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1. UvOD

Jelen lopatar (Dama dama) pripada podredu Ruminantia, red Artiodactyla, porodici
Cervidae koja broji 40 vrsta, te potporodici Cervinae koja ukljucuje 4 roda (GILBERT i sur.,
2006.). Vrsta potjeCe iz Euroazije, a razlikujemo dvije podvrste — europski (Dama dama
dama; Linnaeus, 1758) i mezopotamijski jelen lopatar (Dama dama mesopotamica; Brooke,
1875) (ARSLANGUNDOGDU i sur., 2010.). Istrazivanja molekularne DNK potvrdila su da
su ove dvije podvrste dosta razli¢ite (MASSETI i sur., 2006., 2008.), jer unato¢ obitavanju na
susjednim teritorijima razdvajaju ih geografske barijere. Mezopotamijski lopatar je obitavao
na podru¢ju od Irana preko Iraka do Sirije, Palestine i do dijelova juga i jugoistoka Turske,
dok je danasnji europski jelen lopatar najvjerojatnije obitavao na sjeveru i zapadu Turske §to i
objaSnjava njthovu medusobnu gensku razliku (HEIDEMANN, 1987., MASSETI 1
MERTZANIDOU, 2008.).

Opcéenito se smatra da danasnje populacije lopatara u Europi potjecu s isto¢nog
Mediterana, odnosno s podruc¢ja Turske i Irana, odakle je vrsta posredstvom ¢ovjeka prosirena
na srednjeeuropske i sjevernoeuropske drzave (LUDWIG i sur., 2012.). Zahvaljujuéi
ponajprije Covjeku, te ponegdje 1 nedostatku hrane, danas jelena lopatara mozemo naci u
Europi, na Bliskom Istoku, u Sjevernoj i Juznoj Americi, u Sjevernoj 1 Juznoj Africi,
Australiji i na Novom Zelandu (CHAKANAYA i sur., 2016., KIELLANDER i sur., 2012.).
Za razliku od mezopotamijskog, europska podvrsta Dama dama dama se dobro aklimatizirala
diljem svijeta §to je i razlog porastu populacije (CHAKANAYA i sur., 2016.). Prema procjeni
IUCN-ove Crvene liste ugrozenih vrsta, jelen lopatar, Dama dama nije svrstan u ugrozene
vrste (status least concern) (MASSETI i MERTZANIDOU, 2008.). | dok su populacije jelena
u Europi pretezito stabilne, one izvorne u Turskoj nestaju. U izvornim podrucjima postoje tek
manja zariSta lopatara, pogotovo na jugozapadu Turske, dok se iranska populacija klasificira
kao izumiru¢a (LUDWIG i sur., 2012.). S druge strane, u ostalim dijelovima svijeta jelen
lopatar je vazna vrsta za lov i uzgoj (KJELLANDER i sur., 2012.). Procjenjuje se da u svijetu
ima oko 5 milijuna lopatara u farmskom uzgoju, a na Novom Zelandu je koncentrirana ¢ak
polovica svjetskog uzgoja (DASZKIEWICZ i sur., 2015.). U Europi prevladava intenzivni
uzgoj, ponajprije zbog vaznosti jelena lopatara u mesnoj industriji (CHAKANYA i sur.,
2016.). lako je lopatar ekonomski bitan, znanstvenici upozoravaju na njegov negativan utjecaj
na vegetacijsku bioraznolikost (porast broja odredenih vrsta drveca, erodiranje tla) zbog

konkurencije ostaloj stoci na istom podru¢ju (MARTIN i sur., 2011., RELVA i sur., 2010.).



1.1. Biologija i ekologija jelena lopatara

Osim na temelju genetike, europsku i mezopotamijsku podvrstu mozemo razlikovati
na temelju fenotipa - mezopotamijski je veéi, ali ima manje rogove, bez grana
(STACHOWICZ i sur., 2014., CHAKANAYA i sur., 2016.). Muzjaci teze 60 - 80kg, a Zenke
35 - 50kg, no masa moze dosta varirati ovisno o sezoni (prije/nakon razmnozavanja) i
kondiciji Zivotinje (TRBOJEVIC i sur., 2012.). MuZjaci imaju rogove, dok Zenke nemaju.
Europski jelen lopatar se moze prona¢i u cetiri boje - smeda, Siva, crna i bijela
(CHAKANAYA i sur., 2016.). Uobic¢ajena boja podrazumijeva smedu s bijelim mrljama koja
zimi prelazi u sivosmedu s manje izrazenim svijetlijim podrucjima.

Jelen lopatar je biljojed, od ranog proljeca do pocetka ljeta hrani se pretezito na
zelenim pasnjacima, a dolaskom ljetnih mjeseci travom, liS¢em (uglavnom crnogori¢nog
drvec¢a) te makijom. Tijekom jeseni jede razne bobice, zireve, plodove maslina, rogac,
kukuruz, sijeno. Zapazeno je da muZzjaci u vrijeme parenja jedu veliku koli¢inu razli¢itih
plodova, naravno ukoliko su im oni dostupni. Zimi se lopatari hrane travom, li§¢em hrastovog
drveéa i zirevima (ARSLANGUNDOGDU i sur., 2010.). Prilikom ispase lopatari u divljini
formiraju velike grupe na otvorenim prostorima, a to je posebno izraZzeno navecer kod ,,tihe*
pase (MATTIELLO 1 sur., 1997.). Takoder, u podru¢jima hranjenja gdje ima viSe drveca
formiraju manje grupe jer im se laksSe skriti od predatora (SCHAAL, 1982., MATTIELLO i
sur., 1997.). Grupe pretezito formiraju zenke s mladima, a muzjake mozemo naci u takvim
skupinama u slu¢aju velike gustoce naseljenosti (MATTIELLO i sur., 1997.).

Lopatari imaju poligamni sustav razmnozavanja (MASTERS i MURRAY, 2015.). U
Europi se pare od 9. do 11. mjeseca (CHAKANAYA i sur., 2016.), ali to ovisi o lokaciji pa se
tako u Africi pare od 3. do 6. mjeseca (LINDSEY i sur., 2007.). U sezoni parenja i dok se
tjeraju, muzjaci dolaze na teritorij Zenki (PUTMAN i FLUECK, 2011.) i tada zive u krdu, a
ostatak godine Zive solitarno. Podrué¢ja parenja su udaljena jedna od drugih, u svakom se
nalazi jedan muzjak koji brani teritorij od ostalih muzjaka. Muzjaci se glasaju samo tijekom
sezone parenja kako bi privukli zenke (MASTERS | MURRAY, 2015.). Zabiljezen je i
haremski sustav razmnoZavanja gdje skupinu Zenki ,,¢uva* jedan muzjak koji brani skupinu, a
ne teritorij (LANGBEIN i THIRGOOD, 1989.); te teritorijalni tip koji se odnosi na skupinu
muzjaka (20-30) (PUTMAN i FLUECK, 2011.) na manjem podru¢ju (eng. lek), a kojima
zenke prilaze samo u svrhu parenja (THIRGOOD i sur., 1999.). U nekim populacijama
muzjaci uop¢e ne pokazuju teritorijalnost niti je prisutan haremski sustav, ve¢ su muzjaci i

zenke pomijeSani u velikom krdu te se jednostavna borba za dominaciju vodi unutar krda.
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Konac¢no, postoje i muzjaci koji izbjegavaju medusobno natjecanje — lutaju i povremeno
prolaze kroz teritorije Zenki te se po prilici pare s zenkama u estrusu (PUTMAN, 1993,
PUTMAN i FLUECK, 2011.).

Ponasanje svih vrsta jelena, pa tako i jelena lopatara, ipak se mijenja ovisno o okoliSu
u kojem se nadu. To je posebno izrazeno kod lopatara koji visSe nego druge vrste pokazuje
separaciju medu spolovima (muzjaci prostorno udaljeni od Zenki i mladuncadi). Naime, ako je

staniSte otvoreno, a muzjaka je malo, oni se u vecini slucajeva nec¢e odvajati (PUTMAN i
FLUECK, 2011.).

1.2. Jelen lopatar u Nacionalnom parku Brijuni

Kao rezultat upoznavanja Feni¢ana, Romana, Normana i drugih naroda s jelenom
lopatarom, isti je rasprostranjen i naseljen diljem Europe (ARSLANGUNDOGDU i sur.,
2010.), ukljucuju¢i Hrvatsku i Nacionalni park Brijuni. Temeljem Zakona o lovstvu lopatar je
u Hrvatskoj divljac¢, a prisutan je prvenstveno u gaterskim uzgojima, dok je slabije zastupljen
u otvorenim lovistima i farmskom uzgoju.

Za procvat Brijuna odgovoran je austrijski industrijski magnat Paul Kuppelwieser
(1843. — 1919.) koji je kupio Brijune 1893. godine i tada pusto, nenaseljeno i malarijom
pogodeno podrudje pretvorio u elitno odmaraliste (UROSEVIC, 2014.). Godine 1978. na
sjevernom dijelu otoka otvoren je safari park, a 1983. godine Brijuni su proglaseni
Nacionalnim parkom (FATOVIC — FERENCIC, 2006.).

Nacionalni park Brijuni obuhvaca 14 otoka od kojih je najveci Veliki Brijun, a koji je
pored autohtonih Zivotinja obogacen i mnogobrojnim unesenim vrstama koje nisu svojstvene
ovom stanistu, ali su se dobro aklimatizirale. Jelen lopatar je, uz aksisa i muflona, unesen na
Veliki Brijun oko 1900. godine (FATOVIC — FERENCIC, 2006., TRBOJEVIC i sur., 2012.).
Lopatar na Brijunima obitava u specifiénim uvjetima S obzirom da tamo nema prirodnog
neprijatelja, a hranu mu uglavnom osigurava ¢ovjek (ROBIC i sur., 2016.). Kada se uzme u
obzir ovakva otocna izoliranost populacije lopatara, lako se dovodi u pitanje i njihova genska

raznolikost.



1.3. Mitohondrijska DNK

Mitohondrijska DNK je kruzna dvolan¢ana DNK molekula koja se sastoji od 15 000
do 20 000 parova baza (pb). Haploidna je, nema introna, nasljeduje se samo od majke te nema
dokaza postojanja rekombinacije (LADOUKAKIS i ZOUROS, 2017.). Sve to ¢ini je
pogodnom za populacijska istrazivanja.

Mitohondrijska DNK se sastoji od dva osnovna dijela — kodirajuéi i ne-kodirajuci dio.
Kodirajuca regija u vecine zZivotinja sadrzi 13 gena koji kodiraju sintezu proteina, 22 ili 23
tRNK gena te 2 rRNK gena (za veliku i malu podjedinicu) (LADOUKAKIS i ZOUROS,
2017.). Ne-kodiraju¢i dio se naziva kontrolna ili hipervarijabilna regija (BROWN, 1985.) i
predstavlja mjesto s kojeg zapocinje replikacija i transkripcija mitohondrijskog genoma
(CLAYTON, 1991.), te se tu oc€ituje najveca raznolikost nukleotida i duzine sekvence u
usporedbi s ostatkom mtDNK (LADOUKAKIS i ZOUROS, 2017.).

Kontrolna regija se sastoji od oko 1 000 parova baza (HOELZEL, 1993.), a kako ne
kodira za sintezu proteina, nije podlozna prirodnoj selekciji i to je ¢ini vrlo dobrim genetskim
markerom (KOCHER i sur., 1989.).

Mitohondrijska DNK podlozna je brzoj evoluciji — najbrze evoluira kontrolna regija
(Cetiri do pet puta brze od ostatka mtDNK), a 1 opcenito je evolucija mtDNK 1 do deset puta
brza od jezgrinih gena (BROWN i sur., 1979.). Ono §to jo§ mtDNK ¢ini pogodnom za
razlu€ivanje promjena na razini populacije je i1 to Sto sadrzi viSe razli¢itith sekvenci u
usporedbi s jezgrenom DNK (olaksava identifikaciju srodnih vrsta) (BROWN i sur., 1993,
VAWTER i BROWN, 1986.).



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

Arheoloski ostatci upucéuju da je jelen lopatar bio rasprostranjen i autohton u sjevernoj
i zapadnoj Europi prije posljednjeg ledenog doba, no da je tijekom ledenog doba izumro. Za
sada nisu pronadeni dokazi o post-glacijalnoj rasprostranjenosti jelena lopatara u zapadnoj
Europi, no razmatra se moguénost da su podrucja Sicilije, jug balkanskog poluotoka i juzna
Anatolija bili glacijalna utocista vrste (MASSETI, 1996.). Jedino za Anatoliju postoje dokazi
glacijalnog utocCista lopatara i jedino je tamo preZivjela autohtona populacija, dok za Siciliju i
Balkan za sada ne postoje dokazi o glacijalnom utocistu i smatra se da je autohtona populacija
tamo izumrla tijekom srednjeg vijeka (MASSETI, 1996.). Danasnje populacije na Balkanu
nastale su kao posljedica naseljavanja prije 50-ak godina.

Poznato je da su lopatari naseljeni na podrucje Gréke u Neolitiku. Stoga se danasnja
populacija na grékom Rodosu smatra izuzetno vaznom buduéi da je jedna od prvih koja je
nastala naseljavanjem iz Anatolije (TRANTILADOU, 2002.) te su unutar nje ocuvani izvorni
haplotipovi (MASSET]I, 2007.). Danas je prosirena na 550 km?, a veli¢ina se procjenjuje na
400 — 500 jedinki (MASSETI i MERTZANIDOU, 2008.). U bron¢ano doba lopatari su
naseljeni diljem zapadnog Mediterana, dok su Rimljani lopatare naselili u sredi$nju i zapadnu
Europu, Portugal, Francusku, Svicarsku i Britaniju. Smatra se da je i u srednjem vijeku bio val
naseljavanja, kada su izmedu ostalog naseljeni na podrucje Alpi. U novije doba, odnosno
tijekom 19. i 20. stolje¢a, naseljeni su opet diljem Europe i izvan Europe — Bliski istok, Juzna
Amerika, Afrika, Australija i Novi Zeland. Zahvaljuju¢i ljudskom utjecaju jelen lopatar je
Siroko rasprostranjena vrsta u Europi i Vveéina populacija u Europi danas se smatraju
stabilnima (MASSETI i MERTZANIDOU, 2008.). Medutim, izvorna populacija u Turskoj
izumire. Jedina izvorna populacija nalazi se u Nacionalnom parku Telmessos u Turskoj i broji
tridesetak jedinki te se smatra genetski razli¢itom od ostalih populacija Dama dama u svijetu
(MASSET]I, 2007.). Danas su u Turskoj prisutne svega tri populacije jelena lopatara koje
broje ne viSe od 200 jedinki (BAKER 1 sur., 2017.).

LUDWIG i sur. (2012.) proveli su istrazivanje mtDNK na 365 jelena lopatara s 22
lokacije u 9 njemackih Saveznih drzava. Utvrdili su prisutnost ukupno 10 haplotipova na
slijedu priblizne duljine 400 parova baza. Dobiveni podaci potvrdili su tursko podrijetlo jelena
lopatara u Njemackoj, a unutar Njemacke su identificirane tri razlic¢ite skupine: (1) Schleswig-
Holstein, (2) Brandenburg, Hesse, Rhineland, (3) Saxony, lower Saxony, Mecklenburg,
Westphalia, Anhalt. Za posljednje dvije zabiljezeno je i Sirenje populacije. Dakle, unato¢

niskoj genskoj raznolikosti, u populacijama je bila prisutna relativno jaka genetska struktura.
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Zakljuceno je 1 da su najveci utjecaj na strukturu haplotipa njemackog jelena lopatara imali
ljudi (unos i lov) (LUDWIG i sur., 2012.).

BAKER i sur. (2017.) su u istrazivanju nastojali ispitati utjecaj okoli$a, tj. prirode i
Covjeka na evoluciju i gensku raznolikost Dama dama u razli¢itim zemljama Europe te
Kanadi. Istrazili su mtDNK te 10 mikrosatelitskih lokusa. Uzorci su prikupljeni od 364 jelena
lopatara iz 10 europskih zemalja i Kanade. To je ukljucivalo i pet populacija s Pirenejskog
poluotoka (Portugal i Spanjolska), tri iz Italije i jednu iz Anatolije (Turska). Za analizu
mtDNK koristena su 203 uzorka te je sekvencirano 683 pb. Vecina populacija pokazala je
malu raznolikost mitohondrijske DNK — najmanju je imala turska populacija, s iznimkom
talijanske populacije koja je pokazala visoku haplotipsku i gensku raznolikost. Uocena je
poveznica populacije iz Italije s onima s Pirenejskog poluotoka ili introgresija portugalsko-
Spanjolske linije u talijansku populaciju lopatara. Dok kod ovih populacija ima razlicitih
haplotipova, sjeverne populacije grupirale su se u jednu skupinu. U prilog tome da sjeverne
populacije potjecu od lopatara iz Turske, ide ¢injenica da kod ovih populacija nedostaje 21 pb
mtDNK koji je prisutan u 88% jedinki u Spanjolskoj i Italiji. lako je populacija jelena lopatara
u Italiji pokazala visu raznolikost mtDNK od ostalih lopatara, zaklju¢eno je da je ona i dalje
niska u odnosu na gensku raznolikost u drugih vrsta jelena (npr. Cervus elaphus). Takoder,
potvrdena je i jedinstvena mtDNK Dama dama s Rodosa (BAKER i sur., 2017.).

KUSZA i sur. (2018.) proveli su istrazivanje mitohondrijske DNK jelena lopatara iz
Madarske, na uzorcima 41 Zzivotinje. Analizirano je 450 pb kontrolne regije mtDNK.
Utvrdena su tri haplotipa, od kojih su dva bila do tada nezabiljezena. Rezultati temeljeni na
filogenetskim stablima i mrezi 218 slijedova iz GenBank baze podataka pokazali su prisutnost
pet razli¢itih skupina jelena lopatara podrijetlom iz (1) Italije i Njemacke, (2) Spanjolske i
Portugala, (3) Rhodosa i Italije, (4) Kanade, Afrike, Bliskog Istoka, Europe ukljucujuci
Madarsku 1 (5) pojedinacni primjerci iz Anatolije (Turska) koji su pokazali slabiju
mitohondrijsku raznolikost u odnosu na druge skupine. BAPS programom predloZeno je osam
klastera (skupina), a analiza sekvenci jelena lopatara iz sjeveroisto¢ne Madarske pokazala je
da sve one pripadaju u jedan klaster. Neutralizacijski test indicirao je da je kod populacija
koje pripadaju klasterul (jelen lopatar iz Italije i Njemacke) doslo do Sirenja populacije te je
vidljivo da je genska raznolikost pretezito pod utjecajem antropoloskih faktora (KUSZA i
sur., 2018.).

Do sada nisu objavljena istrazivanja genske raznolikosti jelena lopatara iz Hrvatske, te

je ovo prvo takvo istrazivanje.



3. MATERIJALI | METODE

Istrazivanje je provedeno na ukupno 22 uzorka misica jelena lopatara (Dama dama) iz
Nacionalnog parka Brijuni. Uzorci su potjecali od odstrijeljenih zivotinja te su nakon dopreme
na Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu bili pohranjeni u 96% etanolu na -20°C. Za
izolaciju DNK iz uzoraka miSi¢a koriSten je komercijalni kit -Wizard® Genomic DNA

Purification Kit, Promega, a sama izolacija DNK radena je prema protokolu proizvodaca.

3.1. Lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Za pripremu PCR smjese koristen je Platinum® PCR SuperMix, Invitrogen koji sadrzi
Taq DNA polimerazu s Platinum® Taq antitijelima, 22 mM Tris-HCL (pH 8.4), 55 mM KCl,
1,65 mM MgCI2, te 220 uM dNTP Mix. PCR reakcija je provedena u smjesi koli¢ine 50 uL -
sadrzavala je 5 ul DNK, 1 ul otopine pocetnica i 44 pl Platinum® PCR SuperMix, Invitrogen.
Koristene su pocetnice DamaCtrlF (5-ATTAATATAGCTCCATAAAAATCA) i
DamaCitrlR (5'-AGGAAAGAACCAGATGTCTGATAA) (MASSETI i sur., 2008.). Reakcija
je izvedena u uredaju Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Optimizirani

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

Tablica 1. Reakcijski uvjeti lan¢ane reakcije polimerazom

Temperatura (°C) Vrijeme
Aktivacija polimeraze 92 2 min
Denaturacija kalupa 94 30 sek
Prianjanje pocetnica 56 30 sek
Produzenje lanca 72 2 min
Zavrsno produzenje 72 10 min




3.2. Elektroforeza

Prisutnost PCR proizvoda provjerena je elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom
gelu. Gel je pripremljen otapanjem 0,75 g agaroze (CertifiedTM PCR Agarose, Bio-Rad) u 50
ml 1 X TBE pufera. U agarozu je dodan SYBR Safe Gel stain (Invitrogen) Sul. Na parafilmu
je izmijeSano 5 pl PCR proizvoda i 2 pl pufera (LB pufer, engl. loading buffer), koji sadrzi
0,25% bromfenol plavila, 0,25% ksilencijanol fluorofosfata i 15% fikola, te su naneseni u
jazice u gelu. U prvu jazicu nanesen je biljeg veli¢ine DNK fragmenata koji se sastoji od 10
dvolancanih DNK molekula veli¢ina 100 pb, 200 pb, 300 pb itd., do 1000 pb (100 bp
Molecular Ruler, 100 pg/ml, Bio-Rad). Elektroforezom je provjereno je li doslo do umnazanja
zeljenog slijeda, te jesu li se pojavili dodatni, nespecificni fragmenti. Elektroforeza je
provedena na sobnoj temperaturi, pri naponu od 90 V u trajanju od 40 minuta. Gelovi su

promatrani u transiluminatoru te fotografirani digitalnim fotoaparatom.

3.3. Identifikacija polimorfnih nukleotidnih mjesta

PCR proizvodi procis¢eni su pomocu komercijalnog kita Invitrogen ChargeSwitch®
PCR Clean-Up Kit i poslani na sekvenciranje u servis Macrogen Europe u Amsterdam,
Nizozemska, gdje koriste 3730XL Automatic DNA sequencer. Rezultati sekvencioniranja
(elektroferogram i nukleotidne slijedove) dobiveni su u abl i PDF formatu.

Sljedovi kontrolne regije analizirani su u BioEdit programu (HALL, 1999.). U
BioEditu je implementiran ClustalwW program (THOMPSON i sur., 1994.) kojim je izvr$eno

visestruko sravnjenje sljedova DNK i identificirana su sva polimorfna nukleotidna mjesta.

3.4. Pokazatelji raznolikosti

Programski paket Arlequin, v. 3.1 (EXCOFFIER i sur., 2005.) koristen je za izracun
ucestalosti pojedinih haplotipova i osnovnih pokazatelja raznolikosti unutar populacije. Kao
pokazatelji raznolikosti navedeni su haplotipska (H) te nukleotidna raznolikost (IT).
Haplotipsku raznolikost (H) definiramo kao vjerojatnost da se dva slucajno odabrana
haplotipa razlikuju unutar jednog uzorka (TORO i CABALLERO, 2005.). Nukleotidna

raznolikost (IT) opisuje vjerojatnost da su dva slucajno odabrana homologna nukleotida



razliita, odnosno predstavlja srednji broj nukleotidnih razlika po nukleotidnom mjestu

izmedu dva nasumic¢no odabrana homologna slijeda.

GenBank, odnosno NCBI - National Center for Biotechnology Information je
pretrazivan alatom BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), kako bi se pronasli

pohranjeni sljedovi kontrolne regije jelena lopatara iz ostalih dijelova svijeta.



4. REZULTATI

DNK je izolirana iz ukupno 22 uzorka tkiva jelena lopatara. Iz svih uzoraka uspjesno
je dobiven PCR proizvod te su svi uzorci uspjesno sekvencionirani.

Analizirani su sljedovi kontrolne regije mtDNK ukupne duzine 405 parova baza (pb).
Kada se analizirani slijed poravna sa sekvencom cijele mtDNK jelena lopatara koja je
preuzeta iz GenBank baze (JN632629) (HASSANIN i sur., 2012.), slijed odgovara lokacijama
15,486 — 15,890.

Na analiziranom slijedu utvrdena je prisutnost jednog polimorfnog mjesta koje daje
dva jedinstvena haplotipa, s oznakama: DDH1 i DDH2 (Dama dama Hrvatska). Ucestaliji
haplotip DDH1 bio je prisutan kod 14 uzoraka (63,6%), dok je haplotip DDH2 prisutan kod 8
uzoraka (36,4%) (Tablica 2). Haplotipska raznolikost (H) jelena lopatara s podrucja otoka
Veliki Brijun iznosi 0,485, dok je nukleotidna raznolikost (IT) 0,0012.

Tablica 2. Pregled pripadnosti istrazenih uzoraka pojedinom haplotipu te ucestalost

haplotipova

Haplotip Oznaka uzorka Broj uzoraka Ucestalost pojedinog
haplotipa (%)

307
316
223
229
297
294
DDH1 231 14 63,6
304
303
296
314
232
225
295

315
226
227
298
DDH2 299 8 36,4
230
293
228
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Da bi se procijenio filogenetski status populacije s Brijuna u odnosu na ostale
europske populacije jelena lopatara, usporedeni su dobiveni sljedovi kontrolne regije
mitohondrijske DNK s 37 sljedova pohranjenih u GenBanku. Sljedovi su usporedeni u duzini
od 329 pb te haplotip DDH1 odgovara sekvenci JN632629 (HASSANIN i sur., 2012.) i
JF505624 iz Njemacke (LUDWIG 1 sur., 2012.), dok haplotip DDH2 odgovara sekvenci
JF505623 takoder iz Njemacke (LUDWIG i sur., 2012.). Taj haplotip je najucestaliji haplotip
u Njemackoj (LUDWIG i sur., 2012), a prisutan je i u Madarskoj i Italiji (MASSETI i sur.,
2008).
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5. RASPRAVA

Dosadas$nja istrazivanja ukazuju na nisku raznolikost mtDNK jelena lopatara iz
europskih populacija (osim talijanske), te visoku razinu strukturiranja unutar Europe, uz
odvajanje populacija sa sjevera od onih s juga (potencijalnog glacijalnog utocista) (BAKER i
sur., 2017.). Ovo podupire saznanja da su populacije u Europi nastale naseljavanjem malog
broja jedinki te su pod utjecajem genetickog drifta. Na temelju rezultata istrazivanja BAKER i
sur., 2017. moze se potvrditi da su populacije na sjeveru Europe nastale naseljavanjem iz
Turske, dok za podruéja Iberije, Sicilije i Anatolije potvrduju ulogu glacijalnih utocista. No,
zbog nedostatka podataka o autohtonoj populaciji, zbog mnogih naseljavanja iz Turske u
Europu, a zatim unutar Europe iz jedne zemlje u drugu, zbog uzgoja u zatvorenim
populacijama i znacajnog utjecaja Covjeka vrlo je oteZzano tumaciti rezultate genske

raznolikosti i strukture.

Smatra se da je naseljavanjem u Europu uneseno ukupno 15 haplotipova
mitohondrijske DNK jelena lopatara (LUDWIG i sur., 2012), dok smo u sklopu naseg
istrazivanja jelena lopatara naseljenih na otok Veliki Brijun utvrdili prisutnost dva haplotipa,

koji se poklapaju s haplotipovima prethodno utvrdenim u Njemackoj.

Iako je u naSe istrazivanje ukljuCen relativno mali broj uzoraka, s obzirom na
zatvorenu oto¢nu populaciju oni su reprezentativni za analizu raznolikosti mitohondrijske
DNK. Nasi rezultati u skladu su s onima ostalih istrazivanja europskih populacija, te smo
utvrdili nesto nizu haplotipsku raznolikost nego imaju vece kontinentalne populacije poput
onih u Njemackoj, Madarskoj ili Portugalu, a sli¢ne haplotipskoj raznolikosti u Spanjolskoj i
Irskoj (Tablica 3). NajviSe razine raznolikosti do sada su utvrdene medu autohtonim
populacijama u Turskoj, zatim na Rodosu — koji je jedna od prvih naseljenih populacija i ¢uva

autohtonu raznolikost.
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Tablica 3. Usporedba dosada objavljenih rezultata istrazivanja raznolikosti mtDNK jelena

lopatara. N - broj uzoraka, pb - duljina analiziranog slijeda mtDNK, N h - broj haplotipova, H

- haplotipska raznolikost, IT - nukleotidna raznolikost

Podrijetlo
Autor N Pb N h H I1
uzoraka
Ovo Hrvatska,
o 22 405 2 0,485 0,0012
istrazivanje | NP Brijuni
MASETI i
Turska 5 417 4 0,70 0,120
sur. (2007)
MASETI i Rodos,
13 417 8 0,86 0,057
sur. (2007) Grcka
_ Italija,
MASETI i
Madarska, 19 417 11 0,89 0,099
sur. (2007)
Grcka
LUDWIG i
sur. (2012.) | Njemacka 365 329 10 / 0,095
BAKER i 5
Spanjolska 19 683 4 0,456 0,00069
sur. (2017.)
BAKER i
Portugal 17 683 3 0,647 0.00507
sur. (2017.)
BAKER i B
Italija 30 683 7 0,731 0.01029
sur. (2017.)
BAKER i
Engleska 57 683 15 0,902 0.0031
sur. (2017.)
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BAKER i

Irska 16 683 0,442 0.00068
sur. (2017.)
BAKER i
Madarska 13 683 0,513 0.0008
sur. (2017.)
BAKER i
Turska 20 683 0,1 0.00028
sur. (2017.)
BAKER i 633
11 0 0
sur. (2017.) | Bugarska
KUSZA i
Madarska 41 450 0,678 0,003
sur. (2018.)
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. ZAKLJUCCI

. Analizirani slijed kontrolne regije mitohondrijske DNK jelena lopatara iz Nacionalnog
parka Brijuni odgovara pozicijama 15,486 — 15,890 kada se usporedi s ¢itavom

sekvencom mtDNK Dama dama preuzete iz GenBank.

. Utvrdena je prisutnost dva haplotipa (DDH1 i DDH2) mitohondrijske DNK jelena

lopatara iz Nacionalnog parka Brijuni.

. Najucestaliji haplotip je DDHI prisutan kod 63,6% uzoraka.

Haplotip DDH1 odgovara sekvenci JN632629 (HASSANIN i sur., 2012) i JF505624
iz Njemacke (LUDWIG 1 sur., 2012), dok haplotip DDH2 odgovara sekvenci
JF505623 takoder iz Njemacke (LUDWIG i sur., 2012).

. Zbog izoliranosti oto¢ne populacije, jelen lopatar s otoka Veliki Brijun pokazuje nesto

manju raznolikost u odnosu na ostale istrazene populacije u zapadnoj Europi.
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SAZETAK

Raznolikost mitohondrijske DNK jelena lopatara iz Nacionalnog parka Brijuni
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Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu

Mari¢, K. (2018): Raznolikost mitohondrijske DNK jelena lopatara iz Nacionalnog
parka Brijuni

Jelen lopatar (Dama dama) jedna je od najvaznijih vrsta divlja¢i u Europi, a u Hrvatskoj je
prisutan prvenstveno u gaterskim uzgojima, dok je slabije zastupljen u otvorenim lovistima i
farmskom uzgoju. Smatra se autohtonom vrstom koja je izumrla tijekom posljednjeg ledenog
doba, a dokazi upucuju da su podrucja Iberije, Sicilije, Balkana i Anatolije bili glacijalna
utoCiSta vrste. Danas je u Turskoj jedina preostala autohtona populacija, dok su ostale
populacije u Europi nastale kao posljedica ljudskog djelovanja. U svrhu analize genske
raznolikosti jelena lopatara iz Nacionalnog parka Brijuni, izolirana je DNK iz 22 uzorka tkiva.
Analizirani su sljedovi kontrolne regije mitohondrijske DNK ukupne duzine 405 parova baza
te su utvrdena dva haplotipa. Dobiveni sljedovi kontrolne regije mtDNK usporedeni su s
ostalim sljedovima pohranjenim u GenBank i pronadene su podudarnosti sa sekvencama iz
Njemacke kod oba haplotipa, a jedan se pojavljuje i u lopatara u Madarskoj i Italiji. S obzirom
na oto¢nu izoliranost, raznolikost mtDNK iz NP Brijuni je vec¢a nego ocekivana te je u skladu

s raznoliko$¢u europskih kontinentalnih populacija lopatara.

Kljuéne rijeci: genska raznolikost, mitohondrijska DNK, kontrolna regija, jelen lopatar
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SUMMARY

Diversity of mitochondrial DNA in fallow deer from National park Brijuni

KLARA MARIC
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Mari¢, K. (2018): Diversity of mitochondrial DNA in fallow deer from National park

Brijuni

Fallow deer (Dama dama) is one of the most important game species in Europe. In Croatia the
species is mostly kept in enclosures, while breeding in open hunting grounds or farms is rare.
It is considered that fallow deer is autochthonous in Europe, but went extinct during the last
ice age. Research suggest that Iberia, Sicilia, Balkan and Anatolia were glacial refugia of the
species, but today the only autochthonous population survived in Turkey, while all other
European populations appear to be result of reintroduction. The goal of our research was to
analyze genetic diversity in fallow deer from National park Brijuni, Croatia. DNA was
isolated from 22 tissue samples. A total of 405 base pairs of mitochondrial DNA control
region were sequenced and two haplotypes were detected. Control region sequences were
compared with ones from Genbank database and matches with sequences from Germany were
found in both haplotypes, while one of the haplotypes was also present in fallow deer in
Hungary and Italy. Considering island isolation, diversity of mtDNA of Dama dama from
National park Brijuni was higher than expected and in accordance with diversity of European

continental populations of fallow deer.

Key words: genetic diversity, mitochondrial DNA, control region, fallow deer
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