziskavi ugotovil, da se lahko na
podlagi Sestih mikrosatelitnih lokusov zanesljivo lo¢i volkove in pse, vendar v primeru vec
lokusov dobimo boljSo loCitev. Z naSimi analizami smo prav tako potrdili zanesljivejSo

dolocitev deleza pripadnosti z ve¢ lokusi.

4.1.3 Pojav in pogostost kriZanja pri slovenskih volkovih in psih

Pojav krizanja med volkovi in psi je pere¢ problem v drugih Evropskih drzavah
(Andersone in sod., 2002; Godinho in sod., 2011; Hindrikson in sod., 2012; Lorenzini in
sod., 2014). Na podlagi FCA (Slika 3) ne moremo potrditi prisotnosti krizancev med
nasimi vzorci. V primeru hibridnih osebkov z mesanimi genotipi, bi na grafu krizance
opazili kot prekrivanje to¢k obeh skupin. Z Bayesovo metodo smo pri dveh vzorcih dobili
mesane genotipe z doloceno stopnjo pripadnosti nasprotni skupini. V okviru projekta Life+
SloWolf so opravili obSirnejSo Studijo severozahodne Dinarske populacije volkov in
ugotovili, da v Sloveniji pojava krizanja med volkom in psom prakti¢no ni. Opazili pa so,
da lahko volkove iz drugih populacij zaznamo podobno kot krizance med hibridom in
volkom (Poto¢nik in sod., 2014). Med nasimi pasjimi vzorci smo imeli tudi ¢eSkoslovaske

vol¢jake, vendar smo vse te vzorce z visoko stopnjo pripadnosti uvrstili med pse.

4.1.4 Predlogi za nadaljno rutinsko uporabo metode v veterinarsko-forenzi¢nih
preiskavah

Z naso analizo smo potrdili primernost lokusov za razlikovanje med volkovi in psi. V
primeru rutinske uporabe metode, bi bilo smiselno optimizirati PCR protokol za manjse
Stevilo lokusov, s ¢imer bi se zmanjSali tudi stroski analize. V nasi raziskavi so bili namre¢
za razlikovanje genotipov najustreznejSi lokusi iz vseh Stirih hkratnih PCR, ki imajo

razli¢ne temperature prileganja v zacetni fazi PCR.
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Smiselno bi bilo tudi preveriti postopek dolo¢evanja vrst s pregledovanjem genotipov in
iskanjem specifi¢nih alelov, ki smo jih nasli samo pri volkovih ali samo pri psih, v visokih
frekvencah. S tem pristopom bi zmanjSali ¢as analiziranja vzorcev, saj so analize z
raunalniskimi programi, kot je Structure 2.3 (Pritchard in sod., 2010), dolgotrajne. Za
taksen nacin loCevanja, bi bilo potrebno testirati metodo na velikem podatkovnem setu, da

bi lahko z zagotovostjo tudi naprej dolocevali povzrocitelja Skode.
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4.2 SKLEPI

Za namen genotipizacije so se meSicki dlak izkazali kot ustezen vir DNA v primeru
pravilnega vzor¢enja. To pomeni, da so izpuljene dlake skupaj z mesicki in pazljivosti pri

izolaciji ter pomnozevanju DNA.

Vseh 38 izbranih avtosomalnih mikrosatelitnih lokusov (AHT121, AHT137, AHTh171,
AHTh260, AHTk211, AHTk253, CXX279, FH2054, FH2848, INRA21, INU005, INU030,
INUO055, REN162C04, REN169D01, REN169018, REN247M23, REN54P11, C09 250,
C20 253, CPH12, CPH5, CPH7, CPH8, CPH9, Cxx_121, FH2145, CPH2, CPH4, CPH6,
FH2088, FH2096, FH2137, CPH22, FH2004, FH2137, FH2145, VWF) je primernih za

genetsko locevanje med volkovi in psi v slovenskem prostoru.

Kot najmanj primerni mikrosatelitni lokusi za genetsko razlikovanje med volkovi in psi so
se pri naSih analizah izkazali: CPH5, INRA21, INU055, AHTh260, CXX279, FH2137,
CPH22, C09_250, CPH7 in CPH8. Ti lokusi so imeli nizko skupno frekvenco specifi¢nih

alelov in najnizje vrednosti Fsr.

Za razlikovanje med volkovi in psi je najbolj primernih 7 mikrosatelitnih lokusov: CPH6,
CPH9, CPH22, AHTk253, REN169D01, INU005 in CPH4.

Na podlagi dveh lokusov, CPH6 in CPH9, smo 95 % osebkov uspesno dolocili delez
pripadnosti, izvorni skupini, ve¢jim od 0,95. Z uporabo ve¢ analiziranih mikrosatelitnih

lokusov smo dobili zanesljivej$o uvrstivev, z ve¢jim delezem pripadnosti izvorni skupini.

Na osnovi na$ih analiz prisotnosti krizancev med volkovi in psi v Sloveniji ne moremo

zanesljivo potrditi.
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5 POVZETEK

Napadi volkov na domace pasne Zzivali predstavljajo pere¢ problem na prakti¢no vseh
obmocjih pojavljanja volka. Za pokole drobnice so lahko odgovorni tudi psi, vendar se vsa
Skoda, ki nastane v zivinoreji zaradi napadov v veliki meri pripisuje volkovom. Sistem
kompenzacij Skod je usmerjen v povracilo stroskov za nastalo $kodo le v primeru, e je
povzrocitelj napada volk. Posledi¢no je pravilna identifikacija povzrociteljev napadov tudi
v ekonomskem interesu drzave in klju¢na za korektno varstvo in upravljanje z volkovi v

Sloveniji.

Bioloske sledi, ki jih napadalec pusti na kadavru in v okolici napada, navadno niso dovolj
jasne za zanesljivo identifikacijo povzrocitelja napada. Cilj diplomske naloge je bil
vzpostavitev genetske metode, ki bi omogocila zanesljivo identifikacijo in razlikovanje

med volkom in psom.

Z izbranimi 38 avtosomalnimi mikrosatelitnimi lokusi smo pomnozili taréne odseke DNA,
ki smo jo izolirali iz dlak psov, s sekvenatorjem dolocili dolzine alelov in jih ovrednotili z
ustreznimi racunalni$kimi programskimi orodji. Za primerjavo smo izbrali genotipe

dolocene iz vzorcev dlak in sline psov in vzorcev vol¢jih tkiv.

Z razli¢nimi statistiénimi pristopi smo ovrednotili nabor mikrosatelitnih lokusov in izbrali
tiste, ki so najbolj primerni za lo¢evanje med volkovi in psi. Vrednost Fst in frekvence
specifi¢nih alelov sta bila parametra, ki sta nam omogocila oceno genetskih razlik med
volkovi in psi na posameznih analiziranih lokusih. S faktorsko korespondencno analizo
smo uspesno dolocili razlike med psi in volkovi in dolo¢ili dve jasni skupini, kar smo
potrdili tudi z Bayesovim pristopom zdruzevanja v skupine. V sklopu diplomske naloge
smo tako razvili in optimizirali postopek za uspe$no genetsko razlikovanje med volkom in

psom na obmocju Slovenije.
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PRILOGE
Priloga A:
Podatki o vzorcih psov.
Datum
Laboratorijska odvzema Velikost
oznaka Tip vzorca vzorca Obarvanost psa Pasma psa Ime
AH.02UT slina Dudi
AH.02X0 slina Sila
CT.0YCE slina Jaron
CT.0YCL slina Ula
CT.0YCM slina Ala
CT.0YCP slina Jazon
CT.0OYCT slina Jopa
CT.0YCY dlaka 24.avg.10 Crno rjav Velik Nemski ov¢ar Ron
CT.OYE2 dlaka 24.n0v.10 Crna Zelo velik  Crni ruski terier Flora
CT.OYE3 dlaka 16.jul.10 Trikolor Velik Skotski ovéar Luna
Mesanec: Nemski ovéar x
CT.OYE? dlaka 19.nov.10 Sivo rjav Velik Sarplaninec Bear
CT.OYEA dlaka
CT.0OYEC dlaka 14.0kt.10 Crna Velik Labradorec Tor
CT.OYEF dlaka 19.0kt.10 Crno rjava Velik Crno rjava Rona
Mesanec: Am. Stafford x Nemski
CT.0YEJ dlaka 23.n0v.10 Crno rjava Velik ovéar Sila
CT.OYEL dlaka 7.dec.10 Crno rjava Velik Nemski ov¢ar Lola
CT.0YEM dlaka 6.0kt.10 / Srednji Mesanec Dzoni
CT.OYEP dlaka 8.dec.10 Crno rjava Velik Nemski ov¢ar Reks
CT.OYEU dlaka 20.0kt.10 Crno, rjava, bela  Zelo velik Bernski plangar Ron
CT.OYEY dlaka 24.avg.10 Rumeno rjava Srednji Mesanec Seli
Crna z rjavimi
CT.0YFO dlaka 17.sep.10 ozigi Zelo velik  Beauceron Rolf
CT.0YF1 dlaka 19.nov.10 Svetlo rjava Velik Zlati prinasalec Aron
Mesanec: Belgijski ov¢ar x
CT.0YF2 dlaka 21.dec.10 Rjava Velik Nemski ov¢ar Medo
CT.0YF3 dlaka 6.jul.10 Cokoladno rjava  Velik Mesanec: Am. Stafford Brina
CT.0YF8 dlaka Cegkoslovagki volgjak
CT.0OYFA dlaka Ceskoslovaski vol&jak
CT.OYFE dlaka
CT.OYFH dlaka Ceskoslovaski vol&jak
CT.OYFL dlaka Ceskoslovaski vol&jak

CT.OYFM dlaka

CT.OYFP dlaka

CT.OYFT dlaka

se nadaljuje
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nadaljevanje priloge A: Podatki o vzorcih psov.

Datum

Laboratorijska odvzema Velikost

oznaka Tip vzorca vzorca Obarvanost psa Pasma psa Ime

CT.0YFU dlaka

CT.OYFX dlaka 24.apr.10 Rjav, Crne lise Velik Bokser Oro
Mesanec: N.ovc¢ar X

CT.0YH1 dlaka 24.apr.10 ¢rna Velik novofundlanec Skaj

CT.0YHC dlaka 24.apr.10 Crno rjav Velik Mesanec:N. Ov¢ar x ? Reks

CT.0YHH dlaka 24.apr.10 Crno siv Zelo velik  Trski vol&ji hrt Tara

CT.OYHP dlaka 19.apr.10 Crna Zelo velik  Mesanec Ares

CT.0YJ3 dlaka

CT.0YJC dlaka 24.apr.10 Crno rjav Velik Mesanec Runo

CT.0YJX dlaka 19.apr.10 Crno - bel Velik Meganec Tacek

CT.OYJY dlaka 19.apr.10 Crno - rjav Velik Meganec Maks
Mes: Zlati prinasalec x

CT.0YK3 dlaka 21.apr.10 Svetla, rumena  Velik Labradorec Riki

CT.0YK7 dlaka 21.apr.10 Crno - rjava Zelo velik  Mes: Doga x N. ov&ar Svrk

CT.0YKH dlaka 19.apr.10 Crno - rjav Velik Mesanec Reksi

CT.0YKM dlaka 21.apr.10 Crna, bela lisa Velik Mesanec Lola
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Priloga B:

Frekvence alelov na posameznih lokusih za volkove in pse.

Lokus Alel (bp) Volkovi Psi Lokus Alel (bp) Volkovi Psi
FH2848 N 65 38 INUOS5 N 65 46
228 0,000 0,026 198 0,485 0,337
230 0,231 0,132 200 0,185 0,043
232 0,262 0,079 202 0,277 0,174
234 0,223 0,079 204 0,031 0,087
236 0,262 0,145 206 0,000 0,283
238 0,023 0,329 208 0,023 0,076
240 0,000 0,145 REN162C04 N 65 34
242 0,000 0,066 190 0,031 0,000
INRA21 N 65 44 196 0,223 0,000
88 0,000 0,034 200 0,008 0,059
90 0,000 0,011 202 0,692 0,250
92 0,146 0,273 204 0,038 0,147
94 0,000 0,034 206 0,000 0,294
96 0,315 0,227 208 0,008 0,059
98 0,500 0,386 212 0,000 0,191
100 0,038 0,034 REN169D01 N 65 45
INUOO5 N 65 46 198 0,308 0,022
110 0,077 0,163 200 0,015 0,000
112 0,138 0,000 204 0,392 0,000
118 0,031 0,000 206 0,000 0,078
120 0,062 0,000 208 0,008 0,333
122 0,046 0,065 210 0,023 0,033
124 0,638 0,130 212 0,008 0,411
126 0,000 0,467 214 0,246 0,044
128 0,000 0,141 216 0,000 0,056
130 0,000 0,011 220 0,000 0,022
132 0,008 0,022 REN169018 N 65 45
INUO30 N 65 46 154 0,000 0,056
139 0,062 0,000 156 0,162 0,022
141 0,054 0,000 158 0,062 0,433
143 0,338 0,174 160 0,000 0,133
145 0,446 0,217 162 0,162 0,089
147 0,046 0,054 164 0,577 0,178
149 0,054 0,402 166 0,038 0,078
151 0,000 0,152 174 0,000 0,011

se nadaljuje
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nadaljevanje priloge B: Frekvence alelov na posameznih lokusih za volkove in pse.

Lokus Alel (bp) Volkovi Psi Lokus Alel (bp) Volkovi Psi
REN247M23 N 65 35 REN54P11 N 65 46
267 0,162 0,000 223 0,000 0,054

269 0,000 0,500 227 0,000 0,315

271 0,200 0,300 229 0,000 0,054

273 0,108 0,129 231 0,000 0,011

275 0,008 0,014 233 0,108 0,120

277 0,208 0,014 235 0,108 0,337

279 0,231 0,043 237 0,569 0,054

281 0,085 0,000 239 0,192 0,011

AHT121 N 65 44 241 0,023 0,043
82 0,254 0,000 AHTh260 N 65 46

92 0,108 0,023 232 0,115 0,000

94 0,000 0,011 236 0,100 0,272

96 0,000 0,045 238 0,123 0,065

98 0,023 0,182 240 0,000 0,217

100 0,046 0,091 242 0,062 0,054

102 0,200 0,034 243 0,285 0,000

104 0,000 0,307 244 0,131 0,152

106 0,354 0,068 246 0,000 0,098

108 0,000 0,125 248 0,162 0,065

110 0,000 0,091 250 0,000 0,043

112 0,015 0,011 252 0,000 0,033

114 0,000 0,011 264 0,008 0,000

AHT137 N 65 46 266 0,015 0,000
130 0,000 0,272 AHTK253 N 65 46

132 0,200 0,087 280 0,346 0,011

134 0,223 0,022 284 0,346 0,043

136 0,000 0,207 286 0,146 0,098

138 0,031 0,022 288 0,008 0,533

140 0,000 0,043 290 0,154 0,076

142 0,146 0,000 292 0,000 0,196

144 0,000 0,022 294 0,000 0,033

146 0,169 0,174 296 0,000 0,011

148 0,231 0,054 AHTh171 N 65 46

150 0,000 0,033 216 0,038 0,000

152 0,000 0,065 218 0,362 0,141

FH2010 N 65 46 222 0,000 0,174
212 0,008 0,022 224 0,338 0,141

216 0,169 0,000 226 0,046 0,054

220 0,023 0,000 228 0,000 0,022

224 0,038 0,250 230 0,215 0,043

228 0,485 0,304 232 0,000 0,315

232 0,277 0,130 234 0,000 0,054

236 0,000 0,293 236 0,000 0,054

se nadaljuje
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nadaljevanje priloge B: Frekvence alelov na posameznih lokusih za volkove in pse.

Lokus Alel (bp) Volkovi Psi Lokus Alel (bp) Volkovi Psi
AHTK211 N 65 46 CXX279 N 65 45
85 0,169 0,228 114 0,000 0,244

87 0,000 0,250 116 0,000 0,144

89 0,623 0,120 118 0,354 0,156

91 0,208 0,033 120 0,000 0,044

93 0,000 0,326 122 0,223 0,222

95 0,000 0,043 124 0,062 0,111

FH2054 N 64 31 126 0,023 0,011
146 0,227 0,016 128 0,315 0,067

150 0,031 0,113 134 0,023 0,000

154 0,031 0468 CPH22 N 65 46

158 0,578 0,129 110 0,446 0,087

162 0,102 0,097 112 0,315 0,837

166 0,016 0,016 114 0,046 0,076

170 0,016 0,097 116 0,192 0,000

174 0,000 0,048 CPH2 N 65 46

178 0,000 0,016 94 0,308 0,098

VWF N 65 46 96 0,285 0,424
142 0,062 0,000 98 0,031 0,098

148 0,000 0,163 100 0,062 0,011

154 0,031 0,000 102 0,077 0,033

160 0,000 0,511 104 0,185 0,011

166 0,400 0,261 106 0,000 0,315

172 0,415 0,043 107 0,015 0,000

178 0,092 0,000 110 0,038 0,011

190 0,000 0,022 CPH4 N 65 46

CPH6 N 65 44 134 0,000 0,011
121 0,031 0,091 140 0,000 0,011

123 0,169 0,148 142 0,000 0,054

125 0,000 0,068 144 0,385 0,022

127 0,000 0,068 146 0,054 0,435

128 0,000 0,023 148 0,069 0,402

129 0,000 0,386 149 0,046 0,033

130 0,015 0,011 150 0,446 0,033

131 0,000 0,125 Cxx_123 N 27 46

132 0,777 0,023 123 0,019 0,000

133 0,000 0,011 131 0,148 0,000

134 0,000 0,034 139 0,019 0,304

138 0,000 0,011 141 0,259 0,087

139 0,008 0,000 143 0,259 0,337

145 0,185 0,185

147 0,037 0,087

151 0,074 0,000

se nadaljuje
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nadaljevanje priloge B: Frekvence alelov na posameznih lokusih za volkove in pse.

Lokus Alel (bp) Volkovi Psi Lokus Alel (bp) Volkovi Psi
FH2137 N 65 46 FH2088 N 65 45
151 0,000 0,011 94 0,046 0,000
156 0,000 0,011 110 0,000 0,056
157 0,000 0,033 114 0,000 0,011
159 0,000 0,011 118 0,315 0,089
161 0,038 0,011 122 0,177 0,078
163 0,200 0,033 126 0,377 0,211
164 0,000 0,065 130 0,031 0,367
165 0,000 0,098 134 0,054 0,167
167 0,123 0,011 138 0,000 0,022
168 0,000 0,054 CPH5 N 65 46
169 0,146 0,141 110 0,469 0,130
171 0,100 0,000 112 0,069 0,065
173 0,085 0,087 114 0,185 0,685
175 0,131 0,000 116 0,031 0,098
176 0,000 0,022 124 0,246 0,022
177 0,000 0,065 CPH7 N 65 46
179 0,031 0,022 161 0,000 0,087
181 0,000 0,228 163 0,000 0,054
183 0,146 0,000 165 0,508 0,261
185 0,000 0,076 167 0,015 0,011
188 0,000 0,022 169 0,085 0,217
FH2004 N 65 46 171 0,392 0,370
107 0,000 0,011 CPH8 N 65 46
111 0,023 0,272 200 0,069 0,217
115 0,315 0,261 202 0,000 0,011
119 0,000 0,217 208 0,492 0,457
123 0,000 0,109 210 0,015 0,098
147 0,069 0,000 212 0,023 0,065
151 0,092 0,000 214 0,385 0,141
155 0,069 0,000 216 0,000 0,011
169 0,000 0,011 218 0,015 0,000
171 0,038 0,000 CPH9 N 65 46
175 0,392 0,043 140 0,000 0,391
183 0,000 0,011 142 0,038 0,033
187 0,000 0,043 144 0,554 0,065
191 0,000 0,011 150 0,000 0,326
203 0,000 0,011 152 0,000 0,076
FH2096 N 65 46 154 0,000 0,109
98 0,138 0,054 162 0,100 0,000
102 0,854 0,522 164 0,308 0,000
106 0,008 0,413
110 0,000 0,011

se nadaljuje



Boljte B. Razlikovanje genetskih profilov volkov ... s pomo¢jo kratkih tandemskih ponovitev DNA.
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

nadaljevanje priloge B: Frekvence alelov na posameznih lokusih za volkove in pse.
Lokus Alel (bp) Volkovi Psi Lokus Alel (bp) Volkovi Psi

C09_250 N 65 46 Cxx_121 N 65 46
123 0,000 0,011 81 0,246 0,000
127 0,008 0,196 91 0,108 0,011
131 0,054 0,054 93 0,000 0,011
133 0,323 0,228 95 0,000 0,043
135 0,146 0,033 97 0,023 0,185
137 0,308 0,261 99 0,054 0,109
139 0,146 0,033 101 0,200 0,043
141 0,015 0,120 103 0,000 0,304
143 0,000 0,054 105 0,369 0,065
147 0,000 0,011 107 0,000 0,120
C20_253 N 65 46 109 0,000 0,087
94 0,238 0,000 111 0,000 0,011
100 0,154 0,022 113 0,000 0,011
102 0,200 0,043 FH2145 N 65 45
104 0,223 0,033 272 0,000 0,078
106 0,000 0,087 276 0,000 0,111
108 0,162 0,641 278 0,000 0,011
110 0,023 0,141 280 0,000 0,022
112 0,000 0,033 281 0,162 0,022
CPH12 N 65 46 282 0,738 0,289
193 0,000 0,152 283 0,015 0,033
195 0,308 0,576 284 0,000 0,022
197 0,292 0,000 286 0,000 0,122
199 0,038 0,000 287 0,046 0,011
205 0,362 0,250 288 0,008 0,000
207 0,000 0,011 289 0,000 0,022
209 0,000 0,011 290 0,023 0,144

291 0,000 0,022
294 0,008 0,067
302 0,000 0,022
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