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Al Med volkom (Canis lupus) in psom (Canis lupus familiaris) ob&asno prihaja do

krizanja in tako do vklju¢evanja pasjih genov v volcjo populacijo. V preteklosti so
krizanje poskusSali potrditi na podlagi morfoloskih znakov, vendar je to velikokrat,
sploh v primeru povratnih kriZancev, nemogoce. Z nalogo smo Zeleli izbrati set 10-
12 mikrosatelitskih markerjev, s pomocjo katerega bi lahko razlikovali krizance od
Cistih volkov. Za izbiro najbolj primernega seta smo med seboj primerjali 35
razli¢nih mikrosatelitskih markerjev. V vzorcu smo imeli 411 osebkov, od tega 358
volkov, ki so bili povzoréeni na obmocju Slovenije, Gorskega Kotarja, Like in
Dalmacije, ter 53 psov. V vzorcu volkov smo prepoznali veliko kriZzancev z
obmocja Dalmacije, od koder je tudi najve¢ Skod po volku. V Liki je bilo le nekaj
krizancev, medtem ko jih v vzorcih iz Gorskega Kotarja nismo odkrili. V' vzorcih,
zbranih na obmocju Slovenije, smo potrdili enega oziroma tri krizance, ki pa so vsi
povratni kriZanci, zaradi ¢esar sklepamo, da bi lahko §lo za migrante s HrvaSke. Za
lo¢evanje med krizanci in Cistimi volkovi predlagamo set 14 markerjev, ki se je
med analizo izkazal za najbolj ucinkovitega, in priporo¢amo, da se analiza Cez
nekaj Casa ponovi in tako preveri ali so izbrani mikrosatelitski markerji Se vedno
najprimerne;jsi.
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AB  Wolf (Canis lupus) and dog (Canis lupus familiaris) occasionally hybridize in
nature which causes introgression of dog genes into wolf gene pool. In the past,
researchers tried to detect hybrids on the basis of atypical or anomalous
morphological characters, which often proved unsuccessful. Especially in case of
wolf backcrosses who are often indistinguishable from pure wolves. Our goal was
to develop a panel of 10-12 most efficient microsatellite markers from set of 35, to
differentiate between hybrids and pure individuals. Our sample included 358
samples of wolves that were collected in Slovenia, Gorski Kotar, Lika and Dalmatia
as well as 53 samples od dogs. Our results show quite a few hybrids from Dalmatia
region, where most of the wolf damages are reported, and a few from Lika region.
We didn't find any hybrids in Gorski Kotar. From samples collected in Slovenia we
confirmed 1 to 3 hybrids, who were all wolf backcrosses and not first generation
hybrids. Due to extensive sampling effort during the past years we suspect these
hybrids could be immigrants from Croatia as no first generation hybrids were found
yet. We suggest a panel of 14 microsatellite markers to be used for quick testing
and advise that selection of molecular markers be revised over time. Allele
frequency change over time, especially in small populations, which would affect
the accuracy of the panel.
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OKRAJSAVE

volk
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krizanec prve generacije (rezultat parjenja med volkom in psom)

krizanec druge generacije (rezultat parjenja dveh krizancev prve generacije)

povratni krizanec z volkom prve generacije (rezultat parjenja krizanca prve
generacije in volka)

povratni krizanec z volkom druge generacije (rezultat parjenja povratnega
krizanca z volkom prve generacije in volka)

povratni krizanec s psom prve generacije (rezultat parjenja krizanca prve
generacije in psa)

povratni krizanec s psom druge generacije (rezultat parjenja povratnega
krizanca s psom prve generacije in psa)

verizna reakcija s polimerazo ("polymerase chain reaction™)
deoksiribonukleinska kislina ("DNA")

mitohondrijska DNK



Mavec M., Razvoj metode za ugotavljanje krizancev med volkom in psom v dinarski populaciji volka.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2016

KAZALO VSEBINE
KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA (KDD ..., 1]
KEY WORD DOCUMENTATION ..ottt v
OKRAJISAVE .....oooomiiieie et V
KAZALO SLIK Lottt ettt se st ne st ne it IX
L UVOD e e e et e e e e e brr e e e e aaaaeas 1
1.1 SPLOSNO O KRIZANIU ...oovvviriiiiiiniieieisssssss et 1
1.2 KRIZANJE MED VOLKOVI IN PSI...oiitieiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseee e 2
1.3 UPORABA GENETSKIH MARKERJEV ......ccoiiiiiii e 6
131 MIKFOSATEHIITE ..uvcviciicec e 8
1.4 NEINVAZIVNO VZORCENIE ....oioiiietoteeeeeeeeeeeeeeeee e eeees s e en s enanenn 9
1.5 UPRAVLIANJIE S KRIZANCT .....coiiiiteeeeseeeeeeeseeeseseeeses s s eses s s e s s s s e 10
1.6 CILINALOGE .....cootiiieee ettt ettt ane e 10
1.7 HIPOTEZE ..ottt 11
PREGLED OBUJAV ...ttt ettt ettt e e e earae e e enaes 12
3 MATERAL IN METODE ..ottt 16
K TS Y 74 @ | = { O PSSO SRR 16
3.2 DELOV LABORATORIJU.....oiiiie ettt 16
3.21  EKStrakCija DNK ......ccoooiiiii e 17
3.2.2  Verizna reakcija s polimerazo (PCR) .............ccocooviiiiniiiiinc e 17
3.3 1ZBIRA MARKERUIEV ...ttt 18
3.4 ANALIZA PODATKOW ...coootiiietce ettt 19
3.4.1 Uporaba programa Structure 2.3.4. .........cceveiieieeie e 20
3.4.2  AAMIXTUre MOAEl .....cooeeiiiece e 21
3.4.3  Prior population information — USEPOPINFO model...........c.ccccevrnnenen. 21
3.5 OBLIKOVANIE MULTIPLEKSA ..ottt 21
A REZULT AT et e e r e e e e e s s e eabbraaeeeas 22
4.1 1ZBIRA MIKROSATELITSKIH MARKERJIEV .....cccooiiiiiiiieiceee e, 22
4.2 PRIMERJAVA SIMULIRANIH SETOV MIKROSATELITSKIH MARKERJEV
............................................................................................................................... 23
4.3 DETEKCIJA KRIZANCEV S POMOCJO PROGRAMA STRUCTURE........... 27
4.4  PREDLAGANI MULTIPLEKS ...ttt 39

O RAZPRAV A e 40



Mavec M., Razvoj metode za ugotavljanje krizancev med volkom in psom v dinarski populaciji volka. VIl
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2016

B SKLEPH s 47
T POVZETEK ... e 48
B VIR e 49

ZAHVALA



Mavec M., Razvoj metode za ugotavljanje krizancev med volkom in psom v dinarski populaciji volka.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2016

KAZALO PREGLEDNIC
Preglednica 1: To¢ni volumen meSanic za PCR multipleks...........ccoovviiiiiiiiiiniciiinnn, 18

Preglednica 2: Seznam uporabljenih lokusov glede na Fst vrednost (od ve¢jih do manjsih
vrednosti) ter PI vrednost (od najmanjSih do najvecjih vrednosti)..........cocevvrviiieciiincnnnn. 22

Preglednica 3: Primerjava ucinkovitosti 3 setov markerjev (12, 14, 16) proti setu z vsemi

(1) L= L ] SRR 23
Preglednica 4: IzraCuni povpre¢ne Qi vrednosti in intervalov zaupanja za simulirane
osebke pri vseh setih analiziranin Markerjev.........ccocvoveiieiieieiiee e 26
Preglednica 5: Primerjava vseh zaznanih krizancev med vsemi Seti.........cc.ccovveiiriieeninnns 28

Preglednica 6: Population information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 35
IMATKEIJBV. ...ttt bbbttt bbbt bbbt et e bbbt bt b e s 30

Preglednica 7: Population information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 16
IMATKEIJEV. ...ttt bbbt b et b bbbt e e e b e st bt et b e s 31

Preglednica 8.: Population information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 14
A G =Y SO 33

Preglednica 9: Information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 12 markerjev. .. 34

Preglednica 10: Primerjava uspe$nosti izbranih setov markerjev glede na celoten set. ......35

Preglednica 11: Seznam vseh zaznanih kriZzancev (s setom 35 markerjev) z njihovim
izvorom in datumom pridobitve vzorca ter razredom krizanja doloenim s pomocjo prior
POPUIALION ANALIZE. ......eicvieee e ettt et sreereene 36
Preglednica 12: Primerjava vrednosti obeh setov markerjev. .........cccocevevieieeveiic e, 39

Preglednica 13: Predlagan multipleks glede na rezultate programa Multiplex Manger...... 39

Preglednica 14: Stirje psi, ki po q vrednostih izstopajo iz Skupine. ...........cccocovevrrvevrrrrnnnns 41

Preglednica 15: Prikaz rezultatov in deleza kriZanja............cccooeiiiiiiiiiiiiiic 43

VI



Mavec M., Razvoj metode za ugotavljanje krizancev med volkom in psom v dinarski populaciji volka.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2016

KAZALO SLIK

Slika 1: Shematski prikaz krizanja (povzeto po Allendorf in sod., 2001)..........cccevviirinnnns 2
Slika 2: Slikovni prikaz po zdruzitvi vseh desetih ponovitev za posamezne sete s
Programom CLUMPAK . ... 25
Slika 3: Pregled vseh krizancev, ki so jih zaznali posamezni seti marketjev............c......... 27
Slika 4: PCOA Za Set 35 MAIKEIJEV. ....ocvveiieeieciie ittt nne e 37
Slika 5: PCOA analiza za 14 MarkerjeV. .......cccceiivereiieieeiesiee e sie e sie e s sre e nae e 37

Slika 6: Prikaz grupiranja volka in psa (brez krizancev) za 35 markerjev s pomocjo PCoA
ANANIZE. ..o 38

Slika 7: Prikaz grupiranja volka in psa (brez krizancev) za 14 markerjev s pomoé¢jo PCoA
ANAIIZE. ...ttt 38

Slika 8: Prikaz zaznanih krizancev po letih vzorcenja. ..........ccceoviiiiiiinenicsc e 43

Slika 9: Prikaz vseh zaznanih krizancev na obmocju Slovenije in Hrvaske. ...................... 44



Mavec M., Razvoj metode za ugotavljanje krizancev med volkom in psom v dinarski populaciji volka.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2016

1 UvOD

1.1 SPLOSNO O KRIZANJU

Pri spolnem razmnozevanju pride do izmenjave genov med dvema osebkoma. Vecinoma
do parjenja prihaja le med pripadniki iste vrste, ob¢asno pa se lahko zgodi, da pride do
parjenja med osebkoma razli¢nih bioloskih vrst (ali populacij). Takemu parjenju pravimo
krizanje (hibridizacija), potomce pa imenujemo krizanci (hibridi). Odvisno od skladnosti
kromosomov, so ti osebki lahko plodni in se lahko razmnozujejo ali pa ne.

Mnenja 0 pomenu in Skodljivosti krizanju so zelo razli¢na (Ellington in Murray, 2015;
Hindrikson in sod., 2012; Mallet, 2005; Vila in Wayne, 1999), sploh med botaniki in
zoologi. Prvi zagovarjajo krizanje kot pomembno evolucijsko orodje, saj izmenjava genov
med vrstami pogosto ustvari potomce, ki so bolj odporni kot katera od starSevskih variacij
ter poveCuje genetsko pestrost v populaciji. Za razliko od botanikov pa je za vecino
zoologov medvrstno krizanje negativen dogodek, saj lahko vodi v introgresijo oziroma
vnos "tujih" genov v populacijo, v kolikor so krizanci fertilni in se razmnoZujejo.

Genski sklad posamezne populacije/vrste je rezultat naravne selekcije in adaptacije na
okolje, v katerem populacija zivi, zaradi Cesar lahko meSanje dveh genskih skladov
povzroci, da imajo potomci manjse prezivetje in/ali reprodukcijski uspeh oziroma manjsi
fitnes. Seveda pa lahko ustvari tudi potomce, Ki so bolj uspesni od starSevskih populacij in
eno ali obe populaciji/vrsti izrinejo iz njenega okolja ter tako povzro¢ijo njeno izumrtje.

Krizanje delimo na naravno in antropogeno. Naravno krizanje igra pomembno viogo v
evoluciji vrst in je definirano kot sekundaren stik med dvema populacijama/vrstama, ki sta
dalj ¢asa imeli lo¢eni evolucijski poti (Genovart, 2009).

Antropogeno krizanje je posledica Clovekovega "vmeSavanja", pri katerem pride do
krizanja taksonov, ki so bili v preteklosti izolirani. Do stika lahko pride zaradi vnosa
tujerodnih vrst ali posega v okolje, ki je odstranil geografsko oviro, ki je oba taksona
locevala.

Allendorf in sod. (2001) krizanje razdelijo na 6 tipov. Tipi 1-3 predstavljajo naravno
krizanje, medtem ko so tipi 4-6 posledica antropogenega krizanja (slika 1). V' primerih, ko
se krizanci (hibridi) ne parijo s starSevsko vrsto (zaradi nezmoznosti vkljucitve v socialno
strukturo ali zaradi sterilnosti), gre za krizanje tipa 4 (krizanje brez introgresije). V tem
primeru se med obema vrstama vzpostavi cona krizancev ("hybrid zone"), kjer se
pojavljajo le krizanci prve generacije.

Kadar prihaja do vkljuevanja hibridnih potomcev v eno ali drugo starSevsko populacijo,
govorimo 0 roju krizancev (“hybrid swarm®). Tu imajo krizanci vedino genetskega
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materiala od ene starSevske populacije in so pogosto morfolosko nelocljivi od starSev.
Posredovanje, ko je hibridni roj ze oblikovan, je precej tezje. V primerih, ko se je krizanje
pricelo Sele nedavno oziroma je geografsko omejeno, tako da je starSevska populacija Se
prisotna, govorimo o0 krizanju tipa 5 (razSirjena introgresija oziroma "widespread
introgression"). Po nekaj generacijah bo ve¢ina osebkov hibridnega izvora in nastopi
hibridizacija tipa 6 oziroma "popolno premesanje" ("complete admixture™).

KRIZANJE
Maravno Antropogenao
- TIF 1 (naravni hibridni takson)
-TIF 2 (naravna introgresija)
-TIP 3 (naravna cona krizancev)
samo krizanci 1. povratno krizanje

generacije (F1) * roj krizancev

F1 so sterilni / \

TIP 4 TIF & TIP &
(kriZanje brez (razirjena (popolno
introgresije) introgresija) premesanje)

Slika 1: Shematski prikaz krizanja (povzeto po Allendorf in sod., 2001)

1.2 KRIZANJE MED VOLKOVI IN PSI

Volk (Canis lupus) je predstavnik druzine Canidae in ga skupaj z njegovo podvrsto psom
(Canis lupus familiaris) uvrs¢amo v rod psov (Canis). Pripadniki rodu psov so si genetsko
zelo podobni, imajo enako Stevilo kromosomov (n = 78), zaradi ¢esar imajo lahko, kadar
pride do krizanja, plodne potomce.

Pes je bil udomacen iz volka v poznem pleistocenu (Vila in sod., 2009; Wayne in sod.,
2006). Najdemo jih lahko na celotnem obmodju razsirjenosti divjih kanidov, pogosto pa
njihova Stevil¢nost veckrat presega Stevilénost njihovih divjih sorodnikov. V Evropi, Aziji
in Severni Ameriki naj bi bilo okrog 115.000 do 139.000 volkov (Mech in Botani, 2003),
medtem ko naj bi bilo po celem svetu 0,7-1 miljarda psov (Hughes in Macdonald, 2013 cit.
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po Gompper, 2013), od katerih velik del predstavljajo prostoZivedi psi'. Po podatkih World
Society for Protection of Animals, 2010 (Massei in sod., 2010, cit. po Gompper, 2013) naj
bi bil njihov delez okrog 75%.

Po podatkih iz Italije naj bi tam na 100 km? nasteli 2-4 volkove ter kar 100-300
prostozivecih ("free-ranging™) psov, od tega 24-82 "podivjanih/divjih" (“feral™) psov
(Ciucci in sod., 2001, cit. po Boitani, 2014, Genovesi in Dupré 2000, Boitani 1984).

Prva opaZanja o nenavadnih volkovih prihajajo iz ltalije, in sicer datirajo v leto 1975
(Boitani, 1986, 1982, cit. po Boitani, 2014). Ta so sprva temeljila na morfoloskih
opazanjih, z razvojem genetskih metod pa tudi na genetskih Studijah.

Doloc¢evanje krizancev s pomoc¢jo morfoloskih znakov je razmeroma nezanesljiva metoda,
saj temelji na subjektivni interpretaciji posameznih znakov, ki niso vedno prisotni. Za
sumljive osebke oziroma krizance so $teli vse Zivali z zakrnelimi prvimi prsti na zadnjih
nogah (“declaws™), belimi nohti, atipicnimi barvnimi vzorci ter telesnimi proporci in
zobnimi anomalijami. Zakrneli prvi prsti, oziroma sledniki (pogosto imenovani tudi »volé;ji
kremplji«) so pogosti pri ve¢jih pasmah psov, medtem ko jih biologi v Severni Ameriki in
Evraziji pri volkovih niso opazili, prav tako pa ti niso bili opazeni v zbirki vol¢jih krzen v
Spaniji, Italiji in na Portugalskem (Ciucci in sod., 2003). Krizanci so pogosto nenavadnih
barvnih vzorcev, pogosto temnejsi ali z neznacilnimi belimi lisami (Andersone in sod.,
2002).

Do danes o krizancih med volkom in psom poroc¢ajo iz naslednjih drzav: Rusija (Bibikov
1988; Ryabov 1985, cit. po Boitani, 2014), Norveska (Vila in sod., 2003), Latvija
(Hindrikson in sod., 2012; Verlag in sod., 2002), Estonija (Hindrikson in sod., 2012),
Italija (Verardi in sod., 2006; Randi in Lucchini, 2002; Boitani, 1984), Spanija (Blanco in
sod., 1992), Portugalska (Godinho in sod., 2011), Bulgarija (Randi in sod., 2000), Iran
(Asadi Aghbolaghi in sod., 2014) ter Severna Amerika (Mufioz-Fuentes in sod., 2010).

Krizanje poteka v ve¢ stopnjah:

Ob parjenju psa in volka so potomci krizanci prve generacije (F1 krizanci oziroma WDH).
Ti se lahko razmnoZujejo med seboj in tako ustvarijo krizance druge generacije (F2
krizanci oziroma HC). Skupaj oblikujejo hibridne roje. Parjenje med krizancem (F1) in
volkom ustvari povratne krizance z volkom prve generacije (BW1 - "backcross to wolf"),
parjenje BW1 z volkom pa ustvari povratne krizance z volkom druge generacije (BW2).
Pri povratnem krizanju pride do integracije pasjih genov v vol¢jo populacijo (Randi, 2011).

Vnos pasjih genov v vol¢jo populacijo je lahko problemati¢en zaradi razlik v vedenju in
socialni strukturi med obema populacijama. Psi se namre¢ niso razvijali pod vplivom

15 o o .
Z izrazom prostoziveci psi zavzemamo vse pse, ki niso pod nadzorom lastnika.
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naravne selekcije, ampak je bil na njih vrSen pritisk umetne selekcije za lastnosti, Ki so bile
zanimive ljudem.

Posledica domestifikacije je tudi vecja krotkost oziroma izguba strahu pred ¢lovekom,
sprememba barve dlake oziroma barvnih vzorcev, zmanjSanje velikosti zobovja ter
morfoloske spremembe lobanje, oblike ter velikosti uses in repa, spremembe v estrusnem
ciklu (ta postane bolj pogost in nesezonski), sprememba v razmerju nivoja
adrenokortikotropnega hormona (ACTH), koncentraciji nekaterih nevrotransmiterjev,
podaljsa se juvenilno obnaSanje in zmanjsa velikost mozganov (Se posebno nekatere regije)
(Wilkins in sod., 2014). Ista raziskava kaze na povezavo med celicami nevralnega grebena
in lastnostmi, ki jih povezujemo z domestifikacijo. Te naj bi zaradi manjSega Stevila celic
ali zmanjSane sposobnosti potovanja vplivale na razvoj tkiv, zaradi Cesar so nekatere
morfoloske znacilnosti manj izrazene kot pri divjih osebkih.

Sposobnost prezivetja domestificiranih vrst v naravi je manjSa, vendar poznamo precej
primerov, ko so se udomacene Zivali po izpustitvi v okolje uspesno prilagodile in prezivele
(npr. mustangi v Severni Ameriki, dingi v Avstraliji).

Po drugi strani pa je genski sklad volkov rezultat tisocev do milijonov let selekcije in
adaptacije na specifi¢ne okoljske pogoje in razmere. Dodajanje novih genov iz populacije,
ki se je razvijala po popolnoma drugaéni evolucijski trajektoriji, bi lahko zmanjsalo fitnes
potomcev. Tudi z mo¢no selekcijo proti tem "tujim" genom se ti $e vedno lahko vkljuéijo v
populacijo, sploh v manjsih populacijah volkov, kjer je ucinek selekcije pogosto manjsi od
uc¢inka genetskega zdrsa ("drifta").

Druge negativne posledice so tudi izguba reprodukcijskega potenciala, zmanjSan fitnes
osebkov, ki sodelujejo pri krizanju, vnos skodljivih "maladaptive" alelov v volgjo
populacijo ter izguba genetske integritete (Caniglia in sod., 2014; Casas in sod., 2012;
Randi, 2008; Schwartz in sod., 2004; Randi in Lucchini, 2002). Prav tako parjenje s psi
povecuje tveganje za prenos bolezni, izgubo strahu pred ¢lovekom, mnogi strokovnjaki pa
opozarjajo, da bi lahko krizanje povzro¢ilo spremembo varstvenega statusa volka in izgubo
statusa zavarovane zivali.

Najvecjo groznjo Krizanje predstavlja za manjse populacije volkov oziroma za populacije,
ki Sirijo svoje areale, saj na robnem obmocju zaradi manjSega Stevila osebkov teZje pride
do srecanja med dvema volkovoma nasprotnega spola kot do sre¢anja med volkom in
psom. Taksna parjenja Se dodatno zmanjsujejo Stevilo efektivnih osebkov v populaciji. To
vpliva na prirastek, kar lahko na dolgi rok ogrozi preZivetje Ciste populacije. Tudi Ce
krizanci ne prezivijo do spolne zrelosti, ko bi se lahko razmnozevali tudi sami (kar bi
vodilo v introgresijo), je ves trud, ki je bil vlozen v njih s strani starSev, zamujena
priloZnost za parjenje S partnerjem iste vrste.
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Prisotnost krizancev na $iritvenem valu je lahko problemati¢na tudi zaradi pojava, ki mu
pravimo "gene surfing”. Tu lahko dolo¢eni geni/aleli, zaradi mocno poudarjenega
genskega drifta na Siritveni fronti, na novem obmo¢ju dosezejo veliko vi§je frekvence, kot
bi jih drugace brez Siritve. Na racun tega lahko postanejo introgresirani geni na novem
obmocju zelo pogosti. Osebki na robu Sirjenja areala imajo dostop do nezasedenega
teritorija, zato je vecja verjetnost, da se bodo razmnozevali prav oni. Njihovi potomci pa
ostanejo blizu Siritvene linije, zaradi Cesar se genotip posameznikov vedno znova prenasa
naprej in na koncu prevlada na SirSem obmocju (Lehe in sod., 2012). Tako bi lahko v
populaciji, ki se prostorsko §iri, prisotnost le nekaj posameznih krizancev na robnem
obmocju povzrocila hitro Sirjenje in vklop pasjih genov med SirSo populacijo.

Poleg negativnih pa ima v nekaterih primerih krizanje lahko tudi pozitivne ucinke.
Povecuje genetsko pestrost, vodi v speciacijo ter omogoca vkljucitev novih alelov, ki
predstavljajo adaptacijo na spreminjajoce se okoljske razmere (Larsen in sod., 2010).

V populacijah po Evropi, kjer so bili krizanci zaznani, je frekvenca krizanja okrog 3-5%
(Godinho in sod., 2011; Randi, 2011; Verardi in sod., 2006; Vila in sod., 2003; Andersone
in sod., 2002; Randi in Lucchini, 2002;).

Vse vidnejse raziskave (Godinho in sod., 2015, 2011; lacolina in sod., 2010; Vila in sod.,
2003; Andersone in sod., 2002; Randi in Lucchini, 2002) kazejo, da je krizanje med
volkom in psom spolno asimetri¢no. V veéini do sedaj preucevanih primerov je §lo za
parjenje med samico volka in samcem psa (Godinho in sod., 2011; lacolina in sod., 2010;
Koblmiiller in sod., 2009; Randi, 2008; Verardi in sod., 2006; Vila in sod., 2003; Randi in
sod., 2000; Andersone in sod., 2002; Vila in Wayne, 1999; Boitani, 1982). Poznana je le
ena izjema iz Evrope, ki kaze na krizanje v obratni smeri (samec volka in samica psa), in
sicer iz Latvije (Hindrikson in sod., 2012). Drug tak primer je iz Severne Amerike, kjer so
v zgodovinskih vzorcih vol¢je populacije z otoka Vancouver v Kanadi odkrili pasjo
mitohondrijsko DNA (Mufoz-Fuentes in sod., 2010).

Za opazeno spolno asimetrijo obstaja ve¢ razlag:

Samice volkov so manjSe in manj agresivne od samcev, zaradi ¢esar pogosteje pridejo v
stik s psom. Samci pa so ve¢ji in bolj agresivni, zaradi ¢esar pogosteje prihajajo v konflikt
s psi (Hindrikson in sod., 2012; Andersone in sod., 2002) in se jim ti zato izogibajo.

Samice volkov so bolj aktivne pri iskanju partnerjev zunaj svoje populacije kot samci.
Zapisi celo opisujejo, da naj bi nekatere samice celo veckrat opazili, ko so med obdobjem
parjenja klicale samce psov v blizini vasi. Ena samica naj bi celo dve leti zapored
pritegnila istega samca. Opazeno je bilo tudi, da so samice, ki se parijo zunaj svoje Vrste,
vcasih poskodovane ali stare, kar lahko vpliva na zmnoznost, da bodo nasle partnerja iste
vrste (Ryabov, 1978 cit. po Hindrikson in sod., 2012).
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Razlike med vrstama se pojavljajo tudi v razmnozevanju, saj imajo samice volkov le eno
gonitev (estrus) letno (od sredine januarja do sredine marca), zato so samci spolno aktivni
le v tem obdobju. Medtem pa imajo samice psov letno dva nesinhronizirana estrusna cikla,
tako da so samci psov spolno aktivni vse leto. Tako je vecja verjetnost, da bo vol¢ja samica
Vv estrusu, ki i8¢e svoje obmocje na robu razsirjenosti vol¢je populacije, Srecala za parjenje
primernega psa kot pa volka. Hkrati pa ima samec volka na robnem obmoc¢ju v obdobju, ko
je pripravljen na parjenje, manj moznosti, da bo naletel na samico psa, ki je je prav takrat v
estrusu (Vila in Wayne, 1999).

Nekateri raziskovalci domnevajo, da imajo legla krizancev z vol¢jo materjo ve¢jo moznost
za prezivetje v naravi kot legla pasjih mater, saj so psi slabse prilagojeni na zivljenje v
naravi. Domneva temelji na opazovanju visoke smrtnosti mladi¢ev prostozivecih psov v
Italiji (Boitani, 1992 cit. po Hindrikson in sod., 2012), po drugi strani pa bi bila lahko legla
skotena pasjim materam spregledana, e zlasti v primeru, ko imajo psice lastnika, ki kot
oceta okrivi "vaskega mesanca" in ne volka. Takih legel genetska vzor¢enja, ki se izvajajo
V naravi, ne zaznajo, res pa je tudi, da ta z vidika intogresije v vol¢jo populacijo verjetno
niso problematicna.

Kljub oc¢itnim dejavnikom, ki favorizirajo spolno asimetrijo, pa se v¢asih zgodi parjenje
tudi v drugi smeri. Parjenja med samcem volka in samico psa so verjetno izjemno redka in
se verjetno zgodijo le v primerih, ko je Stevilo prostozivecih psov veliko, samic volka pa
zelo malo (Hindrikson in sod., 2012; Mufoz-Fuentes in sod., 2010).

1.3 UPORABA GENETSKIH MARKERJEV

Prepoznavanje krizancev je vecCinoma eden prvih ciljev pri oblikovanju ohranitvenih in
upravljalskih na¢rtov, vendar pa je to pri vrstah, ki so si med seboj genetsko zelo podobne,
lahko precej tezavno (Vila in sod., 2003).

V preteklosti (do sredine 60. let) so krizance prepoznavali s primerjavo morfoloskih
znalilnosti sumljivih osebkov in domnevne starSevske vrste. ZanaSali so se na to, da bo
potomec fenotipsko "v sredini" med obema starSevskima osebkoma. Vendar pa to ne drzi
vedno, saj so kriZzanci pogosto meSanica starSevskih fenotipov. V primeru povratnih
krizancev z volkovi so ti pogosto morfolosko enaki volkovom. Ravno tako s pomocjo
morfoloSkih znacilnosti ne moremo locevati med krizanci prve generacije (F1) ter
povratnim krizancem. Dejstvo, da je fenotipska pestrost znotraj psov velika, Se dodatno
otezuje lo¢evanje (Cadieu in sod., 2009). Z razvojem molekularnih markerjev je postalo
prepoznavanje krizancev lazje, z napredkom metod, Se posebej razvojem PCR, pa se je
povecalo Stevilo markerjev, ki jih lahko uporabimo za detekcijo krizanja. Hkrati pa nam
ista metoda omogoca pridobivanje informacij, ne da bi za to morali osebke ujeti. Za
analizo namrec (vsaj teoreti¢no) zadostuje ze vzorec z eno samo celico (Allendorf in sod.,
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2001). Tako lahko informacije pridobivamo tudi iz iztrebkov, pobranega urina, dlake ali
sline. Tem vzorcem zaradi nacina nabire, ki ne zahteva neposrednega stika z osebkom,
pravimo neinvazivni vzorci.

Raziskovalci pri ugotavljanju krizanja izbirajo genetske markerje, ki so prisotni pri obeh
vrstah, vendar z razliénimi frekvencami.

Raziskovanje krizanja med sorodnimi taksoni je zaradi genetske podobnosti zelo otezeno,
zato se vecinoma vrsi s pomocjo razlik v alelnih frekvencah in manj s pomoc¢jo privatnih
alelov (sploh v primerih, ko je teh zelo malo). Najprimernejsi so markerji, pri katerih se
frekvence alelov pri psih in volkovih moc¢no razlikujejo.

Privatni aleli so aleli, ki se pojavljalo le pri posamezni vrsti in so zelo uporabni za razli¢ne
populacijsko-genetske Studije. Njihova prisotnost tudi mo¢no olajsa raziskave o krizanju.
Zal je teh vrstno specifi¢nih alelov pri psu in volku izredno malo oziroma jih prakti¢no ni.
Vecinoma se doloceni aleli pri eni vrsti pojavljajo pogosteje in redkeje pri drugi. Tako
alele, ki so prisotni z visoko frekvenco pri psih, pri volku pa so redki, lahko obravhavamo
kot "pasje alele" in obratno.

Ugotavljanje introgresije je tezje, saj pricakujemo, da bo pri povratnih krizancih le
polovica genetskih markerjev pokazala meSane alele. Ta deleZ se bo v naslednjih
generacijah kriZzanja z volkovi Se naprej zmanjSeval. Zaradi tega je prepoznava povratnih
krizancev poznejSih generacij tezavnejSa in zahteva vecje Stevilo genetskih markerjev.

Za ugotavljanje hibridizacije uporabljamo metode, ki se uporabljajo tudi za iskanje
genetske strukture populacij. Med najbolj uporabljane metode spada metoda Bayesovega
grupiranja (“Bayesian clustering”), ki jo uporablja tudi program "Structure™ (Pritchard in
sod., 2000).

Vecina raziskav temelji na mitohondrijski DNK in autosomalnih mikrosatelitskih
markerjih (Godinho in sod., 2011; Randi, 2008; Verardi in sod., 2006; Vila in sod., 2003;
Andersone in sod., 2002; Randi in sod., 2002;), le nekaj pa jih je bilo izvedenih z Y
kromosomskimi markerji (Godinho in sod., 2011; Vila in sod., 2003) za ugotavljanje vlog
obeh spolov pri procesu hibridizacije.

Z rutinsko uporabo multilokusnih genetskih in genomskih markerjev odkrivamo ¢edalje
veC primerov kriZanja.
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1.3.1 Mikrosateliti

Mikrosateliti so sekvence kratkih ponavljajo¢ih se motivov DNK, npr. CACACACA
dolgih od 1 do 5 baz (mono-, di-, tri-, tetra-, pentanukleotidi), ki jih najdemo v genomih
veéine taksonov. Najpogosteje uporabljeni so di-, tri- in tetranukleotidi, najmanj pa
mononukleotidi zaradi problemov s pomnoZevanjem v PCR. Stevilo ponovitev motiva se
razlikuje (polimorfizem) zaradi zdrsov polimeraze med replikacijo DNK, ponavadi pa gre
za 5 do 50 ponovitev (Turnpenny in Ellard, 2005). Na vsaki strani mikrosatelitskega
fragmenta so spremljevalne ("flanking™) regije, ki so veéinoma ohranjene oziroma
identi¢ne med posamezniki iste oziroma sorodnih vrst ter zato pomembne za izdelavo
lokusno specifiénih primerjev, s pomocjo katerih lahko mikrosatelite pomnozimo s PCR.
Vecinoma se mikrosateliti pojavljajo v nekodirajo¢ih delih genoma, ki jim pravimo tudi
introni.

Pri diploidnih organizmih ima vsak osebek dve kopiji mikrosatelitnega segmenta, eno
kopijo od vsakega starSa. Obcasno pa se lahko zgodi, da med prepisovanjem lokusa,
polimeraza "zdrsne" ter doda ali odvzame dodatno kopijo motiva (v nasem primeru CA).
Takemu dogodku pravimo mutacija. Literatura navaja, da je stopnja mutacij za posamezen
mikrosatelit na generacijo med 10 in 10, v povpregju 5x10™ (Schlétterer 2000, cit. po
Selkoe in Toonen, 2006), medtem ko je povpre¢na mutacijska stopnja za genomsko DNK
sesalcev 2,2x10° (Kumar in Subramanian, 2002). Tako za en mikrosatelitski lokus obstaja
»dolzinski polimorfizemy, tj. ve¢ razliic z razli¢nim Stevilom ponovitev (alelov).

V primerjavi z nekaterimi ostalimi markerji so mikrosateliti bolj primerni zaradi lazje
priprave vzorcev, saj je zaradi amplifikacije s PCR omogoc¢ena uporaba manjsih vzorcev
tkiva, mozna je genotipizacija vzorcev z nizko kvaliteto DNK (npr. neinvazinih vzorcev),
zaradi stabilnosti DNK pa lahko uporabimo preprostejse nacine shranjevanja (npr. 96 %
etanol). Krajs$a dolZina segmentov (100-300 bp) omogoca dobro amplifikacijo kljub delni
degradaciji DNK (pomembno pri neinvazivnih vzorcih), ker pa so mikrosateliti razmeroma
izrazito vrstnospecifi¢ni, je tudi kontaminacija z drugimi netar¢nimi organizmi manj
problemati¢na (Selkoe in Toonen, 2006). Zardi visoke mutacijske stopnje in njihove velike
alelne pestrosti so mikrosatelitski markerji zelo uporabni v forenzi¢ni, varstveni in
populacijski genetiki za individualno prpoznavo osebkov, ugotavljanje nedavne
demografske zgodovine (Pearse in Crandall, 2004), izracun koeficienta sokrvja
("inbreeding"”), strukture populacij in subpopulacij, efektivne velikosti populacije ter
razli¢ne filogenetske Studije.

Uporabo mikrosatelitskih  markerjev zaznamuje tudi nekaj slabosti. Posamezni
mikrosatelitski primerji redko delujejo za SirSe taksonomske skupine, zato njihova uporaba
pogosto zahteva razvoj novih primerjev za vsako vrsto posebej (Glenn in Schable 2005,
cit. po Selkoe in Toonen, 2006).
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1.4 NEINVAZIVNO VZORCENIJE

Z razvojem PCR metode za namnozevanje specificnih DNK sekvenc se je razvilo tudi vec¢
razli¢nih metod vzorcenja (Taberlet in sod., 1999):

e destruktivno vzorcenje, pri katerem za pridobitev vzorca osebek zrtvujemo;

e nedestruktivno vzoréenje, pri katerem ujetemu osebku odvzamemo vzorec tkiva ali
Krvi;

e neinvazivno vzoréenje, pri katerem za pridobitev DNK ne potrebujemo ujeti zZivali.

Vir DNK so lahko slina, iztrebki, urin ter izpadla dlaka ali perje. Neinvazivno vzoréenje
tako omogoca tudi spremljanje redkejSih populacij oziroma vrst, ki bi jih drugace tezje
ujeli, ocenjevanje velikosti populacij s pomocjo metode ponovnega ulova (“capture-
recapture method"), spremljanje dinamike ogrozenih populacij ter oceno disperzije in
parjenja v sorodstvu (Caniglia in sod., 2014).

Neinvazivne vzorce zivali pustijo za seboj, medtem ko se gibljejo skozi okolje. Kot vzorce
uporabljamo ve¢inoma iztrebke ali urin (sploh pozimi, ko ga lahko odvzamemo skupaj s
snegom), perje ali dlako ter slino. Ker so ponavadi vzorci pred najdbo kar nekaj Casa
izpostavjeni vremenskim pogojem (sonce, dez), je lahko DNK delno degradirana oziroma
poskodovana. Koli¢ina iskanih celic v teh vzorcih je majhna, zaradi ¢esar se pogosto zgodi,
da nam iz nekaterih vzorcev ne uspe dobiti uporabnih rezultatov.

Zaradi pri¢akovane majhne koncentracije iskane DNK v teh vzorcih, ki je pogosto tudi
slabse ohranjena, lahko pride do nekaterih problemov. Najpogostejse so napake v
genotipizaciji, med njimi izpadanje alelov (“allelic dropout"), lazni aleli (“false allele™),
dominanca kratkih alelov (“"short allele dominance™) (Pompanon in sod., 2005).

V primeru, da se amplificira le eden od obeh alelov na istem lokusu, je osebek navidezen
homozigot za ta lokus. Temu pravimo izpad alela in je pri vzorcih s slabo kvaliteto DNK
najpogostejSa napaka. Lazni aleli nastanejo na koncu elongacije pri PCR, ko Tag
polimeraza na novo sintetizirano verigo doda nukleotide (ve¢inoma je to adenin). Ta A+
artefakt se na rezultatih opazi kot dodaten vrh, ki ga lahko zamenjamo z pravim alelom.
Dominanca kratkih alelov je posledica majhne koncentracije DNK, zaradi Cesar se pri
heterozihotnih osebkih bolje amplificira krajsi alel. "Shadow effect" lahko nastane, ko
nismo izbrali dovolj lokusov oziroma imajo ti majhno heterozigotnost. Tako lahko
podcenimo raznolikost v populaciji oziroma ne prepoznamo vseh osebkov, saj ima vec
razli¢nih osebkov na teh lokusih enake alele.

Del genotipizacijskih napak je posledica ¢loveske napake ("human error") in vkljucuje
klicanje alelov, zameSanje vzorcev, napake pri pipetiranju ter kontaminacijo. Vecini teh
napak se lahko izognemo s pravilno izbiro markerjev in uporabo optimiziranih
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laboratorijskih protokolov ter kontrolami. Posebno pozornost je potrebno nameniti tudi
kontaminaciji, saj ta zaradi majhne koncentracije in kvalitete DNK lahko ustvari laZne
nove osebke.

1.5 UPRAVLJANJE S KRIZANCI

Volkovi so zelo mobilni in imajo velike teritorije. Doras¢ajo¢i morajo pogosto dispergirati
preko vecih teritorijev preden najdejo prosto obmocje, Ki ga lahko zasedejo. Ozemlja
tropov segajo dale¢ prek mej zavarovanih obmocij in parkov. Trenutni varstveni programi,
ki jih izvajajo drzave v Evropi, temelijo na odstranjevanju krizancev (Estonija: Lohmus,
2001; ltalija: Genovesi, 2002; Finska: Ministry for Agriculture and Forestry, 2005;
Portugalska: Godinho in sod., 2011; Vila in sod., 2003). Enaki ukrepi so bili predlagani v
akcijskem nacrtu za varovanje volka v Evropi (Boitani, 2000).

Glavna skrb pri krizanju med psom in volkom je izguba specifi¢nih prilagoditev, kar bi
lahko vodilo v izumrtje manjs$e in fragmentirane volcje populacije, ¢e je krizanje prevec
pogosto. Zato je monitoring genetske pestrosti, doloCitev stopnje krizanja, vloge samcev in
samic obeh populacij v procesu krizanja ter vpliv krizanja na starSevsko populacijo
klju¢nega pomena za varovanje volka (Hindrikson in sod., 2012).

Zaradi velike mobilnosti volkov in izogibanja ¢loveku, je vefina raziskav temeljila na
telemetri¢énem spremljanju, zimskemu sledenju in ob¢asnih opazovanjih. Vse te metode so
zamudne in drage. Razvoj populacijske genetike, genomike in neinvazivnega genetskega
vzor¢enja omogoca nove in cenejSe moznosti za Studij dinamike populacij volkov ter
izvajanje dolgotrajnih programov spremljanja.

1.6 CILJ NALOGE

Cilj naloge je bil izdelati in optimizirati protokol, s pomocjo katerega bi z uporabo
neinvazivnih genetskih metod prepoznali oziroma lo¢evali med kriZanci in volkovi. Izbira
palete 10-12 mikrosatelitskih markerjev in optimizacija protokola, s pomo¢jo katerega bi
jih lahko pomnozili v enem ali dveh multipleksih PCR. To bo omogodilo hitrejse (ter
predvsem cenejSe) testiranje, ki bo porabilo manj materiala, kot bi ga sicer, ¢e bi morali
testirati Siroko paleto markerjev, ki se v te namene uporablja danes.
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1.7 HIPOTEZE
Volka, psa ter F1 in F2 krizance med tema dvema vrstama lahko dobro razlocujemo s
pomocjo razmeroma majhne, dobro izbrane palete mikrosatelitskih lokusov.

Krizance lahko z majhno paleto populacijsko-specifi¢no izbranih lokusov zanesljivo
zaznavamo tudi iz neinvazivnih genetskih vzorcev, kjer je zaradi pogostih napak v
dolocenih genotipih uporaba vecjega Stevila lokusov problemati¢na.

11



Mavec M., Razvoj metode za ugotavljanje krizancev med volkom in psom v dinarski populaciji volka.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2016

2 PREGLED OBJAV

Krizanje med divjimi in domacimi Zivalmi postaja Cedalje bolj raziskovana tema. Z
razvojem novih statisticnih metod je postalo mogoce tudi iskanje krizancev pri vrstah, ki so
si genetsko zelo podobne oziroma zanje nimamo vrstno specifiénih mikrosatelitskih
markerjev. Med najbolj uporabljanimi so metode, ki temeljijo na Bayesovskem pristopu k
statistiki. To uporablja tudi program Structure (Pritchard in sod., 2000). Populacije (K)
imajo znacCilne alelne frekvence na vsakem lokusu, osebki pa so dodeljeni v posamezno
populacijo glede na verjetnost pripadnosti. V primeru krizancev se predpostavi, da ima
osebek nezanemarljivo verjetnost, da pripada najmanj dvema populacijama. Vsakemu
osebku se dodeli tudi q vrednost za pripadnost posamezni populaciji, s skupnim seStevkom
1. Tako je pricakovana q vrednost krizanca prve generacije 0,5 za obe populaciji (v
primeru, da je K = 2). Prednost uporabe Bayesove metode je, da ne potrebujemo alelnih
frekvenc referen¢nih vzorcev (Vaha in Primmer, 2006).

Krizance in ¢iste osebke dolocujemo s pomocjo q vrednosti. Tu gre za kompromis med
ucinkovitostjo (delez osebkov, ki smo jih pravilno dolocili) in natanc¢nostjo (delez
dolocenih osebkov v skupini, ki res spadajo v to skupino). Natan¢nost dolo¢evanja se
poveca z viSanjem mejne q vrednosti, hkrati pa se znizuje ucinkovitost. Optimalna mejna
vrednost je tako odvisna od okolis¢in. V primeru, da zelimo dose¢i ve¢jo ucinkovitost,
uporabimo nekoliko nizjo vrednost, kot v primeru, ko Zelimo doseci ve¢jo natan¢nost
(Viaha in Primmer, 2006).

Boitani (1984) omeni moznost krizanja med italijanskimi volkovi in psi kot razlog za hiter
porast stevila volkov med leti 1973 in 1983 (s 100 na 220 osebkov); opise tudi sedem
morfolosko nenavadnih osebkov, ulovljenih med leti 1982-1983. Kasneje Randi in sod.
(1993) v raziskavi na 30 volkovih, ulovljenih med leti 1986-1991, uporabijo mitohondijsko
DNA in ne odkrijejo nobene introgresije, vendar pa omenijo moznost spolne asimetrije. V
kasnejsi raziskavi (Randi in sod., 2000) analizirajo 101 vzorcev italijanskih volkov in 29
vzorcev bolgarskih volkov za primerjavo. Analiza mtDNK je med vsemi povzoréenimi
italijanskimi volkovi zaznala le en haplotip, ki pa ni bil znacilen za pse, medtem ko je med
bolgarskimi vzorci zaznala kar Sest razlicnih haplotipov znacilnih samo za volkove. Leta
2002 sta Randi in Lucchini (2002) prvi¢ dokazala prisotnost krizancev v italijanski
populaciji volkov z 18 mikrosatelitskimi markerji. V raziskavo je bilo vkljuéeno 107
volkov, 95 psov in devet krizancev in Volkov neznanega izvora v ujetniStvu. Eden od dveh
¢rnih italijanskih volkov se izkaze za krizanca prve generacije, medtem ko je program
Structure drugega ¢rnega volka in volka s petim prstom dodelil med volkove. Avtorja sta
tako sklepala, da je introgresija psov med italijanske volkove redka (Randi in Lucchini,
2002). Istega leta je objavljena Se raziskava iz Latvije, kjer ravno tako potrdijo prisotnost
krizancev (Andersone in sod., 2002). V studijo je bilo vkljucenih 31 tkivnih vzorcev
volkov (1997-1998), od tega sedem krvnih vzorcev mladicev z istega legla iz leta 1999, ki
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so jih po morfoloskih znakih uvrstili med krizance. Vzorci so bili odvzeti tudi materi in
domnevnemu ocetu, ki je bil po nenavadnem barvnem vzorcu uvrS¢en med kriZzance.
Analiza je bila opravljena s 16-imi mikrosatelitskimi markerji in mtDNK. Nekateri od
markerjev so bili razmeroma pogosti pri psih, pri volkovih pa se niso pojavljali (alela 97 in
107 na lokusu CPH2, 173 na lokusu CPH7, 152 na CPH9, 129 in 149 na C09.250 ter 158
na vwr.x), medtem ko so bili drugi pogosti pri volkovih in odsotni pri psih (203 na lokusu
CPH12 ter 134 na VWF). Mladic¢i iz legla krizancev so po analizi s programom Structure
imeli g, med 0,18 in 0,56, starSa pa 0,93 (oce) in 0,63 (mati). Od stirih preostalih hibridov
je bil eden z mocno pripadnostjo pasji populaciji (q =0,86), tako da bi lahko Slo za
povratnega krizanca s psom ali pa le psa, ostali trije pa so bili uvrs¢eni med volkove. Z
analizo sorodnosti so kasneje ugotovili, da domnevni oce z leglom zelo verjetno ni bil
povezan. Avtorji zakljucijo, da je krizanje verjetno posledica motene socialne strukture
volkov.

Kmalu za tem Vila in sod. (2003) potrdijo prisotnost krizancev tudi na Norveskem.
Analizirali so dva vzorca iz leta 1999, vzorec krvi povozenega juvenilnega osebka (oktober
1999) in vzorec urina samice v estrusu (marec 1999), ki je bila hkrati tudi edina samica na
obmodju, ter 25 vzorcev skandinavskih volkov (vzoréenih po 1980), 23 finskih volkov, 24
vzorcev s severozahodne Rusije, osem vzorcev iz Latvije in 23 vzorcev iz Estonije ter 44
vzorcev psov. Za analizo so uporabili 18 avtosomalnih mikrosatelitskih markerjev, mtDNK
in Y kromosomske markerje. mtDNK ni razkrila nobenih haplotipov, ki bi bili znacilni za
pse, medtem ko se Y kromosomski marker, ki so ga uspesno amplificirali pri juvenilnem
osebku z Norveske, pojavlja tako pri psih kot pri populacijah volka v severni Evropi. Tudi
pri autosomalnih lokusih so pri juvenilnem osebku na dveh lokusih nasli dva alela, ki se pri
skandinavskih volkovih ne pojavljata, jih pa najdemo pri psih in volkovih iz drugih
populacij. Frekvenca alelov za ostale lokuse je bila prav tako redka pri skandinavskih
volkovih. S Structure analizo so samico uvrstili med skandinavske volkove (q = 0,998),
medtem ko je bil mladi¢ oznacen kot krizanec (q = 0,264). Avtorji zakljucijo, da so ostali
skandinavski volkovi (n =25) dobro loceni od volkov in ne kaZzejo nobenih znakov
nedavnega krizanja s psom, po ¢emer sklepajo, da je le-to redko.

Viha in Primmer (2006) sta primerjala uporabo dveh programov (Structure in
NewHybrids) za dolo¢evanje krizancev. Zakljudita, da je za u€inkovito lo¢evanje (=95 %)
med kriZanci prve generacije in starSevsko populacijo potrebno 12 markerjev z Fst = 0,21
oziroma 24 markerjev z Fst = 0,12, za natan¢no locevanje (>95 %) pa je potrebno uporabiti
dvakrat vec¢je Stevilo markerjev. Omenita, da bi bilo mozno zmanjsati $tevilo potrebnih
markerjev z uporabo vezanih markerjev, kot dodatno strategijo za izboljSanje natan¢nosti
pa omenita doloCitev strozjih intervalov g-vrednosti, ki bi lo¢evali krizance od volkov,
osebki s g vrednostjo med posameznimi intervali pa se ne klasificirajo v nobeno skupino.
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Verardi in sod. (2006) v raziskavo vkljucijo 220 vzorcev volkov, zbranih v letih 1987-2002
iz cele Italije, 85 vzorcev psov ter sedem vzorcev krizancev, ki so sluzili kot kontrola.
Uporabijo 20 mikrosatelitskih markerjev, od tega 16 vezanih (“linked") in stiri nevezane
("unlinked™). Po Structure analizi (K =2) je bilo 11 volkov delno uvrs¢enih v obe skupini s
gi < 0,8, enako tudi vseh sedem znanih krizancev. Avtorji zakljucijo, da je introgresija
veliko vecja (5 %), kot je bilo pred tem ugotovljeno z uporabo le nevezanih markerjev
(Randi in Lucchini, 2002), in sicer en krizanec v vzorcu 107 volkov (0,9 %). S pomocjo
Structure analize ocenijo, da je do introgresije prislo v zadnjih 70 (+ 20) generacijah, torej
Vv priblizno zadnjih 140-210 letih, vendar izpostavijo, da program predvidi le eno krizanje
med starSevskima populacijama, medtem ko je realno do krizanja verjetno prislo veckrat
oziroma se le-to ponavlja. Zaradi tega je zanesljivost ocene neznana. Zakljucijo, da so
volkovi in psi kljub obcasni hibridizaciji Se vedno genetsko dobro lo€eni skupini.

Hindrikson in sod. (2012) prvi¢ potrdijo prisotnost krizancev v Estoniji. Analizirali so 74
volkov iz Estonije (n = 37) in Latvije (n = 37), 21 psov ter osem domnevnih krizancev iz
Estonije (n=6) in Latvije (n=2) s pomoc¢jo 11 avtosomalnih mikrosatelitskih lokusov.
Nekateri aleli, opazeni pri krizancih, so bili pogosti pri volkovih, pri psih pa jih niso opazili
(133 na lokusu FH2001 in 222 na lokusu FH2010). Enako so bili nekateri aleli opazeni le
pri psih in krizancih, pri volkovih pa se niso pojavljali (167 na lokusu FH2054 in 105 na
lokusu M-CPH2). S programom Structure so izvedli dve analizi, prvo (set A) z
usepopinfo = 0 in drugo (set B) z usepopinfo = 1. Rezultati so bili za krizance iz Latvije v
obeh primerih isti in so jih uvr$¢ali med krizance prve generacije, medtem ko je Structure v
setu A krizance iz Estonije uvrstil blizje volkovom (F2), v setu B pa med krizance prve
generacije. Zakljucili so, da bi bilo za natan¢nejSe doloc¢evanje potrebno uporabiti vecje
Stevilo markerjev. S pomo¢jo mtDNK prvi potrdijo izjemo pri dosedaj$njem asimetricnem
krizanju pri dveh hibridih iz Latvije, saj je bil pri njih odkrit haplotip, ki se drugace
pojavlja pri psih in kaze na krizanje samice psa s samcem volka.

V studiji na Iberskem polotoku (Godinho in sod., 2011) so uporabili 42 mikrosatelitskih
markerjev, Sest mikrosatelitov vezanih na Y kromosom ter mtDNK haplotipe, s ciljem
ugotoviti, ali tudi tu prihaja do krizanja ter za kako dale¢ nazaj lahko z naborom izbranih
markerjev prepoznajo krizanje. V $tudijo so vkljucili 408 vzorcev (zbranih med leti 1996
in 2009): 208 volkov, 196 psov (152 ¢istokrvnih psov in 54 divjih, ki so bili vzoréeni prek
celega obmocja volkov) in stiri potencialne krizance (doloc¢eni glede na morfoloski izgled
in obnasanje). Po Structure analizi brez priorjev in K =2 so bili vsi psi jasno dodeljeni v
svojo skupino (povprecen Q;= 0,995), medtem ko je med volkovi (Q;=0,990) izstopalo
osem osebkov (vkljucno s Stirimi prej omenjenimi krizanci), ki so bili delno razporejeni v
obe skupini (gi < 0,85). S pomoc¢jo simuliranih razredov so preverili uspeSnost seta
markerjev, in sicer 100 % za F1 in F2 ter 84 % za povratne krizance prve generacije (za
mejno vrednost g = 0,85).
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Nadaljnja analiza je pokazala, da so trije od oznacenih krizancev zelo verjetno krizanci
prve generacije (F1), trije povratni krizanci z volkom, zadnja dva pa sta bila po verjetnosti
razporejena v dva razreda (prvi z vec¢jo verjetnostko za povratnega krizanca s psom (BD)
q=0,721, ter drugi med Qr =0,460 in ggp=0,443). Pri krizancih so z uporabo Y
kromosomskih markerjev in mtDNK halplotipov preverili smer krizanja ("direction of
hybridization") in ugotovili, da je pri vseh prisotna vol¢ja mtDNK. Avtorji zakljucijo, da
sta kljub zaznanemu krizanju obe skupini (volkovi in psi) Se vedno dobro loceni in da kljub
dolgemu sobivanju hibridizacija ni imela velikega vpliva na vol¢jo populacijo. Predhodna
Studija (Ramirez in sod., 2006; cit. po Godinho in sod., 2011) s 13 nevezanimi
mikrosateliti na 74 vzorcih ni zaznala nobenega krizanca, medtem ko so Godinho in sod.
(2011) potrdili osem krizancev (4 %), kar je zelo podobno vrednosti, ki jo podajo tudi
Studije narejene v Italiji, in sicer 5 % (Verardi in sod., 2006; Randi in Lucchini, 2002).

Raziskava z obmoc¢ja Kavkaza (Kopaliani in sod., 2014) je postavila vprasanje, ali je
krizanje bolj pogosto na obmodju, kjer je Se vedno pogosta uporaba pastirskih psov, ki
varujejo drobnico na pasnikih in niso pod kontrolo ¢loveka, psi pa so po velikosti bolj
podobni volkovom. V raziskavo so vkljucili osem mikrosatelitskih lokusov. Ugotovili so,
da je 13 % volkov imelo nedavne pasje prednike ter ve¢ kot 10 % psov nedavne vol¢je
prednike, 2-3 % vzoréenih volkov in psov pa je bilo F1 krizancev. Delez krizancev je bil
veliko vedji, kot se je pred tem opazalo v Evropi.

Zaradi lazje dostopnosti neinvazivnih vzorcev kot tkivnih vzorcev so Godinho in sod.
(2015) primerjali dva seta markerjev, in sicer 52 in 13. Nabor 13 markerjev je bil na¢rtno
izbran glede na Fst (n = 11) in PI (n = 2) vrednosti posameznih markerjev. V studijo je bilo
vkljucenih 38 vzorcev iztrebkov (vzorenje je potekalo 2011) in Stirje tkivni vzorci
odstreljenih krizancev. S pomocjo simuliranih osebkov so preverili ucinkovitost in
natancnost obeh setov markerjev, ter dolo€ili mejne q vrednosti. Pri primerjavi obeh setov
markerjev so opazili, da je set 52 markerjev kazal vecjo genetsko pestrost vzorcev, drugace
pa so bile ostale vrednosti precej primerljive. Test u¢inkovitosti seta 13 markerjev na 1000
simuliranih osebkih je pokazal, da je bilo pravilno dolo¢enih 100 % F1 osebkov, 96,3 %
BW1 in 66,4 % BD1 ter 68,2 % BW2 in 22,8 % BD2, vendar pa po uc¢inkovitosti ni
presegel seta 52 markerjev. Avtorji zakljucijo, da je zbran set 13 markerjev zelo ucinkovit
in omogoca hitrejSe testiranje, ni pa primeren za nekatere analize populacijske genetike, saj
so ocene genetske pestrosti nizje, kot so sicer z ve¢jim setom markerjev. Zaradi moznih
sprememb alelnih frekvenc avtorji priporo€ajo ponovno testiranje ucinkovitosti seta ¢ez
nekaj Casa.
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3 MATERAL IN METODE

3.1 VZORCI

V nalogi smo uporabili 411 vzorcev, od tega je bilo 358 vzorcev volkov ter 53 vzorcev
psov. Med volkovi je bilo 99 vzorcev iz Dalmacije, 62 z obmocja Gorskega Kotarja, 44 iz
Like, devet iz ostalih delov Hrvaske ter 144 z obmocja Slovenije.

Vzorci volkov so bili ve¢inoma invazivni, zbrani med leti 1998-2013. Vecinoma je Slo za
redne odstrele, Zrtve prometnih nesred in najdene poginule Zivali. Vzorce tkiva (~4cm?
miSice ali koze) smo po odvzetju shranili v 50 mL posodici, napolnjeni s 30 mL 96 %
etanola pri -20°C. Ekstrakcijo DNK iz vzorcev smo opravili v laboratoriju za invazivne
vzorce.

Vzorce psov smo zbrali ob veterinarskih pregledih psov. Za vsak vzorec smo psu izpulili
nekaj dlak, s ¢imer smo hoteli zagotoviti, da bo v vzorcu ¢im ve¢ dla¢nih mesickov, ki so
potrebni za pridobitev kvalitetne DNK. Te smo nato shranili v kuverto, ki je bila vloZena v
"ziplock™ plasti¢no vre¢ko skupaj z desikantom (silika gelom). Kuverto smo hranili na
sobni temperaturi v temnem prostoru do ekstrakcije DNK. Ker smo pri¢akovali majhno
kolicno DNK, smo vzorce dlake obdelali v laboratoriju za neinvazivne vzorce.

3.2 DELO V LABORATORIJU

Invazivne in neinvazivne vzorce smo shranili in procesirali v dveh loc¢enih laboratorijih, s
¢imer smo preprecili morebitno kontaminacijo neinvazivnih vzorcev in vzorcev dlake, za
katere smo domnevali, da imajo manj DNK. Potek dela v obeh laboratorijih ob obdelavi
vzorcevV je bil bolj ali manj enak.

Ob prihodu v laboratorij smo vzorce najprej vnesli v bazo (prepis podatkov z etikete: kdaj
in kje je bil vzorec pridobljen, starost zivali, v kolikor jo je bilo mogoce doloditi, ime
najditelja, starost osebka, telesna masa in spol). Hkrati smo vsakemu vzorcu dodelili
individualno nalepko s svojo barkodo in individualno steviléno kodo, s pomocjo katere se
zmanj$a moznost zamenjave vzorcev v nadaljnjih postopkih ter prepre¢i morebitne napake
v prepisovanju kode. Med procesom ekstrakcije smo individualno kodo zaradi lazjega dela
zamenjali z zaCasno delovno kodo (Stevilke od 1 do 23), obe kodi (delovno in
individualno) pa smo zapisali v delovnem protokolu. Ob koncu ekstrakcije smo na vsako
mikrocentrifugirko z vzorcem nalepili po dve barkodi (za primer, da ena odpade) ter
individualno kodo, in sicer eno na pokrovéek ter ostali dve na strani.
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3.2.1 Ekstrakcija DNK

Pri delu z invazivnimi in neinvazivnimi vzorci smo veliko truda namenili preprecevanju
kontaminacije. Neinvazivni vzorci imajo ponavadi majhno koli¢ino DNK, ki je lahko
slabse kvalitete kot DNK v tkivnih vzorcih, zato smo oba tipa vzorcev lo¢ili Ze ob prihodu
v laboratorij. 1zloacija DNK in priprava verizne reakcije polimeraze (PCR) je tako potekala
v dveh razli¢nih laboratorijih. Za laboratorij z neinvazivnimi vzorci smo uvedli posebej
stroga pravila, ki preprecujejo vnos "tuje” DNK oziroma kontaminacijo. Gibanje med
obema laboratorijema je omejeno, vzpostavljen je enosmeren pretok materiala (material, ki
neinvazivni laboratorij zapusti, ne more ve¢ nazaj), med aktivnim delom se vse delovne
povrSine in instrumente redno dekontaminira z 10 % natrijevim hipokloritom. Pri
pipetiranju smo uporabljali pipetirne nastavke z aerosolnimi filtri.

Za izolacijo DNK iz vzorcev dlak smo uporabili Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit
(Sigma), po navodilih proizvajalca. Vzorce s pufrom Lysis T in proteinazo K smo
inkubirali ¢ez no¢ na 56 °C.

DNK iz tkivnih vzorcev smo izolirali z GeneElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep
Kit (Sigma) po navodilih proizvajalca.

V vsako ekstrakcijo smo vkljuéili tudi negativne kontrole (23 vzorcev + kontrola), celoten
proces pa smo dokumentirali tudi s fotografijami, tako da bi se lahko kasneje v primeru
nejasnosti (npr. suma zamenjave vzorcev) pregledalo fotografije in izsledilo napako.

3.2.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za amplifikacijo vzorcev smo uporabili QIAGEN Multiplex PCR Kit oziroma Finnzyme
Canine Pannel Multiplex, po navodilih proizvajalca, z nekaterimi prilagoditvami. Primerji
so bili predpripravljeni v mastermix meSanici za lazje pipetiranje. Med pripravljanjem
mesanice za PCR smo upostevali do 10 % dodatnega volumna zaradi izgub pri pipetiranju.

Volumen uporabljene DNK se je razlikoval med invazivnimi in neinvazivnimi vzorci
(Preglednica 1). Pri invazivnih vzorcih smo uporabili 1 uL DNK, pri neinvazivnih vzorcih
pa med 2-4 uL DNK, odvisno od tega, kako dobra je bila amplifikacija.
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Preglednica 1: To¢ni volumen meSanic za PCR multipleks. Za vse, razen za KIT 3 (Finnzyme Canine Kit)
smo uporabili QIAGEN mastermix, za KIT 3 pa Fusion mastermix.

1X 1x
MM (QIAGEN) 5uL MM (Fusion) 5uL
MP luL MP 3uL
UHQ-H,0 3uL UHQ-H,0 2uL
Celotni volumen 9 uL* Celotni volumen | 10 uL

*Ker smo pri neinvazivni vzorcih uporabili 2-4 uL DNK, smo to upostevali pri celotnem volumnu. Kar je
bilo ve¢ volumna DNK, smo odsteli pri volumnu H,0 (pri 2 uL DNK smo uporabili 2 uL H,O na vzorec, za
4 uL DNK pa nismo dodali ni¢ H,0).

MP — mix primerjev.

MM — master mix.

UHQ-H,0 — Ultra ¢ista voda.

Po zaklju¢enem PCR smo vzorce pripravili za sekvenator. Uporabili smo 10 uL
formamid + LIZ mesanice, ki smo ji nato dodali Se 1 uL PCR produkta (pri nekaterih
neinvazivnih vzorcih smo uporabili 2 uL). PCR produkte smo nato genotipizirali na
avtomatskem sekvenatorju ABI 3130xlI DNA Analyser (Applied Biosystems). Da bi
preprecili napake, smo vsak vzorec amplificirali in genotipizirali dvakrat do Stirikrat.
Vzorce, pri katerih je bila amplifikacija pri prvih dveh ponovitvah slaba, smo izlo¢ili iz
nadaljnje analize. Aleli so bili dolo¢eni s pomoc¢jo programa GeneMapper 4.1. Ponovno
smo analizirali 10 % nakljucno izbranih vzorcev in preverili pogostost napak.

3.3 1ZBIRA MARKERJEV

Za izbiro najboljsih markerjev smo uporabili set 35 markerjev, ki se jih uporablja v
raziskavah kanidov na Oddelku za biologijo na Biotehniski fakulteti, Univerza v Ljubljani.

Uporabili smo naslednje markerje: CPH9, CPH12, C20_253, C09_250, FH2010, CPHS5,
CPH7, Cxx_121, FH2137, CPH22, VWF, Cxx_123, CPH2, FH2004, FH2088, FH2096,
CPH6, CPH4, REN169018, REN54P11, INRA21, AHT137, REN169D01, AHTk253,
FH2848, REN162C04, REN247M23, INUO55, AHTh260, INU030, AHTk211, CPHS,
CXX279, FH2145, FH2054.

Za izbiro najbolj ustreznega markerja smo v programu GenAlEx izraCunali verjetnost
identitete (P;p) (Waits in sod., 2001) in fiksacijski indeks (Fs) (Wright, 1949) za vsak
lokus. F je vrednost, ki nam pove, kaksno je povpreéno zmanj$anje heterozigotov v
posamezni populaciji, ki je posledica genetskega drifta med subopopulacijami, medtem ko
P1 vrednost oznacuje verjetnost, da bosta imela dva naklju¢no izbrana osebka enaka alela
na istem lokusu.
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To nam je omogocilo primerjavo vseh markerjev in izbiro najbolj informativnih. Izbrali
smo markerje z visoko F vrednostjo in nizko P,p vrednostjo. Najbolj ugodno bi bilo, ¢e bi
lahko iste markerje uporabili za razlikovanje med volkovi in krizanci ter za razlikovanje
med posameznimi osebki. Zal pa so bili markerji, ki so bili zelo ugodni za lodevanje med
volkovi in krizanci, manj ugodni za individualno prepoznavo osebkov (Preglednica 2).
Tako smo morali izbrati kompromis med obema vrednostima. Ker je bil nas cilj
oblikovanje seta markerjev za prepoznavo krizancev, smo izbrali ve¢ markerjev z visoko
Fs vrednostjo in le nekaj z nizko P\p vrednostjo, kar nam bo kasneje Se vedno omogocalo
zanesljivo lo¢evanje med posameznimi osebki.

Pri izbiri markerjev smo morali upoStevati tudi dolzino amplificiranih fragmentov, saj je
DNK v neinvazivnih vzorcih pogosto slabse ohranjena oziroma degradirana, zaradi ¢esar je
verjetnost, da so ohranjeni daljsi fragmenti, manjsa. Pri krajsih fragmentih je tudi boljsa
amplifikacija. 1z tega razloga smo izbirali markerje do dolzine najve¢ 250 baznih parov.

Izbrali smo 10-14 markerjev, ki so bili med bolj informativnimi na Fg lestvici in znotraj
velikostnega limita, s katerimi bi lo¢evali med kriZanci in volkovi, ter tri markerje, Ki so
imeli najmanjse P\p vrednosti, s katerimi bi izboljsali loCevanje posameznih osebkov.

Za primerjavo ucinkovitosti smo oblikovali tri sete: set 12, 14 in 16 markerjev, ki smo jih
analizirali enako kot set 35 markerjev.

3.4 ANALIZA PODATKOV

Ob zakljuéeni analizi s programom GeneMapper smo vse rezultate izvozili v skupno
datoteko in jo s pomocjo programa Create (Coombs in sod., 2008) pretvorili v obliko,
skladno s programom Structure.

S pomocjo tega programa smo izvedli analizo, v katero smo vkljuéili vseh 35 markerjev in
vse osebke, uporabili pa smo naslednje parametre: 100.000 zacetnih korakov (“burn-in"),
1.000.000 MCMC korakov ("MCMC reps"), admixture model, korelirane frekvence alelov
("correlated allele frequencies"), popflag = 0, 10 ponovitev (“iterations").

S pomocjo te analize smo pridobili osebke z Q vrednostjo >0,990, ki smo jih nato uporabili
kot osnovo za generiranje 100 simuliranih volkov in psov. Te smo ustvarili s simulacijo
parjenja s pomocjo programa HybridLab. Pri volkovih smo Zeleli ohraniti populacijsko
strukturo, zato smo simulirane osebke iz Dalmacije in Like generirali posebej, osebke z
Gorskega Kotarja in Slovenije pa skupaj, pri ¢emer smo pazili, da so ostali v enakem
razmerju kot v naSem vzorcu. Z lo¢enim simuliranjem posameznih populacij volkov smo
zeleli ustvariti podobne moznosti za simulirano parjenje med posameznimi osebki, kot bi
jih pricakovali dejansko v naravi. Za izdelavo 100 simuliranih volkov smo uporabili 262
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volkov, ki so imeli g > 0,990 (od tega 39 volkov iz Dalmacije, 31 iz Like, 53 z Gorskega
Kotarja, dve iz drugih delov Hrvaske ter 137 volkov iz Slovenije). Upostevali smo tudi
delez osebkov iz posameznega obmocja. Za izdelavo 100 simuliranih psov smo uporabili
42 osebkov, ki so imeli g > 0,990.

S simuliranimi volkovi in psi smo nato s programom HybridLab generirali $e krizance, in
sicer krizance prve (WDH) in druge (HC) generacije, povratne krizance z volkom prve
(BW1) in druge (BW2) generacije ter povratne krizance s psom prve (BD1) in druge
(BD2) generacije. Simulirane osebke smo nato analizirali s pomoc¢jo programa Structure
(100.000 zacetnih korakov, 1.000.000 MCMC korakov, admixture model, korelirane
frekvence alelov, popflag=0, 10 ponovitev) in g vrednosti posameznikov z znano
(simulirano) stopnjo krizanja uporabili kot pomo¢ pri doloanju mejnih vrednosti za
posamezne skupine.

Vsi seti markerjev so bili analizirani z istimi programi in po enakih parametrih. Dodatni
seti so bili ustvarjeni z namenom, da bi sestavili najbolj ugoden set markerjev, ki je Se
vedno dovolj majhen, da lahko analizo izvedemo v enem ali dveh multipleksiranih PCR.
Hkrati smo lahko tudi primerjali, kako dodajanje in odvzemanje markerjev vpliva na
zmoznost prepoznavanja krizancev. Vsaka posamezna analiza v programu Structure je
vsebovala 10 ponovitev. Za zdruZenje in grupiranje dobljenih podatkov smo uporabili
program CLUMPAK (Kopelman in sod., 2015).

Krizance, volkove in pse smo tudi slikovno prikazali s pomo¢jo analize PCoA (Principle
Coordinate Analysis) oziroma metode glavnih koordinat, ki je bila izvedena s pomocjo
programa GenAIlEx (Peakall in Smouse, 2006, 2012). Gre za eno od multivariantnih analiz,
s pomocjo katere lahko prikazemo razlike med podatki. Deluje tako, da vsakemu podatku
dodeli tocko na koordinatni osi glede na to, koliko se razlikuje od ostalih vzorcev.

3.4.1 Uporaba programa Structure 2.3.4.

Za analizo rezultatov sem uporabila program STRUCTURE (Pritchard in sod., 2000) za
populacijsko analizo. Program uporablja Bayesovsko gruc¢anje in Monte Carlo Markovske
verige (MCMC), kjer vsak posamezni osebek dodeli najbolj verjetni populaciji. Analiza se
pricne z "burn-in" periodo oziroma periodo zacetnih korakov, ki jo dolo¢imo pred
pricetkom analize in se ponavadi giblje med 10.000 in 100.000. Ta doloca, koliko ¢asa
program tece, preden pricne z analizo. V tem casu program dobljenih vrednosti ne
shranjuje in uporablja, na ta nacin se minimalizira uc¢inek zaCetne nastavitve parametrov.
Cas po burn-in periodi, ko program te¢e in shranjuje rezultate, se imenuje MCMC. Da je
bila Markovska veriga dovolj dolga, lahko vidimo, ko nam vse ponovitve dajo podoben
rezultat (verige konvergirajo). Program omogoca uporabo ve¢ modelov z razli¢nimi
predpostavkami.
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3.4.2 Admixture model

Model je priporocen s strani ustvarjalcev programa Structure za vse zacetne analize, saj je
zaradi flekibilnosti zmozen upostevati dogajanje v realnih populacijah. Uporablja se v
primerih, ko sumimo, da imajo osebki mesano poreklo, zato je Se posebno uporaben pri
ugotavljanju hibridnih con. Domneva, da je vsak osebek i del genotipa podedoval od
prednikov iz populacije k, rezultat pa odraza deleZ pripadnosti posamezni populaciji.

3.4.3 Prior population information — USEPOPINFO model

Program poleg genetskih informacij uporablja tudi druge podane informacije (lokacijo ali
predhodno dolo¢eno pripadnost posamezni populaciji), hkrati pa analizira, ali ima kateri od
osebkov prednika v kateri od drugih populacij za izbrano Stevilo generacij nazaj (v naSem
primeru smo izbrali 2). Za vse osebke smo podali izhodis¢no populacijo (pes ali volk), za
Popflag uporabili vrednost 1 (v prejsnjem modelu smo namesto te uporabili 0) ter izbrali
opcijo POPINFO. Ostale nastavitve so bile enake kot v zgornjem modelu, le da smo
namesto admixture modela izbrali prior population information model, ter izbrali moznost,
da program analizira verjetnosti za do dve generacije nazaj (GENSBACK = 2).

3.5 OBLIKOVANJE MULTIPLEKSA

Cilj naloge je bil oblikovati set markerjev v 2-3 multipleksih, s pomo¢jo katerega bi lahko
hitreje in ceneje testirali neinvazivne vzorce, saj je neinvazivne vzoce pogosto potrebno
veckrat analizirati, da bi dobili zanesljiv genotip. Pri oblikovanju multipleks PCR in analizi
na kapilarnem sekvenatorju smo uporabili petbarvno kemijo, FAM (modra), VIC (zelena),
NED (rumena), PET (rdeca) ter LIZ (oranzna). Prve §tiri smo uporabili za oznacevanje
markerjev, oranzna pa je bila uporabljena za dolzinski standard (Gene Scan 500-Liz,
Applied Biosystems). Pri oblikovanju je bilo potrebno paziti, da se dolzine alelov
posameznih markerjev v isti barvi ne prekrivajo. Zaradi uporabe za neinvazivne vzorce
smo v posamezni multipleks vkljucili samo do devet markerjev. Ravno tako smo med
razvr§¢anjem markerjev upostevali, da so v posameznem multipleksu tako dolgi kot kratki
markerji ter ne samo kratki ali samo dolgi, med njimi pa je bilo vedno $e nekaj razlike, kar
bi v primeru novih alelov preprecilo prekrivanje. Ravno tako smo pazili, da so imeli vsi
markerji na posameznem multipleksu podobno temperaturo za vezavo oligonukleotidov
(annealing temperature).
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4 REZULTATI

4.1 1ZBIRA MIKROSATELITSKIH MARKERJEV

Preglednica 2: Seznam uporabljenih lokusov glede na Fst vrednost (od veéjih do manjsih vrednosti) ter PI
vrednost (od najmanjs$ih do najvecjih vrednosti). Pri izboru markerjev smo upostevali dolzino mikrosatelitov
(ni prikazana na preglednici) ter mesto na preglednici (idealni so bili markerji, ki se na obeh preglednicah
nahajajo v zgornjem delu).

Lokus Fst Lokus Pl-volk
CPH6 0,217 FH2137 2,6E-02
AHTK253 0,196 AHTh260 3,8E-02
CPH9 0,191 REN247M23 4,9E-02
CPH22 0,174 AHT137 5,5E-02
CPH4 0,163 Cxx_123 5,8E-02
C20_253 0,159 CPH2 6,0E-02
REN54P11 0,149 C20_253 7,0E-02
REN169D01 0,147 C09_250 7,9E-02
AHTK211 0,146 FH2004 8,6E-02
CPH5 0,143 FH2848 1,0E-01
VWEF 0,143 CXX279 1,1E-01
REN162C04 0,135 CPH5 1,1E-01
FH2096 0,128 AHTK253 1,2E-01
FH2054 0,118 REN169D01 1,2E-01
REN169018 0,113 INUO030 1,3E-01
Cxx_121 0,107 FH2088 1,3E-01
REN247M23 0,095 Cxx_121 1,3E-01
FH2010 0,082 VWEF 1,3E-01
FH2088 0,078 INUO55 1,4E-01
FH2848 0,074 CPH4 1,5E-01
INU030 0,073 FH2010 1,6E-01
FH2145 0,070 CPH12 1,6E-01
CPH2 0,069 CPH8 1,7E-01
CXX279 0,067 INRA21 1,8E-01
CPH7 0,062 FH2054 1,9E-01
FH2004 0,061 REN54P11 1,9E-01
CPH8 0,059 REN169018 1,9E-01
INU055 0,058 CPH22 2,0E-01
CPH12 0,057 CPH9 2,2E-01
AHT137 0,056 CPH7 2,4E-01
FH2137 0,045 FH2145 2,4E-01
AHTh260 0,043 AHTk211 2,6E-01
Cxx_123 0,032 CPH6 2,9E-01
C09_250 0,028 REN162C04 3,0E-01
INRA21 0,019 FH2096 4,5E-01
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4.2 PRIMERJAVA SIMULIRANIH SETOV MIKROSATELITSKIH MARKERJEV

S pomocjo programa Structure smo analizirali vse sete. S pomocjo simuliranih setov smo
lahko izracunali, kako uspesSen je posamezen set pri prepoznavi krizancev ter volkov. Za
vsak simuliran razred (volk, pes, krizanec 1. in 2. generacije, povratni krizanec z volkom 1.
in 2. generacije, povratni krizanec s psom 1. in 2. generacije) smo nato preverili koliko
osebkov, ki so v resnici krizanci, dodeli k volkovom (razen pri volkovih, kjer smo preverili
koliko volkov dodeli h krizancem). V prvem stolpcu Preglednice 3 so prikazane izbrane
mejne vrednosti, ki jih uporabimo za lo¢evanje med kriZanci in volkovi.

Preglednica 3: Primerjava u¢inkovitosti 3 setov markerjev (12, 14, 16) proti setu z vsemi (35) markerji.

35 markerjev |W D WDH HC BW1 BW2 BDl1 BD2
0,85 0 0 0 0 8 64 0 0
0,88 0 0 0 0 1 5 0 0
0,89 0 0 0 0 1 40 0 0
0,90 0 0 0 0 1 6 0 0
0,92 0 0 0 0 0 21 0 0
0,95 4 0 0 0 0 100 0 0
16 markerjev |W D WDH HC BW1 BW2 BD1 BD2
0,85 0 0 0 0 19 53 0 0
0,88 3 0 0 0 12 45 0 0
0,89 5 0 0 0 8 42 0 0
0,90 7 0 0 0 38 0 0
0,92 8 0 0 0 280 0
0,95 26 O 0 0 6 0 0
14 markerjev |W D WDH HC BW1 BW2 BD1 BD2
0,85 0 0 0 1 18 55 0 0
0,88 3 0 0 0 100 44 0 0
0,89 3 0 0 0 39 0 0
0,90 3 0 0 0 7 38 0 0
0,92 8 0 0 0 31 0 0
0,95 31 0 0 0 6 0 0
12 markerjev |W D WDH HC BwW1l BW2 BDl1 BD2
0,85 3 0 0 1 23 52 0 0
0,88 3 0 0 1 11 46 0 0
0,89 3 0 0 0 9 42 0 0
0,90 6 0 0 0 8 36 0 0
0,92 12 0 0 0 4 24 0 0
0,95 3 0 0 0 0 12 0 0

W (Cisti volkovi), WDH (krizanci prve generacije), HC (krizanci druge generacije), BW1 (povratni krizanci z
volkom prve generacije), BW2 (povratni krizanci z volkom druge generacije), BD1 (povratni knizanci s
psom prve generacije), BD2 (povratni krizanci s psom druge generacije).
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V Preglednici 3 je prikazana Stevilénost osebkov, ki sicer spadajo znotraj navedenih
razredov (volk, pes, krizanci), vendar pa so bili zaradi visje q vrednosti (kot je dolo¢ena
mejna q vrednost) uvrs€eni med vol¢jo populacijo oziroma v primeru volkov med
krizance. Vidimo lahko, da dobro prepoznamo volkove, pse ter krizance prve in druge
generacije. Pri povratnih krizancih prve generacije je locevanje malo slabSe, za povratne
krizance druge generacije pa je pri nekaterih mejnih vrednostih prepoznava precej slaba. V
vsakem razredu je bilo 100 osebkov, zaradi ¢esar lahko hitro izra¢unamo delez uspesnosti
posamezne mejne vrednosti.

Kot pri¢akovano, je bil set 35 markerjev pri tem najboljsi. Pri mejnih vrednostih od 0,92 do
0,85 tako ne bi nobenega volka dolo¢ili kot krizanca ter nobenega krizanca prve in druge
generacije kot volka. Dobro deluje tudi pri prepoznavi povratnih krizancev z vokom, saj v
prvi generaciji pravilno dolo¢i kar 100 % osebkov, v drugi 79 % (pri g = 0,92) in 99 %
povratnih krizancev z volkom prve generacije ter 64 % druge generacije (pri q = 0,90).

Set 16 markerjev le pri mejni vrednosti 0,85 ne zgresi nobenih volkov (jih uvrsti med
krizance), vendar pa ve¢ kot 50 % povratnih krizancev druge generacije uvrsti med
volkove. Z vsemi mejnimi vrednostimi zaznamo vse krizance prve in druge generacije. Pri
mejnih vrednostih q = 0,92 med krizance dodeli 8 volkov, med povratnimi kriZzanci prve
generacije je med pravilno doloc¢enih 98 % osebkov, med povratnimi krizanci druge
generacije pa 72 %.

Set 14 markerjev pri vseh mejnih vrednostih pravilno prepozna vse krizance prve in druge
generacije. Pri mejni vrednosti 0,92 kot krizance oznaci 8 volkov, med povratnimi krizanci
prve generacije je pravilno dolo¢enih 97 % (g = 0,92) med krizanci druge generacije pa
69 % (g =0,92).

Najslabse se je odrezal set 12 markerjev, ki med krizance dodeli 12 (q = 0,92) in 6
(9 =0,90) volkov. Tudi ta set pravilno dolo¢i vse krizance prve in druge generacije (pri
g = 0,92 oziroma g = 0,90). Med povratnimi krizanci prve generacije je pravilno dolo¢enih
96 % (q = 0,92) in 92 % (q = 0,90) osebkov, pri drugi generaciji pa je pravilno dolo¢enih
76 % (q = 0,92) ter 64 % (q = 0,90) osebkov.

Za dolocevanje krizancev s setom 35 markerjev predlagamo mejno q vrednost 0,92, za
preostale analizirane sete pa menimo, da je najbolj ugodna q vrednost 0,88, saj izgubimo
manj volkov (le 3 %) in Se vedno prepoznamo veliko veéino povratnih krizancev prve
generacije. Set 14 markerjev izgleda najbolj primeren za dolocevanje krizancev pri mejni
vrednosti 0,88.
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35 MARKERJEV

16 MARKERJEV

14 MARKERJEV
12 MARKER‘EV

Slika 2: Slikovni prikaz po zdruzitvi vseh desetih ponovitev za posamezne sete s programom CLUMPAK.

*Z vrednostjo 1 so oznaceni volkovi, z 2 psi, 3 krizanci prve generacije F1 (volk x pes), v tekstu oznaceni
tudi kot WDH. S 4 so oznaceni krizanci druge generacije F2 (WDH x WDH), s 5 so oznaCeni povratni
krizanci z volkom prve generacije (WDH x W) in jih v tekstu oznacujemo kot BW1, s 6 pa povratni kriZzanci
z volkom druge generacije (BW1 x W). Ti so v tekstu poimenovani z BW2. S 7 in 8 pa smo oznadili povratne

krizance s psom prve in druge generacije. Ti so v besedilu oznaceni kot BD1 ter BD2.

S prikazov lahko vidimo, da so krizanci jasno vidni, tezje je locevanje med krizanci prve
(F1) in druge (F2) generacije.

S pomocjo osebkov, simuliranih s pomo¢jo programa HybridLab, smo lahko dolo¢ili
povpre¢ne vrednosti pripadnosti posamezni skupini. Povpreen Quss za simuliranega
Cistega volka je 0,976, gi vrednosti pa so bile v razponu med 0,932 < i35 < 0,988. Pri
simuliranih psih je bila vrednost Qgiss = 0,970 z razponom vrednosti 0,866 < izs < 0,988.
Povprecen Qw4 za simuliranega cistega volka je 0,954, g; vrednosti pa so bile v razponu
med 0,872 < Qi14<0,976. Vrednosti za simulirane pse so Qi;s = 0,944 z razponom
vrednosti 0,653 < iy < 0,976.
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Preglednica 4: Izracuni povpreéne Qi vrednosti in intervalov zaupanja za simulirane osebke pri vseh setih
analiziranih markerjev.

35 Quw Qq max min g max Qg min gq Clyort Clgog

W 0,976 0,024 0,988 0,932 0,068 0,012 0,918 - 1,000 0,000 - 0,082
D 0,030 0,970 0,134 0,012 0,988 0,866 0,000 - 0,100 0,900 - 1,000
WDH 0,495 0,505 0,664 0,323 0,677 0,336 0,347 - 0,641 0,359 - 0,653
HC 0,492 0,508 0,678 0,242 0,759 0,322 0,345- 0,636 0,364 - 0,655
BW1 0,737 0,263 0,904 0,557 0,443 0,096 0,601 - 0,858 0,142 - 0,399
BW2 0,870 0,130 0,975 0,728 0,272 0,025 0,757 - 0,957 0,043 - 0,243
BD1 0,222 0,778 0,403 0,033 0,967 0,597 0,097 - 0,361 0,639 - 0,903
BD2 0,097 0,903 0,231 0,027 0,971 0,769 0,018-0,212 0,788 - 0,982
16 Quw Qq max min Q. max Qg min qq Clyors Clyog

W 0,956 0,044 0,978 0,869 0,131 0,022 0,857 - 0,999 0,001 - 0,143
D 0,051 0,949 0,268 0,021 0,979 0,732 0,001 - 0,160 0,840 - 0,999
WDH 0,506 0,494 0,704 0,325 0,675 0,296 0,311 - 0,697 0,303 - 0,689
HC 0,503 0,497 0,809 0,205 0,795 0,191 0,312 - 0,691 0,309 - 0,688
BW1 0,749 0,251 0,929 0,528 0,472 0,071 0,571 - 0,897 0,103 - 0,429
BW2 0,86 0,140 0,974 0,636 0,364 0,026 0,709 - 0,966 0,034 - 0,291
BD1 0,24 0,760 0,514 0,043 0,957 0,487 0,087 - 0,422 0,578 - 0,913
BD2 0,13 0,870 0,350 0,027 0,973 0,65 0,022 - 0,285 0,715- 0,978
14 Quw Qq max min gy max Qg min qq Clyor Clgog

W 0,954 0,046 0,976 0,872 0,128 0,024 0,850 - 1,000 0,000 - 0,150
D 0,056 0,944 0,347 0,024 0,976 0,653 0,002-0,173 0,827 -0,998
WDH 0,51 0,490 0,747 0,342 0,658 0,253 0,306 - 0,710 0,290 - 0,694
HC 0,512 0,488 0,829 0,197 0,803 0,171 0,311- 0,709 0,291 - 0,689
BW1 0,744 0,256 0,939 0,506 0,494 0,061 0,556 - 0,899 0,101 - 0,444
BW2 0,858 0,142 0,971 0,628 0,372 0,029 0,698 - 0,968 0,032 - 0,302
BD1 0,241 0,759 0,548 0,049 0,951 0,452 0,082 -0,433 0,567 - 0,918
BD2 0,134 0,866 0,324 0,027 0,973 0,676 0,022 - 0,296 0,704 - 0,978
12 Quw Qq max min gy max Qq min qq Clyors Clyog

W 0,947 0,053 0,973 0,843 0,157 0,027 0,828-0,999  0,001-0,172
D 0,062 0,939 0,363 0,029 0,971 0,637 0,002-0,189  0,811-0,998
WDH 0,512 0,488 0,708 0,337 0,663 0,292 0,296 - 0,724 0,276 - 0,704
HC 0,505 0,495 0,880 0,230 0,770 0,120 0,294-0,715  0,285- 0,706
BW1 0,746 0,254 0,949 0,475 0,525 0,051 0,548-0,909 0,091 - 0,452
BW2 0,851 0,149 0,967 0,551 0,449 0,033 0,679-0,969  0,031-0,321
BD1 0,242 0,758 0,491 0,058 0,942 0,510 0,077-0,445  0,555- 0,923
BD2 0,140 0,860 0,404 0,032 0,968 0,596 0,022-0,313 0,687 - 0,978

Qi... povprecen delez pripadnosti volku ali psu; g;... delez pripadnosti volku ali psu posameznega osebka; CI... interval zaupanja.

Za simulirane razrede smo v preglednicii uporabili kratice: W (volk), D (pes), WDH (krizanec prve generacije), HC (krizanec druge
generacije), BW1 (povratni krizanec z volkom prve generacije), BW2 (povratni krizanec z volkom druge generacije), BD1 (povratni
krizanec s psom prve generacije), BD2 (povratni krizanec s psom druge generacije).
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4.3 DETEKCIJA KRIZANCEV S POMOCJO PROGRAMA STRUCTURE
Vseh 10 ponovitev za posamezen set markerjev smo zdruzili s programom CLUMPAK.

35 MARKERJEV

16 MARKERJEV

14 MARKERJEV

12 MARKERJEV

~ o

Slika 3: Pregled vseh krizancev, ki so jih zaznali posamezni seti markerjev. S $tevilko 1 so oznaceni vzorci
volkov, s Stevilko 2 pa vzorci psov.

Slika 3 prikazuje pripadnost osebkov posamezni populaciji, ki smo jo dobili po analizi
Structure rezultatov s programom Clumpak. Vsak posameznik je prikazan z vertikalno
¢rtico, ki je razdeljena na K obarvane segmente, ki predstavljajo populacijo (v nasem
primeru K=2). Tako ima vsak osebek delez genoma, ki pripada vsaj eni populaciji. Z
modro barvo je oznacena vol¢ja populacija, medtem ko je z oranzno barvo oznac¢ena pasja
populacija. Osebki si v vseh setih sledijo v istem zaporedju.

Vse krizance, ki so jih nasi seti makerjev zaznali, smo navedli v Preglednici 5, v kateri so
podane tudi g vrednosti in CI intervali za posamezen osebek, kot jih je zaznal posamezen
set.
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Preglednica 5: Primerjava vseh zaznanih krizancev med vsemi seti.

AP.07TMC
AP.0851
AP.O7PF
AP.0802
AP.08AK
AP.O7YL
CH.OLLX
AP.O7TYA
AP.087M
AP.08A6
AP.08AM
AP.081A
AP.0817
AP.0875
AP.0841
AP.081M
AP.084T
AP.08AE
CH.OLLM
AP.07X8
AP.081F
AP.O7TU
CH.OLLY
AP.084X
AP.0870
AP.0886
AP.07U1
CH.OLLU
AP.087F
AP.0861
AP.082A
AP.0844
CH.OLM5
AP.086Y
AP.087Y
CH.OLLP
AP.0858
AP.0812
AP.0843

12 markers

q

0,763
0,821
0,964
0,842
0,925
0,938
0,970
0,882
0,753
0,987
0,891
0,968
0,869
0,992
0,915
0,951
0,984
0,967
0,940
0,748
0,898
0,615
0,515
0,721
0,871
0,938
0,665
0,645
0,774
0,823
0,900
0,841
0,938
0,775
0,865
0,742
0,715
0,738
0,961

Cl interval
0,532-1,000
0,588-1,000
0,789-1,000
0,526-1,000
0,714-1,000
0,731-1,000
0,805-1,000
0,602-1,000
0,486-1,000
0,907-1,000
0,720-1,000
0,809 -1,000
0,634,1,000
0,948-1,000
0,571-1,000
0,710-1,000
0,892-1,000
0,797-1,000
0,753-1,000
0,523-0,952
0,591-1,000
0,385-0,829
0,273-0,756
0,501-0,909
0,590-1,000
0,707-1,000
0,425-0,904
0,389-0,895
0,488-1,000
0,622-0,977
0,639-1,000
0,567-1,000
0,695-1,000
0,552-0,976
0,555-1,000
0,524-0,920
0,466-0,947
0,422-1,000
0,822-1,000

14 markers

q

0,774
0,843
0,785
0,608
0,838
0,856
0,873
0,771
0,754
0,894
0,875
0,892
0,783
0,963
0,661
0,957
0,904
0,970
0,945
0,710
0,878
0,547
0,565
0,640
0,679
0,870
0,536
0,689
0,723
0,797
0,786
0,873
0,910
0,739
0,867
0,712
0,641
0,595
0,958

Cl interval

0,561-0,979
0,640-1,000
0,561-1,000
0,362-0,847
0,633-1,000
0,638-1,000
0,626-1,000
0,523-1,000
0,513-0,988
0,667-1,000
0,707-1,000
0,673-1,000
0,559-0,993
0,792-1,000
0,356-1,000
0,750-1,000
0,642-1,000
0,826-1,000
0,780-1,000
0,498-0,894
0,614-1,000
0,327-0,760
0,330-0,790
0,433-0,828
0,453-0,897
0,629-1,000
0,327-0,742
0,447-0,918
0,477-1,000
0,597-0,954
0,561-1,000
0,635-1,000
0,664-1,000
0,530-0,924
0,603-1,000
0,494-0,898
0,402-0,872
0,337-0,846
0,823-1,000

16 markers

q

0,808
0,811
0,789
0,667
0,841
0,866
0,891
0,736
0,742
0,829
0,893
0,830
0,815
0,818
0,651
0,834
0,781
0,920
0,815
0,658
0,885
0,489
0,439
0,603
0,721
0,796
0,551
0,660
0,597
0,795
0,774
0,757
0,804
0,679
0,629
0,637
0,578
0,552
0,929

Cl interval

0,617-0,988
0,616-0,991
0,584-0,982
0,441-0,876
0,665-1,000
0,681-1,000
0,681-1,000
0,518-0,949
0,511-0,948
0,612-1,000
0,745-1,000
0,618-1,000
0,608-0,999
0,569-1,000
0,383-0,933
0,553-1,000
0,540-1,000
0,706-1,000
0,624-0,964
0,457-0,837
0,661-1,000
0,285-0,692
0,224-0,657
0,407-0,785
0,518-0,906
0,576-1,000
0,357-0,739
0,438-0,863
0,383-0,805
0,598-0,951
0,567-0,995
0,530-0,966
0,554-1,000
0,479-0,862
0,391-0,859
0,420-0,836
0,351-0,802
0,306-0,786
0,782-1,000

35 markers

q Cl interval
0,951 0,825-1,000
0,871 0,743-0,982
0,959 0,819-1,000
0,952 0,804-1,000
0,983 0,901-1,000
0,955 0,820-1,000
0,972 0,857-1,000
0,921 0,747-1,000
0,949 0,809-1,000
0,977 0,869-1,000
0,902 0,784-1,000
0,981 0,889-1,000
0,878 0,732-1,000
0,951 0,785-1,000
0,894 0,756-1000
0,980 0,875-1,000
0,965 0,821-1,000
0,871 0,740-0,976
0,764 0,607-0,902
0,802 0,675-0,936
0,766 0,601-0,906
0,581 0,424-0,732
0,631 0,471-0,782
0,617 0,462-0,765
0,707 0,550-0,850
0,701 0,546-0,842
0,687 0,528-0,837
0,697 0,537-0,843
0,729 0,575-0,868
0,740 0,600-0,864
0,785 0,645-0,911
0,818 0,663-0,955
0,788 0,626-0,930
0,765 0,627-0,889
0,751 0,600-0,886
0,790 0,656-0,905
0,780 0,633-0,909
0,878 0,705-1,000
0,889 0,775-0,982

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 5: Primerjava vseh zaznanih krizancev med vsemi seti.

AP.07Y6 |0,964 |0,806-1,000 |0,821 |0,624-1,000 0,791 |0,616-0,948 0,800 0,646-0,975
AP.O7TUT 0,858 |0,656-1,000 |0,853 |0,657-0,997 0,796 |0,610-0,945 0,866 0,744-0,964
AP.0811 0,920 |0,739-1,000 |0,914 |0,737-1,000 0,916 |0,751-1,000 0,908 0,800-0,984
AP.0878 0,799 |0,497-1,000 |0,731 |0,475-1,000 0,645 |0,420-0,858 0,782 0,631-0,916
AP.0838 0,834 |0,623-0,998 |0,720 |0,513-0,900 0,721 |0,522-0,896 0,755 0,606-0,888
AP.088F 0,914 |0,705-1,000 |0,855 |0,657-1,000 0,859 |0,673-1,000 0,806 0,659-0,938
AP.0888 0,978 |0,845-1,000 |0,888 |0,630-1,000 0,701 |0,476-0,935 0,881 0,682-1,000
AP.0871 0,907 |0,666-1,000 |0,922 |0,719-1,000 0,877 |0,673-1,000 0,797 0,658-0,918
AP.087] 0,937 |0,681-1,000 |0,936 |0,707-1,000 0,832 |0,580-1,000 0,862 0,688-1,000
AP.0O7TX (0,815 |0,473-1,000 (0,829 |0,530-1,000 0,861 |0,607-1,000 0,918 0,776-1,000
AP.07TM3 |0,697 |0,457-0,914 |0,719 |0,494-0,919 0,774 |0,537-0,925 0,919 0,786-1,000
AP.0853 0,924 |0,704-1,000 |0,816 |0,585-1,000 0,849 |0,648-1,000 0,925 0,782-1,000
AP.O7U3 |0,920 |0,641-1,000 |0,914 |0,669-1,000 0,874 |0,632-1,000 0,950 0,778-1,000
AP.08A4 0,990 |0,937-1,000 |0,954 |0,790-1,000 0,910 |0,727-1,000 0,840 0,716-0,943
AP.081T |0,859 |0,584-1,000 |0,866 |0,622-1,000 0,785 |0,559-1,000 0,980 0,879-1,000
CH.OLM3 |0,781 |0,549-1,000 |0,802 |0,600-0,987 0,742 |0,545-0,917 0,817 0,670-0,948
AP.0884 0,862 |0,580-1,000 |0,821 |0,562-1,000 0,746 |0,522-0,978 0,873 0,706-1,000
EE.14Y0 0,815 |0,564-1,000 |0,841 |0,614-1,000 0,810 |0,611-0,988 0,857 0,723-0,972
AP.08C2 |0,904 |0,609-1,000 |0,807 |0,535-1,000 0,725 |0,482-0,989 0,796 0,649-0,928
AP.086J 0,985 |0,899-1,000 |0,978 |0,861-1,000 0,974 |0,857-1,000 0,844 0,673-1,000
CT.0YKM | 0,010 |0,000-0,068 |0,011 |0,000-0,071 0,014 |0,000-0,087 0,109 0,000-0,343
AH.02UT |0,223 |0,000-0,457 |0,207 |0,000-0,420 0,215 |0,007-0,,421 0,198 0,001-0,371
AH.02X0 |0,158 |0,000-0,377 |0,162 |0,000-0,366 0,203 |0,036-0,384 0,263 0,112-0,424
AP.07XA 0,328 |0,000-0,625 |0,364 |0,092-0,632 0,372 |0,148-0,604 0,193 0,002-0,357

V Preglednici 5 smo navedli vse krizance, ki smo jih zaznali z vsemi analizami. Tako
lahko tudi primerjamo, kako so razli¢ni seti markerjev uvrstili posamezne osebke.

Za dodatno pomo¢ pri dolocanju krizancev smo uporabili tudi »Prior population
information« model. Tu dobljene vrednosti ne predstavljajo deleza genoma, ki pripada
posamezni populaciji (kot metoda »Admixture«, ki je bila uporabljena za zgornje
rezultate), temve¢ verjetnost, da osebek pripada dodeljeni populaciji (torej populaciji,
kateri smo ga dodelili pred pri¢etkom analize (volk ali pes), hkrati pa Se poda verjetnosti,
da je bil pripadnik nasprotne populacije kateri od nedavnih prednikov oziroma verjetnost,
da je osebek krizanec. Pri pregledu rezultatov za set 35 markerjev smo upostevali le tiste
vzorce, pri katerih smo Ze pri prejs$nji analizi s programom Structure dobili q vrednost
<0,920, torej smo jih oznacili kot krizance. Za sete 12, 14 in 16 markerjev smo Kot
krizance oznacili osebke z q vrednostjo <0,88. Za osebke, pri katerih je program pri
rezultatih dodal tudi zvezdico, lahko trdimo, da so resni¢no krizanci, pri ostalih pa je
potrebno malo previdnosti pri interpretiranju rezultatov.
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Preglednica 6: Population information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 35 markerjev.

Vzorec Predvidena populacija Nasprotna populacija 1. gen 2.gen
AP.0851 Popl: 0,728 Pop2: 0 0 0,272
AP.08AM Popl: 0,942 Pop2: 0 0 0,058
AP.0817 Popl: 0,893 Pop2: 0 0 0,107
AP.0841 Popl: 0,913 Pop2: 0 0 0,087
AP.08AE Popl: 0,428 Pop2: 0 0 0,572 | *
CH.OLLM Popl: 0,013 Pop2: 0 0 0,987 | ***
AP.07X8 Popl: 0,397 Pop2: 0 0 0,603 | *
AP.081F Popl: 0,023 Pop2: 0 0,003 0,974 | ***
AP.07TU Popl: 0 Pop 2: 0,021 0,246 0,732 | ***
CH.OLLY Popl: 0 Pop2: 0 0,001 0,999 | ***
AP.084X Popl: 0 Pop2: 0 0,002 0,998 | ***
AP.0870 Popl: 0,004 Pop2: 0 0,001 0,995 | ***
AP.0886 Popl: 0 Pop2: 0 0,001 0,999 | ***
AP.07U1 Popl: 0,013 Pop2: 0 0,014 0,973 | ***
CH.OLLU Popl: 0,002 Pop2: 0 0,002 0,996 | ***
AP.087F Popl: 0,003 Pop2: 0 0 0,997 | ***
AP.0861 Popl: 0,001 Pop 2: 0,003 0 0,996 | ***
AP.082A Popl: 0,029 Pop2: 0 0 0,971 | ***
AP.0844 Popl: 0,307 Pop2: 0 0 0,693 | *
CH.OLM5 Popl: 0,071 Pop2: 0 0| 0,929 |***
AP.086Y Popl: 0,031 Pop2: 0 0 0,969 | ***
AP.087Y Popl: 0,037 Pop2: 0 0 0,963 | ***
CH.OLLP Popl: 0,017 Pop 2: 0,004 0 0,979 | ***
AP.0858 Popl: 0,01 Pop2: 0 0 0,99 | ***
AP.0812 Popl: 0,841 Pop2: 0 0 0,159
AP.0843 Popl: 0,534 Pop2: 0 0 0,466
AP.07Y6 Popl: 0,21 Pop2: 0 0 0,79 | **
AP.O7TUT Popl: 0,093 Pop2: 0 0 0,907 | ***
AP.0811 Popl: 0,468 Pop2: 0 0 0,532 | *
AP.0878 Popl: 0,614 Pop 2: 0,001 0 0,385
AP.0838 Popl: 0,001 Pop2: 0 0,001 0,998 | ***
AP.088F Popl: 0,254 Pop2: 0 0 0,746 | **
AP.0888 Popl: 0,898 Pop2: 0 0 0,102
AP.0871 Popl: 0,112 Pop2: 0 0 0,888 | **
AP.087J Popl: 0,752 Pop2: 0 0 0,248
AP.07TX Popl: 0,831 Pop2: 0 0 0,169
AP.07M3 Popl: 0,893 Pop2: 0 0 0,107
AP.08A4 Popl: 0,217 Pop2: 0 0 0,783 | **
CH.0OLM3 Popl: 0,129 Pop2: 0 0 0,871 | **
AP.0884 Popl: 0,827 Pop2: 0 0 0,173
EE.14Y0 Popl: 0,704 Pop2: 0 0 0,296
AP.08C2 Popl: 0,034 Pop2: 0 0 0,965 | ***

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 6: Population information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 35
markerjev.

AP.086J Popl: 0,748 Pop2: 0 0 0,252
CT.0YKM Pop2: 0,9 Popl: O 0 0,1
AH.02UT Pop2: 0,875 Pop1l: 0 0 0,125
AH.02X0 Pop2: 0,136 Popl: O 0 0,864 | **
AP.O7XA Pop2: 0,77 Popl: O 0 0,23

Tako je na primer pri vzorcu AP.0851 verjetnost, da gre za volka 72,8 %, ter 0 %, da gre za
psa. Analiza za dve generaciji nazaj kaze, da ima AP.0851 27,2 % verjetnost, da gre za
povratnega krizanca. Po tem sklepamo, da gre verjetno za povratnega krizanca kasnejse
generacije, vendar pa s to metodo ne moremo iti preko dveh generacij nazaj.

Vzorec AP.08AM je z verjetnostjo 94,2 % dodeljen v populacijo volka. S prejsno metodo
smo ga zaznali kot krizanca, s to pa ga uvrS¢amo med volkove. Ker vzorcev ne moremo
analizirati za generacije povratnih krizancev po BW1 (prva generacija), lahko Ie
domnevamo, da gre povratnega krizanca kasnejsih generacij, ki ga s to metodo ne
Zaznamo.

Vzorec CT.0YKM je z verjetnostjo 90 % dodeljen med pse ter z verjetnostjo 10 % med
povratne krizance s psom (prve generacije). Osebek ima verjetno vol¢jega prednika dalj
kot dve generacije nazaj.

Vzorec AH.02X0 je z verjetnostjo 13,6 % dodeljen med pse in z verjetnostjo 86,4 %
povratnim krizancem s psom. Torej ima 86,4 % verjetnost pasjega prednika dve generacije
nazaj.

Preglednica 7: Population information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 16 markerjev.

Vzorec Predvidena populacija Nasprotna populacija l.gen 2.gen
AP.07TMC Popl: 0,649 Pop2: 0 0] 0,351
AP.0851 Popl: 0,635 Pop2: 0 0| 0,365
AP.07PF Popl: 0,731 Pop2: 0 0| 0,268
AP.0802 Popl: 0,76 Pop2: 0 0,002 | 0,238
AP.08AK Popl: 0,983 Pop2: 0 01| 0,017
AP.07YL Popl: 0,967 Pop2: 0 01 0,033
AP.07YA Popl: 0,766 Pop2: 0 0,001 | 0,233
AP.087M Popl: 0,374 Pop2: 0 0,014| 0,612 | *
AP.08A6 Popl: 0,904 Pop2: 0 01 0,096
AP.081A Popl: 0,948 Pop2: 0 0| 0,052
AP.0817 Popl: 0,9 Pop2: 0 0 0,1
AP.0875 Popl: 0,934 Pop2: 0 0| 0,065
AP.0841 Popl: 0,559 Pop2: 0 0,024 | 0,417

se nadaljuje
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Nadaljevanje
AP.081M

AP.084T
CH.OLLM
AP.07X8
AP.07TU
CH.OLLY
AP.084X
AP.0870
AP.0886
AP.07U1
CH.OLLU
AP.087F
AP.0861
AP.082A
AP.0844
CH.OLM5
AP.086Y
AP.087Y
CH.OLLP
AP.0858
AP.0812
AP.07Y6
AP.O7TUT
AP.0878
AP.0838
AP.088F
AP.0888
AP.0871
AP.087J
AP.O7TX
AP.07M3
AP.0853
AP.07U3
AP.081T
CH.OLM3
AP.0884
EE.14Y0
AP.08C2
AH.02UT
AH.02X0
AP.O7XA

Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Pop1:
Pop1:
Pop1:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Popl:
Pop2:
Pop2:
Pop2:

0,945
0,851
0,605
0,126
0,001
0,007
0,001
0,407
0,842
0,02

0,203
0,32

0,465
0,899
0,77

0,855
0,325
0,819
0,19

0,082
0,133
0,761
0,06

0,534
0,024
0,725
0,696
0,973
0,929
0,924
0,148
0,848
0,924
0,796
0,198
0,765
0,947
0,694
0,867
0,622
0,212

[=)
o
=
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,002

0
0,001
0
0,006
0,207
0,173
0,01
0,002
0
0,113
0,011
0,03

0,055
0,148
0,395
0,868
0,782
0,819
0,989
0,591
0,158
0,867
0,787
0,651
0,535
0,101

0,23
0,144
0,674

0,18
0,806
0,897
0,682
0,239

0,94
0,435
0,971
0,275
0,303
0,027
0,071
0,075

0,85
0,152
0,076
0,204
0,802
0,235
0,053
0,304
0,133
0,377
0,713

preglednice 7: Information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 16 markerjev.
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Preglednica 8: Population information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 14 markerjev.

Vzorec Predvidena populacija Nasprotna populacija 1. gen 2.gen
AP.07MC Popl: 0,445 Pop 2: 0 0,554 | *
AP.0851 Popl: 0,747 Pop2: 0 0 0,253
AP.07PF Popl: 0,666 Pop2: 0 0,001 0,333
AP.0802 Popl: 0,583 Pop2: 0 0,014 0,403
AP.08AK Popl: 0,97 Pop2: 0 0 0,03
AP.07YL Popl: 0,934 Pop2: 0 0 0,066
CH.OLLX Popl: 0,914 Pop2: 0 0,001 0,085
AP.O7YA Popl: 0,834 Pop2: 0 0,001 0,165
AP.087M Popl: 0,438 Pop2: 0 0,012 0,55 | *
AP.08AM Popl: 0,89 Pop2: 0 0 0,1
AP.0817 Popl: 0,825 Pop2: O 0 0,175
AP.0841 Popl: 0,553 Pop2: 0 0,036 0,411
AP.07X8 Popl: 0,299 Pop2: 0 0,007 0,694 | **
AP.081F Popl: 0,932 Pop2: 0 0,003 0,065
AP.07TU Popl: 0,04 Pop 2: 0, 0,088 0,867 | ***
CH.OLLY Popl: 0,098 Pop2: 0 0,075 0,827 | ***
AP.084X Popl: 0,005 Pop2: 0 0,014 0,982 | ***
AP.0870 Popl: 0,247 Pop2: 0 0,012 0,741 | **
AP.0886 Popl: 0,918 Pop2: 0 0 0,082
AP.07U1 Popl: 0,038 Pop2: 0 0,15 0,812 | ***
CH.OLLU Popl: 0,318 Pop2: 0 0,017 0,666 | *
AP.087F Popl: 0,759 Pop2: 0 0,004 0,237
AP.0861 Popl: 0,587 Pop2: 0 0 0,413
AP.082A Popl: 0,91 Pop2: 0 0 0,09
AP.0844 Popl: 0,935 Pop2: 0 0 0,065
AP.086Y Popl: 0,622 Pop2: 0 0 0,377
AP.087Y Popl: 0,978 Pop2: 0 0 0,022
CH.OLLP Popl: 0,511 Pop2: 0, 0 0,487
AP.0858 Popl: 0,241 Pop2: 0 0,011 0,748 | **
AP.0812 Popl: 0,267 Pop2: 0 0,126 0,607 | **
AP.07Y6 Popl: 0,855 Pop2: 0 0 0,145
AP.07UT Popl: 0,452 Pop2: 0 0 0,548 | *
AP.0878 Popl: 0,833 Pop2: 0 0,005 0,162
AP.0838 Popl: 0,039 Pop2: 0 0,009 0,953 | ***
AP.088F Popl: 0,602 Pop2: 0 0 0,398
AP.07TX Popl: 0,842 Pop2: 0 0,01 0,148
AP.07TM3 Popl: 0,089 Pop2: 0 0,008 0,903 | ***
AP.0853 Popl: 0,664 Pop2: 0 0,002 0,335
AP.081T Popl: 0,874 Pop2: 0 0 0,126
CH.0OLM3 Popl: 0,44 Pop2: 0 0 0,56 | *

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 8: Population information model vrednosti za kriZzance pri setu 14 markerjev.

AP.0884 Popl: 0,871 Pop2: 0 0 0,129
EE.14Y0 Popl: 0,953 Pop2: 0 0 0,047
AP.08C2 Popl: 0,849 Pop2: 0 0,001 0,15
CT.0YFO Pop2: 0,964 Popl: 0 0 0,036
AH.02UT Pop2: 0,903 Popl: 0 0 0,097
AH.02X0 Pop2: 0,931 Popl: 0 0 0,069
AP.07XA Pop2: 0,544 Popl: 0 0,023 0,433

Preglednica 2 Population information model vrednosti za zaznane krizance pri setu 12 markerjev.

Vzorec Predvidena populacija Nasprotna populacija 1. gen 2.gen
AP.07TMC Popl: 0,358 Pop2: 0 0,001 0,641 | *
AP.0851 Popl: 0,588 Pop2: 0 0 0,411
AP.0802 Popl: 0,911 Pop2: 0 0,002 0,088
AP.087M Popl: 0,386 Pop2: 0 0,021 0,593 | *
AP.0817 Popl: 0,932 Pop2: 0 0 0,068
AP.07X8 Popl: 0,359 Pop2: 0 0,006 0,635 | *
AP.07TU Popl: 0,086 Pop 2: 0,003 0,052 0,859 | ***
CH.OLLY Popl: 0,061 Pop2: 0 0,165 0,773 | ***
AP.084X Popl: 0,037 Pop2: 0 0,012 0,951 | ***
AP.0870 Popl: 0,837 Pop2: 0 0,001 0,162
AP.07U1 Popl: 0,317 Pop2: 0 0,046 0,637 | *
CH.OLLU Popl: 0,207 Pop2: 0 0,047 0,746 | **
AP.087F Popl: 0,783 Pop2: 0 0,004 0,213
AP.0861 Popl: 0,639 Pop2: 0 0 0,361
AP.0844 Popl: 0,871 Pop2: 0 0 0,129
AP.086Y Popl: 0,703 Pop2: 0 0 0,297
AP.087Y Popl: 0,959 Pop2: 0 0 0,041
CH.OLLP Popl: 0,584 Pop 2: 0,001 0 0,414
AP.0858 Popl: 0,362 Pop2: 0 0,006 0,632 | *
AP.0812 Popl: 0,65 Pop2: 0 0,033 0,317
AP.O7UT Popl: 0,554 Pop2: 0 0 0,446
AP.0878 Popl: 0,857 Pop2: 0 0,005 0,139
AP.0838 Popl: 0,395 Pop2: 0 0,002 0,603 | *
AP.07TX Popl: 0,754 Pop2: 0 0,033 0,213
AP.07M3 Popl: 0,054 Pop2: 0 0,018 0,927 | ***
AP.081T Popl: 0,801 Pop2: 0 0,001 0,199
CH.OLM3 Popl: 0,27 Pop2: 0 0,001 0,729 | **
AP.0884 Popl: 0,874 Pop2: 0 0 0,125
EE.14Y0 Popl: 0,916 Pop2: 0 0 0,084
AH.02UT Pop2: 0,866 Popl: 0 0 0,134
AH.02X0 Pop2: 0,942 Popl: 0 0 0,058
AP.O7TXA Pop2: 0,685 Popl: 0 0,013 0,302
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Preglednica 30: Primerjava uspe$nosti izbranih setov markerjev glede na celoten set.

16 14 12 35
Zaznani kriZanci 54 46 32 47
Potrjeni krizanci 39 36 28
Napaka tipa | 15 10 4
Napaka tipa Il 8 10 19
% kriZancev 0,1619 0,1365 0,0921 0,1397
% skupne napake  0,4259 0,4347 0,7187
Ucdinkovitost 0,8298 0,7659 0,5957
Natan¢nost 0,7222 0,7826 0,8750
Skupna uspesnost 0,5993 0,5994 0,5212

Zaznane krizance smo dobili s prvo analizo (Admixture model) s programom Structure, nato pa smo z
naslednjo analizo (Prior population information model) preverili verjetnost prednika iz nasprotne generacije
za dve generacije nazaj. Hkrati smo tudi izradunali napako tipa I in II ter ugotovili delez skupne napake.
Delez krizancev smo racunali glede na celotno $tevilo volkov v vzorcu (315). Pri izra¢unu nismo upoStevali
povratnih krizancev s psom.

Set 35 markerjev je pri mejni vrednosti za volka q = 0,92 zaznal 47 krizancev, medtem ko
so seti 12, 14 in 16 markerjev pri g = 0,88 zaznali 32, 46 in 54 krizancev. S primerjavo
izbranih setov markerjev s setom 35 markerjev smo ugotovili, da ima set 14 markerjev
najveéjo skupno uspesnost in je tako najbolj primeren za prepoznavo krizancev. Set 12
markerjev ima sicer najvecjo natancnost zaznanih krizancev, hkrati pa najslabSo
ucinkovitost.

V nadaljevanju smo se omejli le na primerjavo seta 14 in 35 markerjev.

Set 16 markerjev je zgresil 10 krizancev (AP.0S8AE, CH.OLLM, CH.OLMS5, AP.0843,
AP.0811, AP.0871, AP.087J, AP.08A4, AP.086J, CT.0YKM) in napacno dolocil kot
krizanca 10 osebkov (AP.07MC, AP.07PF, AP.0802, AP.08AK, AP.07YL, CH.OLLX,
AP.O7TYA, AP.087M, AP.0853, AP.081T).
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Preglednica 41: Seznam vseh zaznanih krizancev (s setom 35 markerjev) z njihovim izvorom in datumom
pridobitve vzorca ter razredom krizanja, dolo¢enim s pomodjo prior population analize (v oklepaju je podana
verjetnost pripadnosti posameznemu razredu).

Vzorec lzvor Razred Datum Vzorec lzvor Razred Datum
krizanja vzoréenja krizanja vzoréenja
AP.0851 Dalmacija  volk (73%) 7.4.2009 AP.0858 Dalmacija BW1 (99%) 24.12.2008
AP.08AM Dalmacija  volk (94%) 27.1.2012 AP.0812  Dalmacija  volk (84%) 18.4.2005
AP.0817 Dalmacija volk (89%) 27.3.2008 AP.0843  Dalmacija  volk (53%)  31.12.2009
AP.0841 Dalmacija volk (91%)  21.9.2009 AP.07Y6 Dalmacija BW1 (79%) 14.12.2003
AP.08AE Dalmacija BW1 (57%) 15.9.2010 AP.O7TUT  Dalmacija BW1(91%) 24.12.2005
CH.OLLM Dalmacija BW1 (99%) 19.9.2005 AP.0811 Dalmacija BW1 (53%)  17.2.2005
AP.07X8 Dalmacija BW1 (60%) 24.12.1998 AP.0878  Dalmacija  volk (61%)  27.10.2010
AP.081F Dalmacija BW1 (97%) 31.12.2007 AP.0838  Dalmacija BW1 (100%) 12.1.2009
AP.07TU Dalmacija BW1 (73%) 19.1.2001 AP.088F Dalmacija BW1 (75%) 16.11.2010
CH.OLLY Dalmacija BW1 (100%) 4.1.2013 AP.0871 Hrvaska BW1 (89%) 15.11.2010
AP.084X  Dalmacija BW1 (100%) 1.5.2009 AP.087] Hrvaska volk (75%) 30.1.2011
AP.0870  Dalmacija BW1 (100%) 29.10.2010 AP.07TX  Hrvaska volk (83%)  14.12.2002
AP.0886 Dalmacija BW1 (100%) 26.2.2011 AP.07M3 Lika volk (89%) 22.6.2012
AP.07U1  Dalmacija BW1 (97%) 15.7.2003 AP.08A4 Lika BW1 (78%) 1.3.2011
CH.OLLU Dalmacija BW1 (100%) 17.1.2006 CH.0OLM3 Lika BW1 (87%)  14.2.2013
AP.087F  Dalmacija BW1 (100%) 27.10.2010 AP.0884 Lika volk (83%)  31.10.2011
AP.0861 Dalmacija BW1 (100%) 28.11.2012 EE.14Y0  Slovenija  volk (70%) 31.5.2013
AP.082A  Dalmacija BW1 (97%) 27.2.2006 AP.08C2  Slovenija  BW1(97%)  29.1.2012
AP.0844  Dalmacija BW1 (70%) 8.12.2009 AP.086J  Slovenija  volk (75%)  11.10.2012
CH.OLM5 Dalmacija BW1 (93%) 25.1.2013 CT.0YKM  Slovenija pes (90%) 21.3.2010
AP.086Y Dalmacija BW1 (97%) 11.1.2010 AH.02UT  Slovenija pes (88%)
AP.087Y  Dalmacija BW1 (96%) 23.1.1998 AH.02X0 Slovenija  BD1 (86%)
CH.OLLP Dalmacija BW1 (98%) 17.3.2012 AP.07XA  Slovenija pes (77%) 7.3.2011
AP.0888 Dalmacija  volk (90%)  24.1.2010

* z izrazom HrvaSka Hrvaska je misljeno obmocje Hrvaske z izjemo Dalmacije, Like in Gorskega Kotarja, ki
so v raziskavo vkljucene kot samostojne prostorske enote.

V na$i nalogi smo pri analizi prior population information preverjali poreklo (“ancestry")
osebkov le za dve generaciji nazaj (F1 krizanec ter povratni kriZzanec). Za to smo se
odlo¢ili, ker pri setu 35 markerjev kar 20 % povratnih krizancev druge generacije (BW2)
dodelimo med volkove, medtem ko zaznamo vse povratne krizance prve generacije
(BW1). Pri setu 14 in 16 markerjev je napaka Se vecja. V kolikor bi imeli ve¢ ali bolj
informativne markerje, bi lahko analizirali poreklo za ve¢ generacij nazaj. Tako lahko za
vse krizance, ki jih prior population information model oznaci kot volka, trdimo, da jih s
trenutnim Stevilom markerjev ne moremo zagotovo potrditi kot krizance oziroma gre lahko
za povratne krizance kasnejSih generacij.
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Slika 4: PCoA za set 35 markerjev.
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Slika 5: PCoA analiza za 14 markerjev.
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Slika 7: Prikaz grupiranja volka in psa (brez krizancev) za 14 markerjev s pomod&jo PCoA analize.
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Preglednica 52: Primerjava vrednosti obeh setov markerjev

35 markerjev

14 markerjev

Na
Ho
He
Fst
Npa

VOLK
7,314 (0,347)
0,672 (0,020)
0,698 (0,018)
0,040 (0,009)
0,486 (0,138)

PES
7,971 (0,500)
0,601 (0,022)
0,719 (0,020)
0,165 (0,021)
1,514 (0,302)

VOLK
7,000 (0,565)
0,647 (0,040)
0,664 (0,037)
0,030 (0,013)
0,429 (0,137)

PES
7,214 (0,990)
0,568 (0,043)
0,672 (0,042)
0,156 (0,044)
1,571 (0,453)
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*N, (Stevilo alelov na lokus), H, (opazena heterozigotnost), H (pri¢akovana heterozigotnost), Fy (fiksacijski
indeks), Np, (3tevilo privatnih alelov).
*V oklepaju je vrednost standardne napake.

4.4 PREDLAGANI MULTIPLEKS

Preglednica 6: Predlagan multipleks glede na rezultate programa Multiplex Manger.

Multipleks 1 Multipleks 2
FAM CPH22 AHTK211
CPH5
CPH9
REN162C04
REN54P11
VIC  AHT137 FH2096
NED CPHG6 FH2137
REN169D01
PET C20.253 CPH4
VWF
Povpre€na temperatura: Povpre¢na temperatura:
55,2°C 58,1°C

Multipleks smo sestavljali s programom Multiplex Manager (Holleley in Geerts, 2009).
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5 RAZPRAVA

Eden od problemov, na katere smo naleteli pri izbiri mejne g vrednosti, ki bi jo uporabili za
loCevanje med volkom in psom, je bila napaka tipa I in II. Napaka tipa I (lazno pozitivna
vrednost) je napaka, ko zavrnemo nicelno domnevo, kadar je ta resni¢na. Napaka tipa II
(lazno negativna vrednost) pa je napaka, ko ne zavrnemo nicelne domneve, kadar ta ni
resni¢na. V naSem primeru bi tako Cistega volka oznacili kot krizanca (napaka tipa I)
oziroma Kkrizanca kot Cistega volka (napaka tipa II). V nalogi smo verjetnost tega testirali s
pomocjo nase simulirane baze osebkov (W, D, WDH, HC, BW1, BW2, BDI1, BD2), kjer
so bili posamezni razredi sestavljeni iz Cistih osebkov oziroma krizancev razli¢nih stopen;.

Z nadaljnjo analizo smo nato preverili, koliko osebkov znotraj posameznega razreda
dolo¢imo pravilno (torej v razred, kamor dejansko spadajo), ter koliko jih dodelimo
napac¢nemu razredu. Pri tem so nas predvsem zanimali ¢isti volkovi, ki smo jih napacno
doloc¢ili kot krizance, ter krizanci, ki so bili prepoznani kot ¢isti volkovi. Visjo q vrednost,
kot smo izbrali, manj krizancev smo zgresili, vendar pa smo na ta racun med krizance tudi
dodelili ve¢ volkov. Ko pa smo vzeli nizje q vrednosti, smo pravilno dolocili vecino
volkov, vendar pa smo hkrati zgresili ve¢ krizancev. Tako gre pri odlocitvi za kompromis
med natanc¢nostjo in ucinkovitostjo oziroma je le-ta odvisna od tega, kaj nam je bolj
pomembno. Ker je bil na$ cilj oblikovati set markerjev, ki bi nam omogocil ¢im boljSo
zaznavo krizancev, nam je bila uéinkovitost bolj pomembna od natan¢nosti. Pri tem je
potrebno upoSstevati tudi, da je krizanec, ki bi ga po analizi uvrstili med volkove, povratni
krizanec vi$je generacije, ki nima veliko pasjih alelov.

Pri iskanju najboljSega seta markerjev za prepoznavo krizancev iz neinvazivnih vzorcev
smo glede na to, da je bilo 35 markerjev najvisje Stevilo, ki ga imamo trenutno na voljo,
krizance, ki jih je zaznal ta set, vzeli kot pravilno doloc¢ene in glede na njih primerjali
uspesSnost ostalih setov. Na§ cilj je bil uporabiti ¢im manjSe Stevilo markerjev, ki Se
omogoca zanesljivo primerjavo, zato smo primerjali tri razlicne sete: 12, 14 in 16
markerjev. Pokazalo se je, da je set 14 markerjev najboljsi, kar je presenetljivo, saj smo
pri¢akovali, da bo ve¢ markerjev povec€alo uspesnost prepoznave.

Izbrani set 14 markerjev je trenutno najboljsi set, ki ga lahko oblikujemo za testiranje
neinvazivnih vzorcev. Vanj smo vkljucili 12 markerjev, ki imajo najvisjo Fst vrednost, in
dva markerja z najnizjo PI vrednostjo. Izbrani set bi lahko $e izboljsali, ¢e bi namesto seta
35 markerjev uporabili vecje Stevilo markerjev. Tiste novo dodane markerje, ki imajo visjo
Fst vrednost in bi po velikosti ustrezali naSim zahtevam, bi lahko uporabili za nadomestitev
ze izbranih slabsih markerjev oziroma markerjev z nizjo Fst vrednostjo. Izbrani set temelji
na frekvenci alelov obeh skupin. Ker se frekvence alelov zaradi genetskega zdrsa (ki je
hitrej$i v majhnih populacijah) sCasoma spreminjajo, bi bilo dobro ¢ez nekaj ¢asa ponoviti
analizo in preveriti, ali je izbranih 14 markerjev $e vedno najbolj ustreznih.
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Do krizanja med volkom in psom zelo verjetno prihaja skozi celotno zgodovino (Muiioz-
Fuentes in sod., 2010), vendar le ob¢asno in v manj$em S$tevilu. Problem predstavlja tam,
Kjer se to dogaja v ve¢jem Stevilu in pogosto oziroma kjer so vol¢je populacije manjse in
poseljujejo obmocja, ki mejijo na urbanizirana obmocja. Vecina raziskav se strinja, da do
krizanja prihaja na robnih obmocjih, kjer je prisoten konflikt med volkom in ¢lovekom.
Krizanje naj bi §e posebej velik problem predstavljalo v Spaniji, na Portugalskem, v Italiji,
Gr¢iji in Izraelu (Torres in Fonseca, 2016). Vsa ta obmocja imajo veliko Stevilo potepuskih
oziroma prostozivecih psov. Uradnih podatkov sicer ni na voljo, vendar pa naj bi bilo po
nekaterih ocenah (ESDAW, 2016) v Spaniji 800.000 prostoZiveéih psov, na Portugalskem
250.000, v Gr¢iji 500.000 ter v Italiji 600.000. Za Slovenijo je podana ocena priblizno
40.000 prostozivecih psov, za Hrvasko pa 150.000. Vecje Stevilo prostozivecih psov tako
povecuje verjetnost krizanja, sploh na obmo¢jih, kjer prihaja tudi do odstrela volkov.
Dodatno moznost za krizanje predstavljajo tudi psi, ki jih uporabljajo za varovanje
drobnice, Se posebej na obmocjih, kjer so le-ti bolj prepusceni sami sebi in je stik S
¢lovekom redek, saj si morajo hrano iskati sami. Tako pogosteje prihajajo v stik z volkovi
(Kopaliani in sod., 2014).

Med vzorci psov, ki smo jih uporabili v tej nalogi, lahko opazimo tudi Stiri osebke, ki
imajo vi§jo q vrednost kot ostali osebki.

Preglednica 7: Stirje psi, ki po q vrednostih izstopajo iz skupine.
CT.0YKM 0,109 (0,000-0,343)
AH.02UT 0,198 (0,001-0,371)
AH.02X0 0,263 (0,112-0,0424)
AP.07XA 0,193 (0,002-0,357)
D 0,030 (0,000-0,100)

min g: 0,012
max q: 0,134
BD1 0,0222 (0,097-0,361)
min g: 0,033
max ¢: 0,403

V nadaljni analizi (prior population information) le enega (AH.02X0) z veéjo verjetnostjo
dodelimo v skupino povratnih krizancev s psom (BD1), in sicer 86,4 %. Preostali so z
vecjo verjetnostjo uvrséeni med pse: CT.0YKM (90 %), AH.02UT (87,5 %) in AP.07XA
(77 %). Vzorec AH.02XO0 je bil skupaj z vzorcem AH.02UT odvzet od dveh psov pri istem
lastniku v okviru Skodnega primera na Zrebi¢ku. Nimamo podatka ali gre za sorodna
osebka.

Pri psih je genetska pestrost veliko vecja kot pri volku, Kar je verjetno posledica vec
dogodkov domestifikacije in introgresije v njihovi zgodovini (Godinho in sod., 2011).
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Razpon q vrednosti znotaj posameznega razreda je zato $irSi in so osebki z q vrednostjo
0,100 ali ve¢ Se vedno znotraj razreda psov. Mejne vrednosti posameznih razredov
krizancev, ki smo jih dolocili s pomocjo simulacije, so lahko pri psih SirSe, kot smo jih
podali v tej nalogi. Za simulacijo smo namre¢ za Cistega psa (tako kot za volka), izbrali le
osebke s q vrednostjo 0,990, s ¢imer smo Ze v zaCetku zozili razpon vrednosti. Tako bi
lahko bili osebki, za katere se zdi, da po g vrednosti izstopajo, le posledica vecje genetske
pestrosti in ne introgersije vol¢jih genov v populacijo.

Odkrivanje krizancev z volkom s pomoc¢jo tkivnih vzorcev je otezeno, saj je zivali za
pridobitev vzorca potrebno ujeti, kar pa je pri divjih zivalih, ki se ¢loveka izogibajo,
dolgotrajen in pogosto neuspesen proces, ali pa je Zival Ze odstranjena iz populacije v
primeru smrti. Z uporabo neinvazivnih vzorcev lahko hitreje in z manj napora pridobimo
ve¢ vzorcev. Tako lahko skoraj sproti spremljamo stanje vol¢jih tropov, v primeru odkritja
krizanca pa lahko sklepamo, ali gre za migranta ali osebek, rojen v katerem izmed
»domacih« tropov.

V Preglednici 15 so prikazani zaznani krizanci, Stevilo volkov s posameznega obmodja,
stopnja krizanja in delez krizanja. Tri od zaznanih krizancev (Preglednica 5) bi lahko glede
na q vrednost uvrstili med krizance prve generacije (WDH): AP.07TU (q = 0,580, ClI
0,424-0,732), CH.OLLY (q = 0,631, CI 0,471-0,782) in AP.084X (q = 0,617, CI 0,462-
0,765). Glede na simulirane podatke bi lahko te tri vzorce uvrstili med krizance prve
generacije (WDH) z vis§jimi q vrednostmi ali pa med povratne krizance prve generacije
(BW1) z niZjimi q vrednostmi. Interval zaupanja jih ravno tako uvrsti med omenjene
razrede krizancev. Analiza prior population information za dve generaciji nazaj pa vse tri
uvrsti med povratne krizance (Preglednica 6). Vzorec AP.07TU ima tako 24,6 % verjetnost
za krizanca prve generacije in 73,2 % verjetnost za povratnega krizanca prve generacije.
Pri vzorcih CH.OLLY in AP.084X je bila verjetnost za krizanca prve genercije Se manjsa,
in sicer 0,01 % in 0,02 %, med povratne krizance pa sta bila oba uvr§ena z verjetnostjo
ve¢ kot 99 %. Gede na dobljene rezultate lahko tako sklepamo, da gre zelo verjetno za
povratne krizance in ne F1 krizance.
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Preglednica 8: Prikaz rezultatov in deleZa krizanja.

SLOVENIJA GORSKI LIKA DALMACIJA HRVASKA**
KOTAR
Stevilo 144 62 44 99 214
volkov
Krizanci 0 0 0 0 0
F1
Povratni 3(1)* 0 4(2) 33 (25) 40 (28)
kriZanci
Delez 0,021 (0,007)* 0 0,091 0,333 (0,253) 0,187 (0,131)
kriZanja (0,045)

Vrednosti v oklepajih upostevajo rezultate prior population information analize, s katero smo potrdili
nekatere od osebkov za katere smo po prvi analizi sklepali, da gre za krizance.

*V primeru, da so vsi trije krizanci, ki smo jih zaznali v Sloveniji, migranti s Hrvaske, je frekvenca krizanja
pri nas 0.

**Z izrazom Hrvaska zajemamo celotno obmodje vzorCenja (vkljuéno z Liko, Gorskim Kotarjem in
Damacijo) ter vsebuje vse volkove in krizance s tega obmocja. Poleg volkov iz treh poimenovanih regij je
bilo v raziskavo vkljuCenih Se 9 volkov z preostalega obmocja Hrvaske. Trije osebki so imeli nizje q
vrednosti, ki so nakazale na moznost krizanja, z nadaljno analizo pa smo lahko pri enem krizanje potrdili.
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Slika 8: Prikaz zaznanih kriZancev po letih vzoréenja.

Ker ne zaznavamo krizancev prve generacije (F1) z obmocja Hrvaske, lahko sklepamo, da
gre le za krizanje med potomci krizancev (povratnimi krizanci) in volkovi, lahko pa le niso
bili povzorceni in S0 se neodkriti razmnoZevali naprej. Z uporabo neinvazivnega vzoréenja
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bi lahko povzor¢ili celotno obmocje in ugotovili, ali so prisotni tudi F1 krizanci. Zanimivo
bi bilo ugotoviti tudi sorodstvene povezave med Ze odkritimi krizanci. Na podlagi tega bi
lahko ocenili tudi kolikokrat je priSlo do kriZzanja med volkom in psom. Zanimivo je, da so
vsi krizanci na obmocju Slovenije povratni krizanci. Glede na to, da so nasi volkovi dobro
povzoréeni, prve krizance pa smo opazili Sele leta 2012, lahko sklepamo, da gre za
migrante z obmoc¢ja Hrvaske. Mozno je tudi, da so se F1 krizanci izognili odstrelu in smo
jih opazili $ele sedaj, ko je Ze prislo do introgresije v vol¢jo populacijo, vendar je glede na
stevilo volkov in vzorcev, ki jih zberemo vsako leto, to malo verjetno.
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Slika 9: Prikaz vseh zaznanih kriZancev na obmocju Slovenije in Hrvaske.

Z rumeno so oznaceni krizanci, pri katerih smo pri prvi Structure analizi (admixture model) zaznali nizjo q
vrednost (pod 0.88 pri setu 35 markerjev), z naslednjo analizo (prior population information) pa nismo mogli
zagotovo potrditi statusa krizanca.

V kolikor so trije zaznani krizanci res z ozemlja Slovenije, je stopnja kriZzanja v Sloveniji
2 % oziroma 0,7 %, v kolikor pa gre za migrante, je stopnja krizanja pri nas 0. Tudi v
Gorskem Kotarju je stopnja krizanja 0. Z obmocja Like je bilo 9 % oziroma 4.5 % vzorcev
krizancev, najvec¢ krizancev pa smo imeli z obmocja Dalmacije, kar 33 oziroma 25,3 %. V
povprecju je tako stopnja krizanja za Hrvasko 18,7 % oziroma 13 %. V primerjavi z
ostalimi drzavami v Evropi je stopnja krizanja na HrvaSkem precej vi§ja. Raziskava na
bolgarskih volkovih (Moura in sod., 2014) poroc¢a o 10 % stopnji krizanja. Kopaliani in
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sod. (2014) porocajo 0 13 % stopnji krizanja na obmoc¢ju Kavkaza. S Portugalske poroc¢ajo
0 4 % stopnji krizanja (Godinho in sod., 2011), medtem ko je v Italiji zaznana 5-10 %
stopnja krizanja (Randi, 2008; Verardi in sod., 2006; Randi in Lucchini, 2002).

Pomanjkanje krizancev prve generacije (F1) z obmocja Dalmacije je presenetljivo glede na
Stevilo povratnih krizancev, ki smo jih zaznali. Ena razlaga za to stanje je lahko "gene
surfing". Volkovi so se na obmo¢je Dalmacije razsirili med in po zadnji (domovinski)
vojni, ko so se ljudje umikali z obmoc¢ja. Poleg redkih volkov je bilo veliko tudi psov, ki so
jih lastniki pustili za seboj. Ce je med prvimi volkovi (“founderji*) in okoliskimi psi pri§lo
do nekaj hibridizacijskih dogodkov, bi lahko zaradi tega dobili veliko genotipov povratnih
krizancev. Ker je bila populacija volka majhna, je lahko prihajalo do parjenja F1 in BC
osebkov, kar bi preprecilo razredCitev pasjih genov in tako zviSanje q vrednosti. Tako bi
lahko na tem obmocju nastal roj krizancev, ki se pari med seboj. Po vojni so se ljudje
zaceli vracati in je tako obmocje postalo manj prehodno za volkove, povecala pa se je
smrtnost. Tako bi se lahko nekaj posameznih dogodkov krizanja Se danes poznalo v
velikem $tevilu povratnih krizancev, kljub temu, da so izvorni F1 osebki poginili Ze dve
desetletji nazaj.

Hrvaska subpopulacija volkov je ravno tako kot slovenska del Dinarsko-Balkanske
populacije. Vecina volkov je na obmocju Like, Gorskega Kotarja in Dalmacije, in sicer v
regijah (zupanijah) Lika-Senj, Primorje-Gorski Kotar, Sibenik-Knin, Split-Dalmacija,
Zadar in Dubrovnik-Neretva (Wolf management plan for Croatia, 2005). Najve¢ konfliktov
med volkom in ¢lovekom se zgodi ravno v Dalmaciji, od koder smo zaznali najvec
krizancev. Lika in Gorski Kotar sta vec¢inoma gorski regiji z veliko gozdnate povrSine (50-
70 %) in nizko gostoto prebivalstva, zaradi Cesar je stopnja konfliktov nizka (Bath in
Maji¢, 2001). V Dalmaciji je veliko ekstenzivnih rejcev, gostota naravnega plena pa je
manjSa kot v Liki ali Gorskem Kotarju. Raziskava prehrane s pomocjo iztrebkov na
obmoc¢ju Gorskega Kotarja in Dalmacije je pokazala, da vecji del prehrane volkov v
Gorskem Kotarju predstavlja naravni plen (srnjad, jelenjad in divji prasic), kar 84,2 %. V
iztrebkih volkov z obmog¢ja Dalmacije pa so v vecini (73,4 %) nasli dlake domacih Zzivali,
od tega je bilo 36 % kozjih dlak in 22 % dlak goveda (Report on the status of the wolf
population in Croatia in 2014, 2014). Volkovi so se prehranjevali tudi s klavniskimi
odpadki ter mrtvimi zivalmi. Po podatkih iz omenjenega porocila je bilo leta 2013 na
obmocju Dalmacije, kar 50% vse drobnice in zivine na Hrvaskem. Na tem obmocju je tudi
najvec $kod po volku (97,9 % vseh $kod na Hrvaskem, podatek za leto 2013). Na obmocju
Like je bilo istega leta 1,7 % vseh Skod, v Gorskem Kotarju pa skod ni bilo.

Raziskave odnosa javnosti do volka na HrvaSkem v razlicnih obdobjih so pokazale
spreminjanje mnenja ljudi s Stevil¢nostjo volka. Prve raziskave, narejene v obdobju, ko se
je Stevilo volkov zmanjSevalo, kaZejo, da je javnost med 80. in 90. leti prejSnjega stoletja
postala bolj tolerantna do volkov (Radisi¢ in sod., 1994 cit. po Maji¢ in Bath, 2010). Z
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opuscanjem kmetijske dejavnosti in seljenjem v urbana sredisca se je Stevilo volkov pricelo
zviSevati, hkrati pa se je povecalo tudi Stevilo ljudi, ki so pokazali negativen odnos do
prisotnosti volka. Raziskavi, izvedeni leta 1999 in 2003 (Maji¢ in Bath, 2010), sta
pokazali, da se lahko mnenje javnosti spremeni v zelo kratkem Casu. V raziskavo so
vkljucili nakljuéno izbrane prebivalce iz Gorskega Kotarja, Like in Dalmacije, anketiranci
pa so bili starej$i od 14 let. V obeh vprasalnikih so opazovali znanje anketirancev o
volkovih, odnos do volkov in upravljavskih strategij ter izkusnje z volkovi glede na starost
anketirancev. Med obema raziskavama je hrvaska vlada izvedla program za lajSanje Skode
volkov, znotraj katerega so rejcem donirali elektricne mreze in pse za varovanje Cred,
hkrati pa so v Liki in Dalmaciji organizirali tudi delavnice in seminarje. Rezultati druge
raziskave kazejo na premik odnosa anketirancev iz negativnega mnenja v bolj nevtralnega
(zmanjsalo se je Stevilo ljudi, ki so zagovarjalo zasc¢ito volkov ter teh, ki so zagovarjali
kontrolo Stevil¢nosti volkov).

Veliko stevilo konfliktov v Dalmaciji se odraza v majhni toleranci ljudi do volkov. To
vpliva na pove€ano smrtnost volkov na tem obmocju, tako z nelegalnim odstrelom kot
zastrupljanjem zivali. Zaradi teh dejavnikov, skupaj z velikim Stevilom prostozivecih psov,
je verjetnost za krizanje veliko vecja kot v Sloventiji.

Trenutno ni nobenega nacrta, ki bi obravnaval tematiko krizancev in navajal ustrezne
ukrepe, ki bi jih bilo potrebno upostevati ob odkritju njihove prisotnosti. Vec¢ina drzav, kjer
se krizanci pojavljajo, prakticira odstranitev le-teh, ve¢inoma z usmrtitvijo, za reSitev
problema pa bi bilo potrebno storiti ve¢. Na robnih obmocjih oziroma kjer je populacija
volka manj Steviléna bi bilo potrebno trope redno spremljati s pomo¢jo neinvazivnega
genetskega vzoréenja. Se bolj pomembno bi bilo, da se izobrazi in obves¢a ljudi na teh
obmocjih, da bi zlasti v obdobju parjenja volkov omejili gibanje svojih psov, na obmocjih
z velikim Stevilom prostoziveéih psov pa bi bilo treba omogociti cenejSo sterilizacijo
Zivali.
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6 SKLEPI

Raziskave krizancev med psom in volkom iz Evrope ugotavljajo, da krizanci prve
generacije (F1) niso sterilni ter da prihaja do integracije pasjih genov v vol¢je populacije.
Podatkov o nizjem fitnesu krizancev zaenkrat ni, vendar pa je to tezko oceniti, saj se
krizanci iz narave odstranjujejo. Ravno tako ni podatkov o razliki v razmnoZzevalnem
obdobju ali prezivetju legel krizancev.

Neinvazivno vzoréenje in nato testiranje osebkov S tveganih (“high risk™) obmocij
omogoc¢i hitro zaznavo krizancev in ukrepanje. S setom lokusom, ki smo ga razvili v tej
nalogi, lahko hitro analiziramo vzorce, hkrati pa smo $e vedno sposobni prepoznati
posamezne osebke. S setom 14 markerjev lahko prepoznamo vse krizance prve in druge
generacije, uspesnost prepoznave povratnih krizancev prve in druge generacije pa je 90 %
in 56 %.

Potrdili smo krizance z obmo¢ja Dalmacije in Like, za krizan osebek, ki je bil najden na
obmocju Slovenije pa se ne ve ali gre za migranta ali domacega volka. Zaradi mozne
migracije posameznih osebkov (odrasli mladiéi iz tropov, za katere vemo, da je eden od
starSev krizanecC ali pa v primeru razpada tropa) je stanje potrebno Se naprej spremljati in
testirati vzorce. Glede na to, da do krizanja vecinoma prihaja na robnih obmocjih
popoulacij volka, bi bilo smiselno veéino truda usmeriti v ta obmod¢ja, hkrati pa bi bilo
potrebno razmisliti tudi o smiselnosti odstrela na robnih obmoc¢jih, saj se po razpadu tropa
poveca verjetnost za krizanje (Caniglia in sod., 2014). Predvsem pa bi bilo treba na teh
obmocjih resiti problem prostoziveCih psov. Odstranjevanje krizancev je zgolj blazenje
problema — potrebno je zmanjsati Stevilo prostozivecih psov (Lorenzini in sod., 2014).

Potrebno bi bilo tudi, da se dolo¢i, kdaj oziroma po koliko generacijah povratnega krizanja
lahko osebek oziroma njegove potomce obravnavamo kot ciste volkove. Ta dogovor bi
morali sprejeti in upoStevati tudi vsi ostali laboratoriji, ki se ukvarjajo s to tematiko.
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7 POVZETEK

Krizanje med volkovi in psi je v Evropi $e¢ ve¢inoma redek primer, S stopnjo krizanja do
5 %, a z nekaj vro¢imi to¢kami, kjer se krizanje pojavlja v ve¢jem delezu. Do krizanja naj
bi prislo v zadnjih dveh stoletjih. Dosedanje raziskave kazejo na spolno asimetri¢nost pri
parjenju, saj je vecina potomcev rezultat parjenja med samico volka in samcem psa, z le
nekaj izjemami. Z razvojem molekularnih markerjev in metod je prepoznavanje krizancev
lazje, zato se je tudi povecalo Stevilo raziskav na tem podrocju.

V nalogi smo primerjali tri razli¢ne sete in izbrali najboljSega v primerjavi s setom vseh 35
markerjev. Za najboljSega se je izkazal set 14 markerjev, s katerim lahko s 77 %
uspesnostjo in 78 % natan¢nostjo prepoznavamo krizance. Kot mejno vrednost, s katero
lo¢ujemo med volkom in psom, smo izbrali g = 0,880. Z njo prepoznamo 97 % vseh
volkov, vse krizance prve in druge generacije ter 90 % in 56 % povratnih krizancev z
volkom prve in druge generacije. Izmed 411 analiziranih osebkov (358 volkov in 53 psov)
iz Slovenije in Hrvaske iz obdobja 1998-2015 smo odkrili 43 krizancev, od tega 33 iz
Dalmacije, $tiri iz Like in tri iz preostale HrvaSke ter tri iz Slovenije. Z nadaljno analizo
smo lahko potrdili 29 krizancev, 25 iz Dalmacije, dva iz Like, enega iz preostale Hrvaske
ter enega iz Slovenije.

Ker nas$ izbrani set markerjev temelji na alelnih frekvencah, te pa se sCasoma v populaciji
spreminjajo, bi bilo potrebno €ez nekaj ¢asa ponovno testirati primernost naSega seta. V
primeru, da bi se frekvence mo¢no spremenile, bi bilo potrebno ponovno oblikovati nov set
markerjev. Ravno tako bi v primeru dodajanja novih markerjev k celotnemu setu 35-ih bilo
smiselno ponoviti analizo, ¢e je morda kateri od novih markerjev bolj primeren od
izbranih, in temu ustrezno prilagoditi kon¢ni set.
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