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Izvlecek:

Japonski komar, Aedes japonicus japonicus (Diptera: Culicidae), je invazivna vrsta
komarjev, ki izvira iz Azije. V Sloveniji je bil prvi¢ odkrit leta 2011 v okolici Maribora, v le
nekaj letih pa se je razsiril po skoraj celotni drzavi. Zaradi nerazjasnjene poti vnosa vrste v
Slovenijo, nacina njenega Sirjenja ter izredno hitrega Sirjenja po drzavi smo Zeleli preuciti
genetsko populacijsko strukturo japonskega komarja v Sloveniji. Raziskava je potekala v
laboratoriju za molekularno ekologijo Fakultete za matematiko, naravoslovje in
informacijske tehnologije Univerze na Primorskem. Raziskovalna metoda je temeljila na
genotipiziranju sedmih mikrosatelitnih lokusov japonskega komarja. DNA smo izolirali iz
180-ih li¢ink cetrte razvojne stopnje, ki so bile nabrane v okviru popisa tujerodnih vrst
komarjev v letu 2015 v celi Sloveniji. Z genotipizacijo smo dobili podatke o dolZini alelov.
Te smo analizirali s prosto dostopnimi ra¢unalniskimi programi, ki podatke obdelajo z
razlicnimi matemati¢no-statistiénimi algoritmi. Za analizo populacijske strukture smo
uporabili naslednje parametre: fiksacijske indekse (Fit, Fis in Fst), opazeno in pricakovano
heterozigotnost, Hardy-Weinbergov test, Nei-jevo genetsko razdaljo, sStevilo alelov in
bogastvo alelov. Naredili smo tudi sliko populacijske strukture, ki smo jo prikazali v
prostoru. Kljucne ugotovitve so pokazale, da se genetska diverziteta vzdolZ Sirjenja populacij
pocasi izgublja, vendar pa so populacije vseeno genetsko strukturirane. Japonski komar je
prenasalec veliko patogenih organizmov, zato je poznavanje njene populacijske strukture
izrednega pomena. To so namre¢ klju¢ni podatki, ki nam pomagajo pri zatiranju
eventuelnega izbruha bolezni.




Geri¢ U. Populacijska struktura invazivnega japonskega komarja Ae. j. japonicus... v Sloveniji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 i

Key words documentation

Name and SURNAME: Urska GERIC

Title of the final project paper: Population structure of invasive Japanese mosquito Aedes
japonicus japonicus (Diptera: Culicidae) in Slovenia

Place: Koper

Year: 2018

Number of pages: 40 Number of figures: 16 Number of tables: 8
Number of appendix: 1 Number of appendix pages: 7

Number of references: 66

Mentor: Assoc. Prof. Elena Buzan, PhD

Co-Mentor: Assist. Katja Kalan

Key words: Asian bush mosquito, Slovenia, population structure genotyping, microsatelites
loci
Abstract:

The bush mosquito, Aedes japonicus japonicus (Diptera: Culicidae), is an invasive mosquito
species, originally native to Asia. In Slovenia, it was first discovered in 2011, near the city
of Maribor, and only in a few years it spread throughout the whole country. Due to
unexplained introduction pathway of the species in Slovenia, its way of colonisation and its
very fast spreading in almost the entire country, we have examined the genetic population
structure of this invasive mosquito in Slovenia. The research took place in the laboratory for
molecular ecology at the Faculty of Mathematics, Natural Sciences and Information
Technologies of the University of Primorska. The research method was based on genotyping
seven microsatellite loci of 180 fourth instar larvae of Asian bush mosquito. The larvae were
caught in the population monitoring of alien mosquito species in 2015, throughout Slovenia.
By genotyping we gained the data on the length of alleles. These were analysed by freely
accessible computer programmes, which process data by various mathematical-statistical
algorithms. For the analysis of the population structure we used different parameters, as
follows: fixation indexes (Fit, Fis and Fst), the observed and expected heterozygosity,
Hardy-Weinberg test, Nei's genetic distance, number of alleles and the allelic richness. We
also created figure of the population structure, shown on the map. The key findings showed
that the genetic diversity is slowly decreasing along the dispersal pathway. Nevertheless the
populations are genetically structured and rather stable. Asian bush mosquitoes is a vector
of various pathogens, therefore the knowledge of its population structure is of significant
importance. These data are crucial in exterminating the diseases.
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1 UVvOD

Komarji veljajo za najsmrtonosnejSe zivali na svetu, saj prenasajo mnoge patogene
organizme, ki povzro¢ajo huda obolenja pri ljudeh (WHO, 2018). Posebno groznjo za javno
zdravje nedvomno predstavljajo invazivni tujerodni komarji. Med te spada med drugimi tudi
japonski komar, Aedes japonicus japonicus (Theobald, 1901), vrsta, ki se hitro Siri po svetu
(Kaufmann in Fonseca., 2014). V Evropi je bil prvi¢ zabeleZen v Franciji leta 2000 (Schaffer
in sod., 2003), v Sloveniji pa leta 2011 (Seidel in sod., 2012). V Evropi so do sedaj opisali
Sest populacij japonskega komarja, ki ve€inoma kazejo visoko heterozigotnost in genetsko
diverziteto. Mednje spada tudi slovenska populacija (Zielke in sod., 2015). Z analizami
populacijske strukture so v Evropi do sedaj odkrili dva genotipa in devet haplotipov
Japonskega komarja. To naj bi nakazovalo dve razli¢ni poti Sirjenja v Evropo. V raziskavo
Zielke in sod. (2015) so bili vkljuéeni tudi japonski komarji iz Slovenije, vendar pa takrat
niso zajeli populacij po vsej Sloveniji, zato populacijska struktura na ravni drzave pred
pricetkom tega dela ni bila popolnoma jasna.

Pot siritve japonskega komarja v Slovenijo $e ni povsem znana (Kalan in sod., 2017), zato
smo z zakljucno nalogo Zeleli analizirati populacijsko strukturo slovenskih populacij. Pred
pric¢etkom dela smo si zastavili naslednji hipotezi:

H1 - genetska pestrost japonskega komarja v Sloveniji upada v smeri Sirjenja
H2 - populacije japonskega komarja v Sloveniji so genetsko strukturirane

CILJI NALOGE:
1. Spoznati se z delom v laboratoriju in osnovnimi genetskimi metodami (izolacija DNA,
PCR, fragmentna analiza...)

2. Nauciti se tehnik (programov), ki se uporabljajo pri fragmentih analizah

3.Narediti podrobno statisticno analizo populacijske strukture japonskega komarja v
Sloveniji
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1.1 Pregled objav
1.1.1 Japonski komar Aedes japonicus japonicus (Theobald, 1901)

Taksonomija japonskega komarja

Znanstveno ime: Aedes japonicus japonicus

Poljudno angl. ime: Asian bush mosquito ali Asian rock pool mosquito

Poljudno slovensko ime: japonski komar

Druga imena oz. sinonimi: Ochlerotatus japonicus japonicus in Hulecoeteomyia japonica
japonica

Preglednica 1: Uvrstitev japonskega komarja v sistem (ADW — Animal Diversity Web).

Kraljestvo Animalia
Deblo Arthropoda
Razred Insecta
Red Diptera
Druzina Culicidae
Rod Aedes
Podrod Finlaya
Vrsta japonicus
Podvrsta | japonicus
japonicus

Japonski komar, Aedes japonicus japonicus, izvira iz vzhodne Azije, natan¢neje iz Japonske,
Koreje in njunih otokov (Tanaka in sod., 1979). Prva najdba japonskega komarja izven
svojega izvornega obmocja prihaja iz Nove Zelandije iz leta 1993 (Laird in sod,. 1994),
vendar so uspeli omejiti njegovo Sirjenje (Derraik, 2004). Leta 1998 se je prvi¢ pojavil v
ZdruzZenih drzavah Amerike (Peyton in sod., 1999), kjer se je do danes razsiril v kar 33 drzav
(Kaufmann in Fonseca, 2014) in celo v juzno Kanado (Thielman in Hunter, 2016).

V Evropi so ga prvi¢ zasledili okoli leta 2000 v Franciji (Schaffner in sod., 2003), in kasneje
Se leta 2002 v Belgiji (Versteirt in sod.,2009). V tistem ¢asu znanstveniki na to vrsto niso
dali posebnega poudarka, saj jim ga je uspelo delno iztrebiti (Schaffner in sod., 2009). Leta
2013 so ga ponovno zasledili v Franciji (Krebs in sod., 2013) in v ve¢jem delu Nemcije
(Zielke in sod., 2015) in tako so zaceli s podrobnejsimi Studijami Sirjenja vrste. Do sedaj so
opisali populacije v Svici (Schaffner in sod., 2009), Avstriji (Seidel in sod., 2012), Nem¢iji
(Kampen in sod., 2012), Franciji, Belgiji na Nizozemskem (Ibanez-Justica in sod., 2014), v
Lihtens$tajnu in na Madzarskem (Seidel in sod., 2016a), v Itaiji (Seidel in sod., 2016b) in na
Hrvaskem (ECDC, 2018). Trenutno razsirjenost v Evropi prikazuje Slika 1. V Sloveniji so
vrsto prvic zasledili leta 2011 v okolici Maribora, blizu avstrijske meje (Seidel in sod., 2012).
Leta 2013 in 2015 so Kalan in sod.(2017) popisovali pojavljanje japonskega komarja v
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Sloveniji. Ugotovili so, da se je populacija japonskega komarja Sirila od severovzhoda
drzave proti jugovzhodu.

@@ “efsam Aedes japonicus - current known distribution: June 2018
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Slika 1: Trenutna razsiritev japonskega komarja v Evropi, podatki za junij 2018. (ECDC, 2018).

Na izvornem obmoc¢ju v Aziji se japonski komar razmnoZuje od spomladi pa vse do jeseni
in svoja jajceca odlaga v luknjice dreves, kamor se steka voda. Odlozi jih tik nad vodno
gladino in ko ta naraste in prekrije jajceca, se iz njih izlezejo li¢inke. V kolikor se to ne
zgodi, so jajeca odporna na izsuSevanje in nizke temperature, zato lahko prezivijo do
naslednje sezone (Tanaka in sod., 1979). Naravni habitat japonskega komarja je gozd,
vendar pa se je zaradi vpliva ¢loveka in ugodnih zivljenjskih razmer naselil tudi v obmocja
vecjih naselij. Tam svoja jajéeca najpogosteje odlaga v cvetlicne loncke, vaze, zalivalke in
druge manjse vodne zadrzevalnike na vrtovih in pokopalis¢ih. Zelo ugoden prostor so tudi
rabljene pnevmatike, saj se v njih zlahka nabere voda (Beier in sod. 1983). Prav s
transportom pnevmatik, v katerih so jajceca japonskega komarja, se ta vrsta Siri na dolge
razdalje in naj bi tako prisla v Ameriko in kasneje v Evropo (Sardelis in Turell 2001,
Schaffner in sod., 2003). Na kraj$e razdalje se vrsta $iri S transportom odraslih osebkov v
avtomobilih in drugih prevoznih sredstvih. Odrasel komar povpre¢no preleti radij 500
metrov, kar predstavlja radij manjSega mesta, ¢e pa ne najde zrtve pa lahko leti tudi do neka;j
kilometrov.
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Japonski komar ni glavni prenaSalec nobenega patogenega organizma, nevarnega za ljudi.
Kljub temu pa je potencialno prenasalec naslednjih arbovirusov: virus japonskega
encefalitisa in virus zahodnega Nila. Laboratorijske $tudije so pokazale, da lahko prenasa
tudi virus vzhodnega konjskega encefalitisa kopitarjev, La Crosse virus, viruse denga, virus
¢ikungunja, virus vzhodnoafriskega jarka, in virus encefalitisa St. Luis (ECDC, 2018).

1.1.2 Populacijska struktura vrst

Preucevanje populacijske strukture temelji na ugotavljanju heterozigotnosti prisotne v
populaciji in na Fisherjevi statistiki. Te podatke pridobimo iz dolzin mikrosatelitov. S
pomocjo analize populacijske strukture ugotavljamo, ali je populacija stabilna, ali pa je
prisotno parjenje v sorodstvu (angl. inbreeding). (Krystufek, 1999). lzrazi in potek analize
populacijske strukture so navedeni v nadaljnjem besedilu.

1.1.2.1 Genetska variabilnost vrst

Molekula DNA je nosilka genetske informacije vseh Zivih bitij. Genetska informacija je pri
vsakem posamezniku edinstvena in nam pove njegovo barvo, velikost, vedenje. Gen je
zaporedje DNA, ki kodira RNA ali protein, ki dolocata lastnosti osebkov. Mestu, kjer je gen
namescen, pravimo lokus. Kromosom je sestavljen iz dveh kromatid, eno podedujemo od
matere, eno pa od oceta in zato imamo dva zapisa, ki sta lahko identi¢na ali pa ne. Gen tako
lahko nastopi v razlicnih oblikah, ki jih imenujemo aleli, in ti povecujejo genetsko
raznolikost, saj povzro€ijo razli¢ne fenotipske lastnosti med osebki. Set alelov na dolocenem
lokusu pri posameznem osebku je genotip osebka. Fenotip pa je izraZzen genotip kot neka
lastnost, npr. morfoloski ali biokemijski znaki, vedenje osebka.

Genetska variabilnost 0z. genetska diverziteta je raznolikost osebkov na genetski ravni. To
pomeni, da je to mera raznolikosti genotipov osebkov v neki populaciji. Ta je klju¢na za vsa
Ziva bitja, saj se tako lahko prilagajajo na spreminjajoCe zivljenjske razmere v njihovem
okolju. Variabilnost jim omogoca prezivetje v stalno se spreminjajo¢em okolju, kar pa je
pomembno za prilagajanje vrst skozi generacije. Velike efektivne populacije, ki se uspesno
parijo in imajo zdrave potomce, so zelo pomembne za ohranjanje genetske pestrosti.
Efektivna populacija je tista, ki ima dovolj osebkov, ki se uspeSno parijo in imajo plodne
potomce. Pri tem upoStevamo, da je taka populacija dovolj velika in pestra, da ne prihaja do
parjenja v sorodstvu (Krystufek, 1999).

Poznamo tri ravni genetske variabilnosti:
e Variabilnost osebka
e Variabilnost populacije
e Variabilnost med populacijami
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Variabilnost osebka

Vsak osebek, ki ima za vsak lokus dva alela, je diploiden osebek. Lokus je monomorfen, ko
sta alela pri vseh osebkih v populaciji enaka, in polimorfen, kadar sta razli¢na. Monomorfen
lokus je vedno homozigoten, medtem ko je polimorfen lahko heterozigoten ali pa
homozigoten. Homozigoten je takrat, ko sta alela enaka in heterozigoten je takrat, ko sta
alela razli¢na. Ce ima populacija veliko heterozigotnih osebkov, ima veliko genetsko
diverziteto in je zato bolj stabilna (Hughes in sod., 2008).

Variabilnost populacije
Sestevek genetskih diverzitet posameznih osebkov predstavlja genetsko raznolikost znotraj

populacije. Dolo¢imo jo s Stevilom alelov in frekvenco njihovega ponavljanja. Genetski
sklad je celoten nabor alelov v populaciji.

Genetska raznolikost populacije se stalno spreminja, saj na populacijo stalno delujejo
selekcijski pritiski iz okolja. Ti so: a) migracije, kjer se zmanj$a ali poveca genski pretok
(angl. gene flow), b) genetski zdrs (angl. genetic drift), ki se pojavi, ko en alel absolutno
prevlada in se zato drugi alel eliminira, ¢) mutacije, ki so dedne spremembe v molekuli DNA,
d) parjenje v sorodstvu (angl. inbreeding), ki povzro¢i homozigotnost in s tem kopicenje
Skodljivih recesivnih genov. Genetska raznolikost je vi§ja pri populacijah, ki imajo za isti
lokus vecje Stevilo alelov in pri katerih so aleli enakomerneje razporejeni (Hughes in sod.,
2008).

Variabilnost med populacijami
Variabilnost med populacijami nam poda celotno genetsko diverziteto vrste. Ta je

sestavljena iz povprecne genetske raznolikosti posamezne populacije in povprecne

divergence med populacijami dolo¢ene vrste. Ce se vrsta uspesno §iri, je genetska diverziteta
med populacijami manjSa kot znotraj populacije, saj med populacijami poteka uspesno
razmnozevanje (Hughes in sod., 2008).

1.1.2.2 Mikrosateliti

Mikrosateliti ali STR (angl. short tandem repeats) so kratke in enostavne tandemske
ponovitve zaporedja DNA, ki so prisotne vzdolz celotnega genoma organizmov.
Najpogosteje so to nekodirajoci deli genoma in zato so v genomu zelo pogosto prisotni (tudi
do 1000 mest). Zaradi razli¢nega Stevila ponovitev motiva, kar je posledica Stevilnih mutacij,
so te regije visoko polimorfne. Mikrosateliti so sestavljeni iz zaporednih ponovitev motiva
dolgih od enega do Sestih baznih parov in obrobnih regij. Obrobne regije so za razliko od
motivov zelo ohranjene regije in zato nanje lahko nalegamo zacetne oligonukleotide za
pomnoZevanje mikrosatelitnih regij. Ponavljajoci se motivi mikrosatelita se ponovijo od pet
do 50-krat in zaradi tega se na teh mestih kopi¢ijo mutacije, predvsem insercije in delecije.
Zaradi velikega Stevila mutacij so torej te regije visoko polimorfne in pomembne za
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dolocCanje genetske diverzitete vrst. Pri mikrosatelitih je tezko dolociti mutacijsko stopnjo,
saj se ta spreminja med lokusi, aleli in vrstami. Mikrosateliti, ki imajo vecje Stevilo
ponovitev, imajo ve¢ moznosti za kopi¢enje mutacij, saj je vecja verjetnost, da pride do zdrsa
verig, to pa pripelje do ve&jega polimorfizma daljih verig (Stajner, 2010).

Mikrosatelite delimo na:
e Popolne: ti so sestavljeni iz enega ponavljajoega se motiva brez prekinitve
Npr. GTGTGTGTGTGTGTGTGTG
e Nepopolne: ponavljajoci se motiv je prekinjen s parom baz, ki nista del motiva
Npr. GTGTGTGTGTCAGTGTGTG
e Prekinjene: ponavljajoc¢i se motiv vsebuje krajSe zaporedje, ki ni del motiva
Npr. GTGTGTGTGTAAAAAGTGT
e Sestavljene: mikrosatelit je sestavljen iz dveh ali ve¢ razli¢nih ponavljajocih se
motivov
Npr. GTGTGTGTGTACGACGACG

Med mejozo, kjer se kromosomi podvajajo, lahko pride do $tevilnih napak. Lahko se zgodi,
da nastane zanka v prepisani verigi in tako pride do insercije in s tem se veriga podaljsa.
Lahko pa pride do nastanka zanke v matri¢ni verigi in pride do delecije, kjer se veriga

skrajsa. Podrobnej$i mehanizem je prikazan na spodnji sliki (Stajner, 2010).
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Slika 2: Prikaz nastanka mikrosatelita (Stajner, 2010).
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Mikrosateliti sluzijo kot kodominantni DNA markerji in se na Siroko uporabljajo v
populacijski in evolucijski genetiki ter za forenzicne preiskave. Zaradi kopicenja velikega
Stevila mutacij ohranjajo genetsko diverziteto populacij in zato so uporabni za preucevanje
stabilnosti populacij.
Prednosti uporabe mikrosatelitov so naslednje:

e metode so relativno poceni

e pri analizi potrebujem relativno majhno kolicino DNA, ki pa je lahko tudi
degradirana, saj se pri analizi uporablja krajSe fragmente mikrosatelitnih lokusov.

e organizmu se zelo pogosto pojavljajo in zato jih lahko uporabimo pri Studijah
Stevilnih lokusov

e njihova analiza je relativno preprosta in cenovno ugodnejSa od ostalih markerskih
sistemov.

Slabosti uporabe mikrosatelitov pa so:
e c¢e mikrosatelitne regije Se ne poznamo, je dolocitev regije dolgotrajen in drag
proces, saj vkljuCuje iskanje mikrosatelitne regije in nacrtovanje zacetnih
oligonukleotidov

¢ lahko se pojavijo napake pri postopku fragmentne analize. Do teh prihaja zaradi
napak pri dolo¢anju alelov, homoplazije (navidezna enakost alelov glede na dolzino
ne pa tudi na izvor) in nic¢elnih alelov (napake pri pomnozevanju DNA s PCR
reakcijo (Stajner, 2010).

1.1.2.3 Parametri populacijske genetike

Nicelni aleli

Pri mikrosatelitih so mutacije zelo pogoste in zato $e niso razjasnjeni vsi mehanizmi, ki do
mutacij pripeljejo. Med fragmentno analizo in pri branju dolZin alelov lahko pride do napak,
ki se pokazejo v obliki ni¢elnih alelov. To so nepomnozeni fragmenti, saj je priSlo do
mutacije ali delecije obrobne regije mikrosatelita, kamor bi se moral prilegati zacetni
oligonukleotid. To lahko privede do napa¢nega dolo¢anja Stevila heterozigotov in napanega
dolocanja frekvence alelov. Taki aleli so glavni razlog za odstopanja med pricakovano in
opazeno heterozigotnostjo (op. glej razlago v nadaljnjem besedilu).

Slika 3 prikazuje sliko nicelnega alela. Torej tam, kjer naj bi se alel pojavil, ga ni, kar
pomeni, da se med PCR reakcijo ni pomnozil (Stajner, 2010, Chapuis in Estoup 2006).
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Slika 3: Prikaz pojava nicelnega alela na nasih vzorcih.

Hardy-Weinbergovo ravnotezje

V ozadju Hardy-Weinbergovega (HW) ravnotezja veljajo matemati¢ni zakoni. HW
ravnotezje pokaze, da razmerje med dominantnim in recesivnim alelom iz generacije v
generacijo ostaja enako (se ne spreminja). Prav tako se ne spreminja razmerje med genotipi
med generacijami. Taka populacija je v Hardy-Weinbergovem ravnotezju in se ne spreminja.

V naravi take populacije ne poznamo, saj na populacije vplivajo Stevilni okoljski in
evolucijski dejavniki (npr. selektivno parjenje, mutacije, migracije, genetski zdrs...) in zato
ra¢unamo le odstopanje od tega ravnoteZja. Ce je odstopanje manjse od p < 0,05, potem
populacija ni v HW ravnovesju, kar pomeni, da je prislo v populaciji do nenaklju¢nega
parjenja v sorodstvu. HW nacelo velja za velike populacije. Odstopanje od HW ravnotezja
lahko izratunamo s koeficientom parjenja v sorodstvu (angl. inbreeding) (Fis). Rac¢unalniski
programi za izraCun uporabljajo »Monte Carlo Chain method« ali krajse MCMC
matematic¢ni algoritem (metoda markovske verige) (Fred, 2007).

Enacba prikazuje izraun HW ravnoteZzja.
p2 + 2pq + q2 =1
rr = p? — frekvenca homozigotnega genotipa
Rr =2pq — frekvenca heterozigotnega genotipa
RR = g% — frekvenca homozigotnega genotipa
p, g (r, R) — frekvenca alelov v populaciji
pt+tq=1
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Heterozigotnost

Diploidni osebki imajo za vsak lokus dva alela, ki sta lahko enaka ali pa razlicna. En alel
osebek dobi od matere in drugega od ogeta. Ce se ta dva alela razlikujeta, to pomeni, da
imamo heterozigotni osebek. Heterozigotnost je parameter, ki meri frekvenco vseh
heterozigotov v neki populaciji. Merimo jo kot pricakovano in opazeno heterozigotnost.

Posledice zmanjSane heterozigotnosti so lahko: genetski zdrs, selekcija, genski pretok...

Heterozigotnost se izraCuna po naslednji formuli:
n
H=1- Z pi?
i=1

n = Stevilo alelov
pi = frekevenca i-tega alela od n alelov na lokusu
(Frankham in sod., 2004)

Pricakovana hetrozigotnost (He) temelji na Hardy-Weinbergovem ravnotezju, ki nam pove

delez heterozigotov v neki populaciji, ¢e med osebki ne bi bilo naklju¢nega parjenja.

Pri¢akovana heterozigotnost se izracuna po naslednji formuli (Fred, 2007):

Stevilo heterozigotov na lokusu

He = 2 ;
Stevilo osebkov

Opazena heterozigotnost (Ho) nam pove dejanski deleZ heterozigotov, ki so prisotni v neki

populaciji. Do razlik med pri¢akovano in opaZeno heterizigotnostjo nastane zaradi pojava
ni¢elnih alelov. Po navadi je opaZena heterozigotnost vedja od priakovane. Ce pa je
obratno, topomeni, da je prisotno parjenje v sorodstvu (inbriding). Ta parameter se
uporablja ve€inoma za kodomiantne podatke (lokuse) diploidnih organizmov, saj je pri
dominantnih podatkih (lokusih) heterozigotne osebke tezje dolociti. Opazena
heterozigotnost se izracuna po naslednji formuli (Fred, 2007):

Stevilo heterozigotnih osebkov

Stevilo vseh heterozigotnih osebkov v populaciji
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Fiksacijski indeksi — F statistika

F statistika temelji na fiksacijskem indeksu, ki ga je zasnoval Sewall Wright. Fiksacijski
indeks meri parjenje v sorodstvu, ki povecuje homozigotnost osebkov, kar vodi v manjSo
populacijsko variabilnost. Do parjenja v sorodstvu najpogosteje pride zaradi nastanka
subpopulacij, ki so posledica geografske ali druge bariere v populaciji. Definirani so trije
fiksacijski indeksi: I, S in T (Kent, 2014). Na Sliki 4 je prikazano razmerje med njimi.

A

| S T

_Fe JLre ]

Slika 4: Razmerje med fiksacijksimi indeksi.

| — posamezni osebek (ang. individual)
S — subpopulacija (angl. subpopulation)
T — celotna populacija (angl. total)

FiT — populacijski fiksacijski indeks

Populacijski fiksacijski indeks je razmerje med individualnim in populacijskim
koeficientom parjenja v sorodstvu. Zelo redko se uporablja, saj imamo ponavadi ve¢
populacij in gledamo razmerje med populacijami in nas zato posamezniki ne zanimajo toliko
(Kent, 2014).

Fis - individualni fiksacijski indeks oz. koeficient parjenja v sorodstvu (angl. Inbreeding

coefficient)

Do parjenja v sorodstvu pride predvsem v manjSih populacijah, kjer parjenje ni naklju¢no.

Take populacije imajo manj heterozigotnih osebkov, saj se med seboj parijo 0zji sorodniki,
Ki pa imajo podobne gene in zato imajo njihovi potomci iz generacije v generacijo vec
homozigotnih osebkov. Kadar Stevilo heterozigotov upada, ima Fis pozitivno vrednost, in
obratno, kadar Stevilo heterozigotov nara$ca, je Fis negativen. Fis nam torej pove razliko
med opaZeno in pri¢akovano heterozigotnostjo , ki nastane zaradi nenaklju¢nega parjenja
osebkov v neki populaciji (Kent, 2014).

Hexp — Hobs

Fis =
ks Hexp
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Fst - povpreéni 0z. subpopulacijski fiksacijski indeks ali fiksacijski indeks

Vecja genetska razdalja med populacijami se pojavi, ko med populacijami ne pride do
parjenja, ker so med seboj bolj izolirane. Genetska razdalja med populacijami je podana s
fiksacijskim indeksom Fst. Tameri razliko v frekvenci alelov med dvema populacijama. Fst
zavzame vrednosti med 0 in 1 kjer vrednost 0 pomeni, da med populacijama poteka popoln
genski pretok, medtem ko vrednost 1 pomeni, da med populacijami ni genskega pretoka. V
naravi ni populacije, ki bi imela Fst enak 1, saj se ta indeks uporablja za merjenje parjenja
med populacijami iste vrste, ki pa ne morejo biti tako izolirane ena od druge, da med njimi
ne bi bilo nobenega genskega pretoka. (Kent, 2014)

Ht — Hs

Fst =
S He

Ht — heterozigotnost v populaciji

Hs — povprecna heterozigotnost znotraj podpopucije

V¢asih racunalniski programi za racunanje Fst indeksa podajo tudi negativne vrednosti, ki
pa kazejo na to, da se je pojavil Wahlundov efekt. Wahlundov efekt se pojavi, ko so si
posamezniki med populacijami bolj sorodni kot posamezniki znotraj populacije. Med
populacijami tako poteka nemoteno parjenje in povecanje heterozigotov. Obratno pa znotraj
populacije pride do oteZenega genetskega pretoka, ki povzroci genetski zdrs. Do teh razlik
lahko npr. pride, ¢e se pojavi neka geografska bariera znotraj populacije (Kent, 2014).

Stevilo alelov (NA)
Posamezen lokus ima lahko ve¢ alelov. Stevilo alelov na posameznem lokusu v neki

populaciji nam pove koliko je ta lokus polimorfen. Ce imamo vegje $tevilo vzorcev, je
posledi¢no tudi vecja moznost, da imamo ve¢ razli¢nih alelov za en lokus. Mera, ki nam
pove Stevilo alelov, je odvisna od velikosti vzorca, zato po navadi merimo bogastvo alelov
(angl. allelic richness), ki nam poda razmerje med Stevilom alelov in velikostjo vzorca
(Leberg, 2002).

Bogastvo alelov (AR) (angl. allelic richness)

Ta parameter nam poda povprecno Stevilo alelov za posamezen lokus. Poda nam vec

informacij kot samo Stevilo alelov, saj se uporablja za manjSe populacije kot tudi za
primerjavo med populacijami z razlicnim Stevilom osebkov. V populaciji se bogastvo alelov
izgubi zaradi uinka ozkega grla (angl. bottleneck) ali pojava ucinka osnovatelja (angl.
founder effect). Uc¢inek ozkega grla se pojavi, kadar se v populaciji pojavi neka demografska
ovira in se ohrani samo delni nabor alelov. U¢inek osnovatelja pa se pojavi, kadar neka nova

populacija le iz nekaj osebkov in posledica je zmanj$an nabor alelov saj je v taki populaciji



Geri¢ U. Populacijska struktura invazivnega japonskega komarja Ae. j. japonicus... v Sloveniji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 12

prisotno parjenje v ozjem sorodstvu. Ta dva uéinka bolj vplivata na izgubo bogastva alelov
kot pa na samo heterozigotnost, saj le ta ni tako obcutljiva na spremembe v frekvenci

izgubljenih redkih alelov (Leberg, 2002).

Genetska razdalja
Je merilo za genetsko divergenco med vrstami ali med populacijami iste vrste. Temelji na
podobnosti alelov. Ti so si bolj podobni, ¢e imajo osebki med populacijami iste prednike, in

obratno, Ce je razlik med aleli ve¢, potem so si populacije med seboj manj sorodne in imajo
vecjo genetsko razdaljo. Za merjenje genetske razdalje uporabljamo ve¢ modelov in ena
izmed najbolj uporabljenih je Nei-jeva genetska razdaja (Kent, 2014).

1.2.3 Racunalniski programi za analizo populacijske strukture

1.2.3.1 GenAlEx
GenAlEx (Peakall in Smouse 2006, 2012) je vti¢nik za Excel. Ta program izracuna Stevilne
parametre populacijske genetike, med njimi tudi graf PCoA (analiza glavnih koordinat), ki
izriSe graf na podlagi matrike genetske razdalje, ki jo pripravimo prej na podlagi Nei-jeve
genetske razdalje.

1.2.3.2 FreeNA

FreeNA (Chapuis and Estoup, 2007) je raCunalniski program za preverjanje prisotnosti
nicelnih alelov in izracun fiksacijskih indeksov. Nicelne alele preverja s pomoc¢jo EM
(Dempster, Laird and Rubin, 1977) algoritma.

1.2.3.3 Mikrochecker

Mikrochecker (Oosterhout, 2004) je racunalniski program za preverjanje prisotnosti ni¢elnih
alelov s pomocjo Brookfield algoritma (1996). Poda nam tudi grafe za frekvenco
homozigotov in grafe za frekvenco razlik v baznih parih med aleli.

1.2.3.4 Genepop

Genepop (Rousset, 2008) je spletni prosto dostopen racunalniski program. Izra¢una nam
naslednje parametre:

Hardy-Weinbergov test

LD — vezano neravnovesje (angl. linkage disequilibrium)

Populacijsko diferenciacijo

Stevilo migrantov - Nm

Frekvenco alelov - Fis

Fiksacijski indeks - Fst

Prisotnost ni¢elnih alelov

No ab wbde
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Prisotnost niCelnih alelov izracuna na podlagi EM (Dempster, Laird and Rubin, 1977)
algoritma in Brookfieldove metode (1996). Hardy-Weinbergov test izracuna na podlagi
Markova veriga Monte Carlo metode ali krajse MCMC metode (angl. Monte Carlo Chain
Method) (Guo and Thompson, 1992). Fiksacijske indekse izratuna s pomocjo algoritma
Weir in Cockerham (1984), ki uposteva standardno analizo variance 0z. ANOVA statisti¢no
primerjavo. Pri HW testu uporablja Fisherjevo metodo.

1.2.3.5 Genetix

Genetix (Belkhir in sod., 1996) je rac¢unalniski program za izracun naslednjih parametrov:
opazena in pri¢akovana heterozigotnost, fiksacijska indeksa Fis in Fst. IzraCuna nam tudi
genetsko razdaljo na podlagi Nei—jeve definicije genetske razdalje (1978). Za izraun
genetske razdalje uporablja algoritem faktorialne analize korespondance ali krajSe AFC
(angl. factorial correspendence analysis). Poda nam izhodno datoteko s koordinatami, s
pomocjo katere lahko nariSemo graf genetske razdalje. IzriSe tudi 3D graf na podlagi AFC
algoritma. S pomocjo tega programa lahko pripravimo tudi vhodno datoteko za program
FSTAT.

1.2.3.6 FSTAT

FSTAT (Goudet, 2001) je racunalniS$ki program za izra¢un naslednjih parametrov:
pricakovane in opazene heterozigotnosti Hexp in Hobs, fiksacijski indeks Fis, in bogastvo
alelov A in AR. Fiksacijske indekse izra¢una po algoritmu, ki sta ga opisala Weir in
Cockerham (1984). Program bogastvo alelov izracuna po (angl. rarefaction) metodi, ki
prilagodi rezultate glede na populacijo z najmanj$im $tevilom vzorcev (Leberg, 2002).

1.2.3.7 STRUCTURE

STRUCTURE (Pritchard in sod., 2000) je racunalniski program za prikaz populacijske
strukture. Temelji na podlagi Bayesovega matemati¢nega algoritma. Eden izmed modelov
je admixture model, ki je primeren za populacije, v katerih obstaja moznost, da imajo osebki
meSane predhodne osebke. To pomeni, da so se populacije v preteklosti meSale med seboj.
Model temelji na predpostavki, da ima i-ti posameznik del¢ek svojega genoma
podedovanega od prednikov v populaciji k. Pri tem moramo upostevati, da je vsak alel
prednika neodvisnega izvora kot aleli ostalih prednikov. Na podlagi teh predpostavk
program izbere najmanj$i K = 2. S tem programom torej ne moremo dobiti samo enega
klastra, ¢eprav na podlagi slike lahko sklepamo, da je klaster samo eden. Program nam za
vsako vrednost K poda tudi Q vrednosti, ki nakazujejo na pripadnost enemu izmed Kklastrov
za vsako populacijo. Te vrednosti so podane v datotekah s kon¢nicama .f in .q. V teh
datotekah dobimo tudi podatke o pri¢akovani heterozigotnosti za posamezen klaster.
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1.2.3.8 Structure Harvester

Structure Harvester (Earl in sod., 2012) je racunalniski program na spletu. Podatke, ki jih
pridobimo s programom STRUCTURE, stisnemo v zip datoteko in nalozimo na internet.
Program nam s pomocjo AK metode (Evanno sod. 2005), ki temelji na metodi bliznjih
sosedov (angl. maximum likelihood), izracuna najbolj verjetno Stevilo klastrov oz. K. Poda
pa nam tudi clumpp datoteke, ki jih uporabimo v programu clumpp.

1.2.3.9 CLUMPP

Kratica CLUMPP (Jakobsson in Rosenberg, 2007) po anglesko pomeni CLUster Matching
and Permutation Program. CLUMPP je racunalniski program Ki prebere clumpp datoteke, ki
jih pridobimo s programom Structure Harvester. V clumpp datoteki so zdruzeni vsi podatki
o ciklih za dolo¢en K. Clumpp poravna vse grafe za dolocen K. Kot izhodno datoteko nam
ta program naredi datoteko, ki jo uporabimo v programu Distruct.

Run1

Run 2

Run 3

Run 4

Run 5

Run 6

Run7

Run 8

Run 9

Run 10

Slika 5: Prikazuje potek poravnave v ozadju programa Clumpp.
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1.2.3.10 Distruct

Distruct (Rosenberg, 2004) je racunalniski program za grafi¢ni prikaz populacijske
strukture. Njegova vhodna datoteka je pridobljena s programom CLUMPP. Za grafi¢ni
prikaz moramo pripraviti Se 2 datoteki in sicer v eni definiramo barve in v drugi imena
populacij, ki se pokazejo na kon¢ni sliki. Njegovo izhodno datoteko pa lahko odpremo s
programom GSview.

1.2.3.11 BAPS

BAPS (angl. Bayesian Analysis of Population Structure) (Corander in sod., 2003) je
ra¢unalniski program za dolocCanje populacijske strukture na podlagi Bayesovega
matematicnega algoritma. Poleg podatkov, ki jih pridobimo iz mikrosatelitov, potrebuje Se
koordinate populacij, ki jih preu¢ujemo. Populacijsko strukturo nam tako predstavi Se v
prostoru. Program populacije razdeli v klastre s pomocjo Nei—jeve genetske razdalje. Stevilo
klastrov se lahko razlikuje od Stevila, ki ga pridobimo s programom STRUCTURE, saj ima
BAPS v ozadju drugacen algoritem.
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2 METODE DELA

Zaradi negativnega vpliva na ¢loveka in zelo hitrega Sirjenja so raziskave in ugotavljanje
razsirjenosti komarjev izrednega pomena. V ta namen so Kalan in sod. leta 2013 in 2015
(2017) vzorcili komarje v celotni Sloveniji. Komarje so dolo€ili do vrste in jih primerno
shranili za nadaljnje raziskave. Od nabranih vzorcev smo oddvojili osebke japonskih

komarjev, ki smo jih uporabili za naso Studijo.
Podatki o lokacijah, kjer so bili najdeni japonski komarji, in Stevilu vzorcev na lokacijo SO
zbrani v preglednici 2. Lokacije vzoréenja so s koordinatami prikazani tudi na zemljevidu

Slovenije, ki ga prikazuje slika 5, ki je bila narejena s programom ArcGIS.

Preglednica 2: Podatki o lokacijah vzoréenja li¢ink Ae. j. japonicus.

Koordinate

St. Oznaka

populacije  populacije Lokacija X Y St. Vzorcev
1 BB Bohinjska Bela 14.066264 46.350679 10
2 BOS Bistrica ob Sotli 15.659362 46.056455 12

Crna na
14.849204 46.470252
3 CK Koroskem 22
4 GROS Grosuplje 14.660039 45.948237 16
5 HOD Hodos 16.3044 46.823727 13
6 IB Ilirska Bistrica 14.244671 45.569077 4
7 ID Idrija 14.035034 45.994368 18
8 KOc Kocevje 14.87403 45.636456 20
9 LEN Lendava 16.468129 46.552904 9
10 PT Ptuj 15.904228 46.425731 8
Slovenska

1 sB Bistrica 15.575995 46.398538 15
12 SEN Sentil] 15.654305 46.678783 14
13 SOL Sol¢ava 14.690889 46.419671 13
14 VRA Vransko 14956109 46.244728 6

Skupaj 180
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Legenda

Vzoréenje
Lokacija

Bistrica ob Sotli
Bohinjska Bela
Grosuplie
Hodod

ldrija

llirska Bistrica
Kotevje
Lendava

Ptuj

Slovenska Bistrica }-. |
Soltava
Wransko

Cma na Koroskem

[ BE BECERCEECEE BN BESEE BECNE RSN

Sentilj

0 125 25 50 100
[ - Kilometers

-
@

Slika 6: Prikaz lokacij vzor¢enja na zemljevidu Slovenije.

2.1 Molekularne metode

2.1.1 Izolacija DNA

DNA smo izolirali iz li¢ink, ki so bile shranjene v etanolu. Za izolacijo smo uporabili
naslednji kit: Tissue DNA Mini Kit, peqGOLD (vwr). Izolacija je potekala po protokolu, ki
je bil priloZen kitu. Po izolaciji smo izmerili koncentracijo DNA s fluorometrom (Qubit).

2.1.2 PomnoZevanje dolocenih fragmentov s pomocjo PCR reakcije

PCR reakcija je veriZzna reakcija s polimerazo, pri kateri pomnoZujemo dolo¢ene DNA
fragmente s pomocjo zacetnih oligonukleotidov.

Na podlagi izmerjenih koncentracij DNA smo za nadaljnje analize izbrali tiste vzorce, ki so
imeli zadostno koli¢ino DNA (vrednosti nad 0,1 ng/ul). Po izolaciji smo napravili verizno
reakcijo s polimerazo (PCR), kjer smo pomnozili sedem dolo¢enih fragmentov DNA
(preglednica 3). Dolzine mikrosatelitov so prikazane v preglednici, ki je v prilogi §t 1. Imeli
smo Sest trinukleotidnih lokusov (OJ5, OJ85, OJ187, 0J338, OJ70) in en dinukleotidni lokus
(0OJ100). Iz preglednice lahko razberemo tudi, da imamo S§tiri sestavljene in tri popolne
motive.
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Preglednica 3: Zacetni oligonukleotidi za mikrosatelite japonskega komarja (Zielke sod. 2014)

Lokus | SET | Obseg | Zacetni Ponavljajo¢i se motiv Tm Podaljse-
oligonukleotidi vanje T
144- F: (GTT)s(GCT)3(GTT) 56.6
157 CACGAAGTCTG
GAAGATCTGG
R: 6FAM- 57.2
GTGCAGCGAAA
TCTGAGGAA
114- F: (GTT)(GTG)(GTT)s 60.0
137 GCTTGTCCTGGC
TAAGTACTGC
R: NED- 54.5
CGGTAATGTCC
ACCTGATTG
186- F: (GCT)4(GTT)2(GCT)2(GTT) 55.9
212 CGTTGACAAAG
CTCATCTGC
R: NED- | (GCT)2(GTT)2(GCT); 56.1
TGATCTCCAACG
GAAGTATGC
161- F: NED- | (CAG)s 56.5
173 CATAAAGCAGC
AAGCACAGC
R: 54.0
TGTCTTCCGGAT
TGATTTCC
180- F: 6-FAM- | (GT)s 55.4
189 CGCATTCCTCAA
ACCCTAAC
R: 56.9
TCGGTCCGAGG
GAAAAAC
135- F: PET- | (CGA)u 57.6
157 AAATCAGCTGC
CAGTGCAAG
R: 56.6
TGTGTACTTTGC
GGTGAAGG
134- F: NED- | (CAA)1w0 55.5
179 TCTCCTGATCCT
GAAGAAGC
R: 59.1
AGGGAGCAGAG
CAACACTTG

51.6

49.5

50.9

49.0

50.4

51.6

50.5
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PCR reakcijo smo pripravili v dveh setih na vzorec. V setu A smo pomnozevali lokuse OJ5,
0J10, O0J85 ter 0J187, v setu B pa 0OJ70, OJ100 ter OJ338. Po naslednjih protokolih smo
pripravili 15 pl reakcijske meSanice:

Protokol za SET A za en vzorec

V mikrocentrifugirki smo pripravili meSanico po naslednjem protokolu:
1,5 ul ddH20O (dvojno destilirana voda)
7,5 ul KAPA2G

4 ul SET A (meSanica zaCetnih oligonukleotidov, v enakomernem razmerju)

2 ul vzorca (izolirane DNA)

Protokol za SET B za en vzorec
V eno epicomikrocentrifugirki smo pripravili meSanico po naslednjem protokolu:
2,5 ul ddH20 (dvojno destilirana voda)
7,5 ul KAPA2G
3 ul SET B - (meSanica zacetnih oligonukleotidov, v enakomernem razmerju)

2 ul vzorca (izolirane DNA)

Reakcijske mesanice smo dali na cikli¢ni termostat DNA ENGINE Thermal Cycler 200 in
dolocili naslednji temperaturni profil:
- 5 minut na 96°C
- 30 ciklov:
- 30 sna 94°C
-30sna56°C
- 30 sna 72°C
-10 min na 72°C

2.1.3 Fragmentna analiza

Konc¢anemu PCR je sledila fragmentna analiza. Za to smo naredili reakcijsko meSanico po

spodnjem protokolu:

1. Naredili smo reakcijsko mesanico
a. St. vzorcev x 0,3 ul LIZa (LIZ size standard — za na§ primer GS500(-250) L12)
b. St. vzorcev x 12 pl formamida

2. Na plosco smo nanesli v vsako luknjico po 12,3 ul reakcijske meSanice in nato Se 1 ul

vzorca
3. Plos¢o smo pokrili s septo in na kratko centrifugiras
4. Plos¢o smo dali na PCR za denaturacijo na 95°C za 5 min
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Po denaturaciji smo ohladili PCR plosco in jo dali na sekvenator. V nasi raziskavi smo
uporabili avtomatski sekvenator ABI 3130x| Genetic Analyzer (Applied biosystems).
Rezultate smo dobili v obliki FSA datotek, ki smo jih analizirali s pomocjo programa
GenMapper4.1. Pred pri¢etkom analize smo vnesli v program $e velikostni standard, ki smo
ga prej dodali na sekvenator. V programu se nam izriSe elektrofeorgram v obliki slike
barvnih vrhov, ki nakazujejo, da je tam mikrosatelit. Za vsak lokus imamo dolocen obseg,
kjer naj bi se nahajal mikrosatelit in tako najdemo primeren vrh. S klikom na te vrhove se
nam prikaze dolzina alela, ki pa je tudi na$ kon¢ni podatek. Vrhovi so lahko razli¢nih oblik.
Ce je bilo poleg ve¢jega vrha $e nekaj manj§ih, smoupostevali najvedjega, saj so man;jsi
vrhovi posledica zdrsa polimeraze (angl. stutter peaks). Ce je bil vrh eden je to pomenilo, da
imamo homozigotni organizem (Slika 6), pri heterozigotnih organizmih pa sta bila vrhova
dva (Slika 7).

F3_GROS_6_3_SETB_Sample_20180416_125100.fsa Type: Sample $Q: 0.9
2500 2600 2700 2300 2900 3000 3100 3200

27000+ I I I I ! I ‘

240004

21000+

130004

15000 4

12000

9000 1

6000

3000 4

Slika 7: Primer homozigotnega organizma.

G2_GROS_3_2_4_SETB_Sample_20180416_112428.fsa Type: Sample 5Q:0.9
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24000+
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180004
150004
12000
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by

Slika 8: Primer heterozigotnega organizma.
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2.1.3.1 Obdelava rezultatov frgamentne analize

Podatki o dolzini mikrosatelita obi¢ajno niso bili cela Stevilka in zato smo jih jo na koncu
zaokrozili. Ce je npr. motiv sestavljen iz treh nukleotidov (trinukleotid), potem morajo biti
dolzine dolocene tako, da se razlikujejo za tri nukleotide ali veckratnik Stevila tri. Tiste
dolzine, ki se razlikujejo za manj kot tri, Smo smatrali za iste dolzine.

2.2 Statisticne metode

Excelovo tabelo z zaokrozenimi in urejenimi podatki o dolzinah mikrosatelitov smo
uporabili za nadaljnje statisti¢ne analize. Statisti¢na analiza je potekala takole:

1. Priprava vhodnih datotek zExcelovim vticnikom GenAlEX.

2. Preverjanje nicelnih alelov s programi FreeNA, Mikrochecker in Genepop.

3. Izracun heterozigotnosti ter opazene in pri¢akovane heterozigotnosti s programi
Genetix, FreeNA in FSTAT.

4. TIzracun fiksacijskih indeksov Fir, Fis in Fst s programi Genepop, FreeNA in
FSTAT.

5. Izracun bogastva alelov s programom FSTAT.
6. IzraCun Nei-jeve genetske razdalje s programom Genetix.
7. lzris grafa PCoA v programu GenAlEx

8. Izracun najbolj verjetnega K, ki nam pove najbolj verjetno Stevilo klastrov oz.
genotipov s pomo¢jo programa STRUCTURE. Program STRUCTURE potrebuje
Se pomozZne programe kot so: Structure Harvester, CLUMPP in Distruct, ki nam na
koncu dajo ustrezne podatke o najbolj verjetnem K in nam na koncu izriSejo
ustrezno sliko populacijske strukture.

9. Predstavitev populacijske strukture v prostoru s programom BAPS.
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2.2.1 GenAlEx

Uporabili smo verzijo programa GenAlEx 6.5. S tem vti¢énikom smo pripravili vhodne
datoteke za naslednje programe: Genetix, STRUCTURE, Genepop in FreeNA. Izrisali smo
tudi graf PCoA (Slika 14).

2.2.2 FreeNA
S tem programom smo preverili nielne alele za vse populacije in vse lokuse (Preglednici 4
in 5) in izracunali fiksacijski indeks Fst za vse populacije in vse alele (Preglednica 7). Za

izra¢un smo naredili 10000 iteracij.

2.2.3 Mikrochecker

S tem programom smo preverili nielne alele za vse populacije in vse lokuse (Preglednici 4
in 5). Za naSo raziskavo smo uporabili 95% interval zaupanja za ugotavljanje prisotnosti
nic¢elnih alelov.

2.2.4. Genepop

S tem programom smo izrac¢unali naslednje parametre: HW ravnotezje in fiksacijske indekse
Fis in Fst (Preglednici 6 in 7). Preverili pa smo tudi ni¢elne alele za vse populacije in vse
alele (Preglednici 4 in 5). Za izra¢un smo uporabili 1000 ponovitev markovske verige.

2.2.5 Genetix

S tem programom smo izracunali fiksacijske indekse Fis in Fst (Preglednici 6 in 7).
Izracunali smo tudi genetsko razdaljo z AFC algoritmom in dobili datoteko s koordinatami,
s pomocjo katere smo v Excelu izrisali graf genetske razdalje med posamezniki in med
populacijami (Sliki 10 in 11). Pripravili pa smo tudi izhodno datoteko za program FSTAT.

2.2.6 FSTAT

Za naSo raziskavo smo uporabili verzijo programa FSTAT293. S tem programom smo
izraCunali pri€akovano in opazno heterozigotnost (Slika 9), fiksacijske indekse Fis, Stevilo
alelov in bogastvo alelov (Preglednica 6). Bogastvo alelov nam je po rarefaction metodi

prilagodilo rezultate na najmanjSo populacijo — §tirje vzorci.

2.2.7 STRUCTURE

Za naSo raziskavo smo uporabili verzijo STRUCTURE 2.3.4. Za analizo smo uporabili
admixture model in naredili 10 ciklov in za vsak cikel 10 iteracij. Za vsak cikel smo nastavili
naslednje pogoje: "a burn-in period" = 100000 in 1000000 ponovitev MCMC. K (Stevilo
klastrov) je tekel od 1 do 10. Za model smo uporabili "Admixture model”. Kot rezultat smo
dobili sliko populacijske strukture (Slika 13). Q vrednosti za klaster za vsako populacijo so
prikazane v preglednici 8.
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2.2.8 Structure Harvester

S tem programom smo izracunali nabolj verjetno Stevilo klastrov K. Eden od prikazov za
najbolj verjeten K je graf prikazan na sliki 12. Pridobili smo tudi clumpp datoteke, ki smo
jih uporabili v programu CLUMPP.

2.2.9 CLUMPP

S tem programom smo zdruzili vse cikle v clumpp datoteki v eno datoteko. Uporabili smo
clumpp datoteko za K = 2. Za poravnavo smo uporabili opcijo Greedy. 1zhodno datoteko
smo uporabili v programu Distruct.

2.2.10 Distruct

Poleg datoteke pridobljene s programom CLUMPP smo pripravili $e 2 datoteki. V eni smo
definirali imena populacij in v drugi barve klastrov za koncen prikaz slike populacijske
strukture. Izrisano sliko smo odprli s programom GSview (Slika 13).

2.2.11 BAPS

V nasi raziskavi smo uporabili BAPS6. Izbrali smo opcijo "Spatial clustering of groups za
Population mixture analysis" in izrisali sliko populacijske strukture (Slika 15) in sliko
populacijkse strukture v prostoru (Slika 16).
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3 REZULTATI Z DISKUSIJO

3.1 Nicelni aleli

Nicelne alele smo preverjali s tremi programi in dvema algoritmoma: EM Demspter
algoritom in Brookfield metodo. V povpre¢ju pri nobenem programu ni bilo opaziti
vrednosti nad 0,1 kar kaZe na prisotnost ni¢elnih alelov (Preglednici 4 in 5). Izstopa program
Genepop in EM —Dempster algoritem, ki pri lokusu 0J100 kaZe vrednost malo nad 0,1. Ker
je to res edini primer na nicelne alele, na to nismo dali poudarka in smo sklepali, da niso
prisotni. V posameznih populacijah nic¢elnih alelov nismo zaznali.

Preglednica 4: Povprecne verjetnosti prisotnosti nic¢elnih alelov glede na lokuse v programih FreeNA,
Mikrochecker, Genepop. Rumeno je oznacen lokus, pri katerem obstaja verjetnost pojava nicelega alela.

Programi
Populacije FreeNA Mikrochecker Genepop (Brookfield) Genepop (Dempster)
popl 0.0262 0.0288 0.0626 0.0831
pop2 0.0150 0.0226 0.0076 0.0576
pop3 0.0310 0.0333 0.0249 0.0595
pop4 0.0559 0.0715 0.0429 0.0830
pop5 0.0440 0.0468 0.0207 0.0757
pop6 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
pop7 0.0154 0.0156 0.0083 0.0404
pop8 0.0573 0.0629 0.0490 0.0506
pop9 0.0049 0.0164 0.0104 0.0400
pop10 0.0119 0.0057 0.0000 0.0395
popll 0.0483 0.0352 0.0163 0.0698
popl2 0.0194 0.0629 0.0000 0.0154
popl3 0.0110 0.0177 0.0000 0.0513

popl4 0.0001 0.0089 0.0089 0.0083
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Preglednica 5: Povpre¢ne verjetnosti prisotnosti nicelnih alelov glede na lokuse v programih FreeNA,
Mikrochecker, Genepop. Rumeno je oznacen lokus, pri katerem obstaja verjetnost pojava nicelega alela.

Programi
Lokusi FreeNA Mikrochecker Genepop (Brookfield) Genepop (Dempster)
0J5  0.0205 0.0249 0.0117 0.0489
0J10  0.0201 0.0151 0.0131 0.0480
0J85  0.0222 0.0229 0.0175 0.0288
0J187 0.0072 0.0115 0.0105 0.0197
0J338 0.0220 0.0388 0.0222 0.0186
0J100 0.0690 0.0757 0.0431 0.1280
0J70  0.0138 0.0254 0.0007 0.0397

3.2 Parametri populacijske strukture

Z zgoraj navedenimi racunalniSko-statistiénimi programi smo naredili analizo naslednjih
parametrov: opazeno in pricakovano heterozigotnost, Hardy-Weinbergovo ravnotezje,
koeficient parjenja v sorodstvu, Stevilo alelov in bogastvo alelov. Rezultate smo pridobili za
posamezno populacijo japonskega komarja v Sloveniji (Preglednica 6). Rezultate za
posamezne parametre smo komentirali v nadaljnjem besedilu.
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Preglednica 6: V spodnji preglednici so zbrani rezultati za a) N — $tevilo vzorcev, b) He — pri¢akovana
heterozigotnost, ¢) Ho — opazena heterozigotnost, d) HW — Hardy-Weinbergovo ravnotezje (p-vrednosti), €)
Fis — koeficient parjenja v sorodstvu, f) NA — §tevilo alelov, g) AR — bogastvo alelov za posamezno populacijo
japonskega komarja. Zelena barva prikazuje populacije, pri katerih je He veéja od Ho, rumena barva pa
prikazuje populacijo, ki odstopa od HW ravnotezja. Poudarjen Fis prikazuje populacije pri katerih ni prisotno
parjenje v sorodstvu.

Populacija N He Ho HW Fis NA AR
Bohinjska Bela 10 0.383 0.371 0.603 0.082 3.000 2.390
Bistrica ob Sotli 12 0.542 0.583 0.221 -0.033 4714 3.190

Crna na Koroskem 22 0.544 0.584 0.164 -0.051 4.143 2.880
Grosuplje 16 0515 0.477 0.960 0.107 3.714 2772
Hodos 13 0.548 0.517 0.932 0.097 4.429 3.099
Ilirska Bistrica 4 0.464  0.679 0.025 -0.341 2.714 2714
Idrija 18 0.443 0.484 0.169 -0.064 3.143 2.353
Kocevje 20 0455 0.413 0.936 0.119 3.429 2.493
Lendava 9 0541 0571 0.311 0.002 3.857 2.938

Ptuj 8 0.575 0.661 0.352 -0.084 4.143 3.268
Slovenska Bistrica 15 0.559  0.562 0.930 0.029 4429 3.075
Sentilj 14 0.595 0.666 0.103 -0.082 5.286 3.422
Sol¢ava 13 0.488  0.495 0.712 0.026 4714 2.946
Vransko 6 0.514  0.595 0.245 -0.068 3.286 2.959

P<0,05 za HW in Fis (pred popravkom Bonferroni).

3.3 HW test heterozigotnosti

Pri izracunu HW ravnoteZja smo v vseh populacijah dobili p-vrednosti nad 0,05, razen pri
populaciji llirske Bistrice smo dobili p-vrednost 0,025 (preglednica 4). Ta populacija torej
ni v Hardy-Weinbergovem ravnotezju, kar pomeni, da ima manj heterozigotov, kot bi bilo
pri¢akovano, saj obstaja moznost, da se je v tej populaciji zgodilo parjenje v sorodstvu.
Druga bolj verjetna razlaga pa je ta, da so rezultati taki zaradi samo Stirih vzorcev iz te
populacije.

3.4 Pricakovana in opaZena heterozigotnost

Pri stirih populacijah je opazena heterozigotnost manjsa od pricakovane (Preglednica 4,
Slika 9). Te populacije so: Bohinjska Bela, Grosuplje, Hodos, Kocevje. To kaze na to, da je
v teh populacijah prisotno parjenje v sorodstvu. Pri ostalih populacijah je opazena
heterozigotnost vecja od pri¢akovane.
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Slika 9: Razmerje med opaZeno in pri¢akovano heterozigotnostjo.

3.5 Fiksacijski indeksi

35.1Fs

Negativne vrednosti Fis so se pojavile v naslednjih populacijah: Bistrica ob Sotli, Crna na
Koroskem, Ilirska Bistrica, Idrija, Ptuj, Sentilj, Vransko (Preglednica 4). To pomeni, da je v
teh populacijah parjenje v sorodstvu manj prisotno in zato je ve¢ heterozigotnih osebkov.
Vse ostale populacije so imele Fis pozitiven.
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3.5.2 Fst indeks
Vrednosti Fst med populacijami prikazuje preglednica 7.

pop 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
2 0.041

3 0.049 0.040

4 0.102 0.045 0.099

5 0.063 0.054 0.074 0.055

6 0.161 0.023 0.092 0.119 0.112

7 0.172 0.137 0.173 0.102 0.169 0.258

8 0.135 0.068 0.081 0.114 0.118 0.156 0.149

9 0.056 0.071 0.041 0.122 0.046 0.073 0.215 0.146

10 0.076 [-0.007 0.055 0.026 0.052 0.032 0.135 0.102 0.080

11 0.067 0.002 0.055 0.050 0.077 0.044 0.130 0.053 0.076 0.014

12 0.050 [-0.013 0.039 0.021 0.032 0.049 0.122 0.057 0.058 -0.014 0.003

13 0.034 0.020 0.017 0.065 0.042 0.101 0.123 0.031 0.054 0.043 0.035 0.032

14 0101 0.021 0.086 0.081 0.099 0.059 0.135 0.094 0.081 0.028 0.023 0.026 0.075

Med nekaterimi populacijami so se pojavile negativne vrednosti, kar kaze na pojav
Wahlundovega efekta. To se je zgodilo med: Bistrico ob Sotli in Ptujem, med Bistrico ob
Sotli in Sentiljem in med Ptujem in Sentiljem. To pomeni, da so si te populacije med seboj
najbolj podobne, kar lahko delno apliciramo na njihovo geografsko blizino. Med
populacijami v Idriji in Hlirski Bistrici je Fst najve¢;ji, kar kaze na najvecjo razliko med tema
dvema populacijama.

3.6 Bogastvo alelov

Za analizo bogastva alelov smo uporabili (angl. rarefaction) metodo (Leberg, 2002), ki nam
bogastvo alelov izraCuna glede na populacijo z najmanjSim Stevilom vzorcev. V naSem
primeru je to bila populacija iz Tlirske Bistrice, ki je imela §tiri vzorce. Stevilo alelov se
giblje med 2,71 do 5,28 (povprecna vrednost je 4,07). Bogastvo alelov se giblje med 2,35 in
3,42 (povpreéna vrednost je 2,91). Opazimo lahko tudi, da je v populaciji llirske Bistrice
Stevilo alelov in bogastvo alelov enako (preglednica 4). To si lahko razlagamo z majhnim
Stevilom vzorcev, ki smo jih analizirali pri tej populaciji. Glede na te podatke lahko
sklepamo, da smo zajeli kar dober izbor alelov glede na $tevilo vseh alelov v populaciji. Po

drugi strani vidimo, da imamo vse lokuse polimorfne, saj imajo vec¢ razli¢nih alelov.
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3.7 Genetska razdalja

Grafa genetske razdalje med posameznimi osebki (slika 10) in genetske razdalje med
populacijami (slika 11) nam kazeta, da so populacije v Grosuplju, Kocevju in Idriji najbolj
oddaljene od ostalih. Ostale populacije so si na podlagi Nei-jeve genetske razdalje precej
blizu. Ti podatki se skladajo z njihovo geografsko lokacijo.
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° 0. °
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-1
-1.5
@ Bohinjska Bela @ Bistrica ob Sotli Crna na Koroskem ® Grosuplje ® Hodos
@ llirska Bistrica @ |drija ® Kocevje ® Lendava ® Ptuj
@ Slovenska Bistrica @ Sentilj Solcava Vransko

Slika 10: Genetska razdalja na podlagi Nei-jeve genetske razdalje med posameznimi osebki. Os x ima varianco
7,21% in os 'y ima varianco 5,38%.

-0.8

@ Bohinjska Bela @ Bistrica ob Sotli ~ ® Crna na Koroskem @ Grosuplje ® Hodos
@ llirska Bistrica @ Idrija @ Kocevje ® Lendava @ Ptuj

@ Slovenska Bistrica @ Sentilj ® Solcava Vransko

Slika 11: Genetska razdalja na podlagi Nei-jeve genetske razdalje med populacijami. Os x ima varianco
25,46% in 0s y ima varianco 13,52%.
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3.7 Populacijska struktura

Program Structure Harvester je pokazal, da je najbolj verjeten model za K = 2 (Slika 13). K
pomeni klaster. Iz podatka za K=2 lahko vidimo, da ima slovenska populacija japonskega
komarja 2 genotipa, kar se sklada z evropskimi populacijami. Na podlagi rezultatov iz
Structure Harvester smo izrisali sliko populacijske strukture (slika 14). Genotip 1 je oznacen
z modro barvo in genotip 2 z rdeco. Idrijska populacija izstopa, saj kaZe na prisotnost
vecinoma genotipa 1. Tudi populaciji v Grosuplju in Ko¢evju imata ve¢ genotipa 1 kot 2. V
populacijah Ilirske Bistrice, v Crni na Koroskem, Lendavi, Ptuju in Slovenski Bistrici prav
tako genotip 2 prevladuje. V ostalih populacijah sta genotipa 1 in 2 prisotna v priblizno
enakem razmerju.

Slika 12: Slika populacijske strukture iz programa Distruct. Modra = genotip 1 in rdec¢a = genotip 2.

V $tudiji populacijske strukture japonskega komarja v zahodni Nemciji so Zielke in sod.
(2014) ugotovili nepricakovano meSanje obeh genotipov. Prvotno je na tem obmocju
prevladoval genotip 2, rezultati te raziskave pa kaZejo na prisotnost dveh genotipov. Sklepali
so, da je prislo do dvakratnega vnosa vrste z razlicnima genotipoma iz razlicnih obmocij v
okolico Bona in nato Sirjenja na druga obmocja v zahodni Nemciji. V raziskavi Zielke in
sod. iz leta 2015, v katero so bili vkljuceni tudi osebki iz slovenskih populacij, so ugotovili,
da naj bi v Sloveniji ve¢inoma prevladoval genotip 1. V to raziskavo so bili vkljuceni osebki
iz leta 2013. V naSo Studijo smo vkljucili vzorce iz leta 2015. V to smo vkljucili vzorce iz
ze obdelanih populacij ter tudi nove populacije. Podobno kot v Nemciji, smo tudi pri nas
ugotovili mesanje dveh genotipov. Primerjali smo sliko populacijske strukture iz raziskave
Zielke in sod. 2015 in ugotovili, da je bil za slovenske populacije v njihovi raziskavi
ugotovljen en genotip v nasi pa smo dobili dva. Verjetni razlagi za to sta, da smo v naso
raziskavo vkljucili ve¢ osebkov na posamezno populacijo v primerjavi z raziskavo Zielke in
sod. iz leta 2015, zato smo tudi zajeli ve¢jo genetsko pestrost populacij. Druga mozna razlaga

pa je ta, da je prislo do veckratnih vnosov vrste z razli¢nima genotipoma na nase obmocje.
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Graf glavnih koordinat (PCoA) (Slika 14) smo naredili s programom GenAIlEXx. Rezultati
kazejo na grobo delitev populacij glede na to, kateri genotip prevladuje v posamezni
populaciji. V nadaljevanju so prikazani tudi rezultati pridobljeni s programom
STRUCTURE. Rezultati se med seboj skoraj povsem skladajo. Razvrstitve v skupine so bile

narejene na podlagi preglednice 8, ki prikazuje vrednosti Q. Ta nam pove delez prisotnega
genotipa v posamezni populaciji.

Genotip 1

Genotip 2

Coord.

Mesani genotip 1 in 2

Coord. 1

Slika 13: Prikaz PCoA med populacijami (oznacene s Stevilko) v programu GenAlEx 6.5.: 1 — Bohinjska Bela,
2 — Bistrica on Sotli, 3 — Crna na Koroskem, 4 — Grosuplje, 5 — Hodos, 6 — Ilirska Bistrica, 7 - Idrija, 8 —
Kocevje, 9 — Lendava, 10 — Ptuj, 11 — Slovenska Bistrica, 12 — Sentilj, 13 — Sol¢ava, 14 — Vransko
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Preglednica 8: Q vrednosti za K = 2, ki nam nakazujejo kateremu Klastru pripada posamezna populacija.
Podatki so pridobljeni s programom STRUCTURE 2.3.4.

Nakazan klaster

pop 1 2 Stevilo osebkov

1 0.444 0.556 10
2 0.336 0.664 12
3 0.310 0.690 22
4 0.692 0.308 16
5 0.446 0.554 13
6 0.102 0.898 4

7 0.848 0.152 18
8 0.598 0.402 20
9 0.189 0.811 9

10 0.390 0.610 8

11 0.309 0.691 15
12 0.361 0.639 14
13 0.458 0.542 13
14 0.345 0.655 6

3.8 Populacijska struktura v prostoru

Populacijsko strukturo v prostoru smo analizirali v programu BAPS 6, kjer smo izbrali
opcijo "Spatial clustering of groups za Population mixture analysis". Dobili smo dve sliki.
Slika 15 nam kaze samo populacijsko strukturo podobno kot slika 14, Slika 16 pa nam kaze
populacijsko strukturo v prostoru.

Druga slika je vezana na koordinate in zato ima priblizno obliko Slovenije. Populacije z
enako barvo so si med seboj podobne. Analiza je pokazala prisotnost 5 klastrov. Vecina
populacij na vzhodu drzave je oznacenih z rumeno barvo, ko pa gremo proti zahodu so
populacije, ki so pobarvane z drugimi barvami. Razli¢no pobarvane populacije so: Idrija,
Kocevje, Grosuplje in Crna na Koroskem. Ti podatki pa se skladajo z grafom Nei — jeve
genetske razdalje, saj so bile ravno te populacije najbolj oddaljene od povprecja.
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Slika 14: Slika populacijske strukture v programu BAPS6. 1 — Bohinjska Bela, 2 — Bistrica on Sotli, 3 — Crna
na Koro$kem, 4 — Grosuplje, 5 — Hodos, 6 — Ilirska Bistrica, 7 - Idrija, 8 — Kocevje, 9 — Lendava, 10 — Ptuj, 11
— Slovenska Bistrica, 12 — Sentilj, 13 — Sol¢ava, 14 - Vransko
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Slika 15: Slika populacijske strukture prostoru v programu BAPS6. 1 — Bohinjska Bela, 2 — Bistrica on Satli,
3 — Crna na Koroskem, 4 — Grosuplje, 5 — Hodos, 6 — llirska Bistrica, 7 - Idrija, 8 — Kogevje, 9 — Lendava, 10
— Ptuj, 11 — Slovenska Bistrica, 12 — Sentilj, 13 — Sol¢ava, 14 - Vransko
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4 ZAKLJUCKI

Zaradi vse vecje globalizacije po celem svetu se s ¢lovekom hitro Sirijo tudi zivalske vrste,
ki na novem obmocju lahko postanejo invazivne. Prisotnost invazivne vrste na nekem
obmocju ima Stevilne negativne posledice in zato je pomembno, da poznamo potencialne
habitate in raz$irjenost invazivnih vrst. Z analizo populacijske strukture lahko ugotovimo
kako stabilne so te populacije. Populacijsko strukturo se da dolociti s pomoc¢jo genotipizacije
mikrosatelitnih lokusov, ki poteka s fragmentno analizo. Uspesnost fragmentne analize smo
preverjali z izraGunom nicelnih alelov. Samo na enem lokusu smo zaznali verjetnost obstoja
nicelnih alelov. Sklepali smo lahko, da je bila laboratorijska analiza uspes$na in da so bili vsi
lokusi primerni za nadaljnje analize. Sirjenje japonskega komarja je potekalo od vzhoda proti
zahodu drZave, kar je opisano v predhodni $tudiji (Kalan in sod., 2017). Ta podatek se sklada
tudi z naso populacijsko analizo, saj smo zaznali, da se populacije v smeri Sirjenja genetsko
med seboj vedno bolj razlikujejo. V Evropi sta za japonskega komarja ugotovljena dva
genotipa in tudi za Slovensko populacijo smo ugotovili enako. Na podlagi slike 12
populacijske strukture lahko sklepamo, da se genetska diverziteta pocasi izgublja, saj je v
zahodnej$ih populacijah bolj prisoten samo en genotip, medtem ko se pri vzhodnejSih
populacijah pojavljata oba genotipa v skoraj enakem razmerju. Najbolj zahodni populaciji v
nasi Studiji sta v Idriji in Ilirski Bistrici. Pri obeh smo opazili, da en genotip prevladuje in da
je drugi prisoten v zelo majhni frekvenci. V Idriji je prisoten ve¢inoma genotip 1 in v Ilirski
Bistrici ve¢inoma genotip 2. Ti dve populaciji sta si tudi najbolj oddaljeni na podlagi Nei —
jeve genetske razdalje in subpopulacijskega indeksa (Fst). Za populacijo Ilirske Bistrice je
HW test pokazal, da odstopa od HW ravnotezja, kar lahko razjasnimo z majhnim $tevilom
analiziranih vzorcev. Za to populacijo bi bilo v prihodnje potrebno vzeti vecje Stevilo
vzorcev, da bi videli, ¢e bi priSlo do kaksnih razlik. Da je bilo vzeto premajhno Stevilo
vzorcev nam pokaze tudi podatek o bogastvu alelov, ki je enak celotnemu naboru alelov v
populaciji. S tem smo delno potrdili naSo prvo hipotezo, kjer smo predpostavljali, da se
genetska diverziteta izgublja vzdolz Sirjenja vrste. Izguba genetske diverzitete pa se pokaze
tudi z razmerjem med med opaZeno in pri¢akovano heterozigotostjo. V Stirth populacijah
(Bohinjska Bela, Grosuplje, Hodo$§ in Kocevje) je opaZena heterozigotnost manjSa od
pricakovane, kar nakazuje na parjenje v sorodstvu v teh populacijah. Sokrvje pa lahko
pripelje do zmanjSane heterozigotnosti osebkov in v naslednjih populacijah se posledi¢no
pojavi genetski zdrs. Kocevje in Grosuplje sta precej proti jugozahodu in s tem dokazujemo,
da se heterozigotnost pocasi izgublja vzdolZ $irjenja.

Na podlagi slike 15, ki smo jo dobili s programom BAPS lahko opazimo, da so si populacije
na jugozahodu bolj razlicne med sabo in da je genski pretok med njimi manjsi. Prisotna
diferencijacija lahko v prihodnosti pripelje do razlik med populacijami. Po drugi strani pa
opazimo, da so si na vzhodu drZave populacije med seboj genetsko zelo podobne, saj med
njimi poteka tudi nemoten genski pretok, kar nam je pokazal subpopulacijski indeks (Fsr).



Geri¢ U. Populacijska struktura invazivnega japonskega komarja Ae. j. japonicus... v Sloveniji.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 35

Ta je bil med nekaterimi populacijami celo negativen (normalno ima vrednosti med 0 in 1),
kar kaze na pojav Wahlundovega efekta, ki nam pove, da je med temi populacijami genski
pretok zelo velik in to nakazuje na prisotnost subpopulacij. Te populacije so torej zelo
stabilne in imajo veliko genetsko diverziteto. Na podlagi teh sklepov lahko potrdimo drugo
hipotezo, ki pravi, da so populacije genetsko strukturirane.

Studije populacijske strukture invazivnih vrst so koristne, saj s temi lahko sklepamo na to,
kako in iz kje so se te na neko obmogje razsirile. S tem dobimo koristne informacije, ki nam
pomagajo pri boju s takimi vrstami, saj lahko na podlagi genetske strukture sprejmemo
ustrezne ukrepe. Populacije iste vrste imajo lahko razli¢en genetski zapis, ta pa lahko dolo¢a
stopnjo njihove invazivnosti ter v primeru komarjev tudi njihovo sposobnost za prenos
razlicnih povzrociteljev bolezni. Z naso raziskavo smo pridobili pomembne podatke o
genetski strukturiranosti japonskega komarja v Sloveniji, kar bo dobra osnova za nadaljnje
akcijske plane za boj s to vrsto.
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PRILOGA



Priloga A: Zaokrozene dolZine mikrosatelitnih lokusov.

ime vzorca | 0J10(114-137) | 0I5 (144-157) |HOMSAMESSAN O!s5(161-173) | 0)338(134-179) | 0J100(180-189) | 0170 (186-212)
BB_2_1 124] 124 149|149 141 150] 170|170 140 149| 181 185|  206] 206
BB_2_2 124]  124] 146|149 141]  141] 170]  170] 140|143 181 181 206|206
BB_2_3 124|  127] 140|149 150/ 150] 170|170  146| 149| 181 185| 206|206
BB_2 4 124]  136]  140| 149 150] 1s0] 170|170  149] 167] 181 187] 206|206
BB_2_5 12|  127] 149|149 141] 150] 170|170  146| 149| 193 193] 206|206
BB_2 6 121 124]  149] 149 141]  141] 170]  170]  140] 161] 181 181 206 206
BB_2_9 124]  124]  149] 149 141]  141] 170]  170]  143]  161] 181 181] 206 206
BB_3_2 124|124 149|149 141 141 170|170 143 161|181 181 206|206
BB_3_3 124]  136]  140| 149 141] 1s0]  170] 170|  149] 149| 185 193] 206|206
BB_3_4 124  136] 149|149 150/ 150] 170|170  149| 149| 185 193] 206|206
BOS_2_1_1 124]  124] 143 149 150] 1s0] 170|170  143] 164|181 185| 206|209
BOS_2_2 12|  127] 137|149 141 150|164 170  146| 176| 181 185| 206|212
BOS_5_1 124]  127] 149|149 150] 150  164]| 170|  146| 164| 185 193] 206|206
BOS_5_2 121  124] 137 149 141] 1s0]  170] 170|  140] 164| 185 193] 206] 206
BOS_6_3 124|  136]  146| 152 141 141 164|170  161| 167| 181 185| 200|212
BOS_6_5 124]  124]  149] 149 141] 141|164 170|  161] 164| 181 185] 206 206
BOS_6_6 124  124] 146|146 141 150] 170|170 143 167| 181 185| 206|206
BOS_7_1_ 124]  124]  149] 149 150] 1s0]  170] 170|  140] 143] 181 187| 206|206
BOS_7_2_ 124]  136]  149] 149 141]  141] 170] 170]  143] 158] 185 185] 209|212
BOS_7_4 124|  127] 140|149 141 150| 164 170 140 155| 185 191 206|206
BOS_7_5 124] 124 149|149 150/ 150] 170|170  149] 155| 185 185| 206|206
BOS_7_6 121 124 140|149 141 150] 170|170  149| 161| 185 191] 206|206
CK_1_1 124  136]  140| 149 141 141 170|170 143 143|187 193] 206|206
CK_1_2 121]  124] 149|149 141] 150]  170] 170] 140 149] 181 187] 206|206




CK_3_1 121 121 137 149 150 150 164 170 143 146 187 193 206 209
CK_3_2 121 124 137 149 141 150 164 170 140 161 187 193 206 206
CK_3_3 124 124 149 149 141 150 164 170 146 164 187 193 206 209
CK_3_4 121 124 149 149 150 150 164 170 146 146 181 187 206 206
CK_3_5 124 124 137 149 150 150 170 170 146 164 187 193 206 206
CK_3_6 121 121 149 149 150 150 170 170 143 146 187 193 206 209
CK_3_7 121 124 149 149 150 150 164 170 146 146 181 187 206 209
CK_3_8 124 124 149 149 141 150 170 170 146 164 181 185 206 206
CK_3_8 124 124 149 149 141 150 170 170 146 146 181 185 206 206
CK_3_9 124 124 140 143 141 150 170 170 146 146 181 193 203 206
CK_6_1 124 124 137 140 141 150 164 170 149 149 187 193 203 206
CK_6_2 124 124 137 149 150 150 170 170 149 149 181 193 200 206
CK_6_4 121 124 143 149 141 150 170 170 140 161 187 193 206 206
CK_6_5 124 124 140 149 141 150 164 170 149 149 185 193 206 206
CK_6_6 121 121 149 149 141 150 170 170 143 161 185 193 206 209
CK_6_7 124 124 137 149 141 150 164 170 149 149 185 191 200 203
CK 71 124 124 149 149 141 150 170 176 149 158 181 187 206 209
CK_7_2 124 124 149 149 141 159 170 176 149 149 181 193 206 209
CK_7_3 124 136 137 149 141 150 170 176 143 149 181 191 206 209
CK_7_4 124 124 149 149 141 150 170 170 149 149 181 193 203 206
GROS_3 2 1 121 124 146 149 141 150 170 170 149 161 185 185 206 206
GROS_3_2 2 124 124 146 146 141 150 170 170 161 176 185 185 206 206
GROS_3_2_4 121 127 146 152 150 150 170 170 161 176 181 185 206 209
GROS_3_2 5 124 127 146 152 141 141 170 170 161 176 185 185 206 209
GROS_3_2-3 124 127 146 152 141 150 170 170 -9 -9 187 187 206 206
GROS_3_2-3 124 127 146 152 141 150 170 170 161 176 187 187 206 206
GROS_4.2_ 1 127 127 146 146 141 141 170 173 143 146 181 185 206 212
GROS_4_2_2 124 127 146 149 150 150 170 170 146 176 185 191 206 212




GROS_6_1 121 124 152 152 141 150 170 170 149 182 181 185 206 206
GROS_6_2 121 121 149 149 141 150 170 170 143 149 185 193 206 206
GROS_6_3 124 124 146 152 141 150 170 170 149 176 185 185 206 212
GROS_6_4 124 124 140 140 141 141 170 170 146 149 187 187 206 206
GROS_6_5 127 127 146 149 150 150 170 170 146 149 187 187 206 206
GROS_6_6 124 124 149 149 141 141 170 170 161 176 -9 -9 206 206
GROS_6_6 124 124 149 149 141 141 170 170 161 176 187 187 206 206
GROS_6_8 124 124 146 149 141 150 170 170 140 143 187 193 206 212
HOD_1_3 133 136 140 149 141 150 170 170 143 149 181 185 203 206
HOD_1_4 127 127 137 149 141 150 170 170 155 167 181 185 206 206
HOD_1_5 124 124 146 152 141 141 170 170 155 158 185 185 206 212
HOD_1_6 124 124 149 149 141 150 170 170 143 155 181 193 206 212
HOD_1_7 124 124 146 149 141 141 170 170 155 155 181 187 206 206
HOD_2_1 124 124 137 149 141 141 170 170 149 149 187 187 206 206
HOD_2_2 133 136 140 149 141 150 170 170 143 149 181 187 206 206
HOD_2_3 121 124 140 143 141 150 170 173 149 155 187 193 206 206
HOD_2_4 124 124 140 146 126 141 164 170 167 167 181 187 203 203
HOD_2_5 124 124 149 149 141 141 170 170 167 167 181 187 203 203
HOD1_1 121 127 137 140 141 150 170 176 155 161 187 187 206 206
HOD1_2 124 127 140 149 141 141 170 170 155 161 181 187 206 206
HOD2_6 124 124 149 149 141 141 170 170 161 161 181 187 203 206
IB_1 124 124 140 146 150 150 170 170 149 158 185 193 203 206
IB_4_1 124 124 143 149 141 150 164 170 140 149 181 185 206 212
IB_4_2 124 124 149 149 141 150 164 170 149 155 185 185 206 212
IB_.4_3 124 124 143 149 141 150 164 170 149 155 185 185 206 212
ID_2_1 121 124 140 149 150 150 170 170 140 143 185 193 206 206
ID_2_2 121 136 143 149 150 150 170 170 140 146 185 193 206 212
ID_2_2_10 124 127 146 149 126 126 170 170 146 161 181 185 206 206




ID_2_2_6 124 127 146 149 126 150 170 170 146 161 185 185 206 206
ID_2_2_7 124 124 146 152 126 150 170 170 161 161 181 185 206 206
ID_2_2_8 124 124 146 149 150 150 170 170 161 161 181 185 206 206
ID_2_2-1 124 124 146 149 126 126 170 170 161 161 181 187 206 206
ID_2_2-11 124 124 146 149 150 150 170 170 161 161 181 187 206 206
ID_2_2-12 127 127 146 149 126 126 170 170 140 146 181 181 206 206
ID_2_2-13 127 127 146 152 126 150 170 170 140 146 181 181 206 206
ID_2_2-14 127 127 146 149 126 150 170 170 140 146 181 187 206 206
ID_2_2-15 124 127 146 152 126 150 170 170 161 161 181 187 206 206
ID_2_2-16 124 127 146 152 150 150 170 170 146 161 187 187 206 206
ID_2_2-4 124 127 146 149 126 150 170 170 140 161 187 187 206 206
ID_2_2-9 124 127 146 149 126 150 170 170 146 161 187 187 206 206
ID_2_3 124 127 146 149 126 150 170 170 146 161 181 181 206 206
ID_2_5 124 127 146 152 126 150 170 170 146 161 181 181 206 206
ID_3_2 124 127 140 152 126 150 170 170 161 161 185 185 206 206
KOc_1_1 124 124 146 149 150 150 164 170 146 161 181 185 203 206
KOc_1_2 124 127 137 149 150 150 170 170 146 146 181 181 203 206
KOc_2_1 124 133 149 149 126 150 170 170 143 161 185 185 206 206
KOC_2_2 121 124 149 149 141 150 170 170 143 161 187 187 206 206
KOc_2_3 121 124 149 149 150 150 170 173 143 161 181 185 206 212
KOC_2_4 121 133 149 149 126 150 170 170 155 161 187 187 206 212
KOC_2_5 121 133 149 149 141 150 170 170 155 161 187 187 206 212
KOc_2_6 121 124 149 149 141 150 170 173 143 161 185 185 206 206
KOC_2_7 121 124 149 149 141 150 170 173 143 161 187 187 206 206
KOC_2_8 121 124 149 149 141 150 170 173 143 161 181 187 206 206
KOC_2_9 124 133 149 149 150 150 170 170 143 161 187 187 206 206
KOC_6_1 124 124 137 137 150 150 170 170 149 161 187 187 203 206
KOc_6_2 124 124 137 149 150 150 170 170 149 161 185 185 203 206




KOc_6_3 124 124 137 149 150 150 170 170 143 143 185 185 203 206
KOC_6_4 124 124 137 149 150 150 170 170 -9 -9 187 187 206 206
KOC_6_4 124 124 137 149 150 150 170 170 143 143 187 187 206 206
KOC_6_5 124 124 149 149 150 150 170 170 143 143 187 187 206 206
KOc_6_6 124 124 149 149 150 150 170 170 143 161 185 185 203 206
KOc_6_8 124 133 137 137 150 150 170 170 143 155 185 185 206 206
KOc_6_9 133 133 149 149 126 141 170 170 155 161 185 185 206 206
LEN_1 1 124 127 143 146 141 150 170 170 149 149 181 181 203 203
LEN_1 2 124 124 137 149 141 150 170 170 149 164 181 181 203 206
LEN_1 3 124 124 137 149 150 150 170 170 149 149 181 181 206 206
LEN_1 4 124 127 143 149 141 150 170 170 149 149 187 193 200 206
LEN_3_1 124 127 149 149 141 141 164 173 143 155 181 187 206 206
LEN_3_3 124 136 149 149 141 141 164 173 149 158 181 187 203 203
LEN_3_4 124 124 149 152 150 150 170 170 149 182 185 193 206 212
LEN_3_5 124 136 149 149 141 150 164 170 149 158 181 187 203 206
LEN_3_6 124 136 149 149 141 150 170 170 149 158 181 193 206 212
PT_1 1 124 127 140 152 150 150 170 173 146 161 181 185 206 206
PT_2_1 124 136 146 149 150 150 170 173 143 164 185 185 206 209
PT_2.1 1 124 127 149 149 141 150 170 170 149 149 185 185 206 209
PT_2_2 124 124 140 149 141 141 170 170 140 155 185 185 206 209
PT_2_3 124 124 140 149 126 141 170 170 140 155 187 187 206 209
PT_4 1 124 124 146 152 141 150 170 173 149 167 185 193 206 209
PT_5 4 124 127 149 152 141 162 164 170 143 146 181 185 206 206
PT_6_1 124 127 143 149 141 150 170 170 146 149 185 193 206 206
SB_11 124 124 137 146 141 141 170 170 143 167 185 185 206 209
SB_ 1.2 121 124 137 146 150 150 170 170 161 167 181 181 206 206
SB_1_3 124 133 143 143 141 141 170 173 149 167 181 185 206 206
SB_1 4 121 124 146 149 141 162 170 173 146 161 185 185 206 206




SB_1.5 121 133 149 152 150 150 170 170 149 158 181 185 200 206
SB_1.6 124 124 149 152 141 141 164 164 143 149 185 185 206 206
SB_3_2 121 124 146 149 141 150 170 170 143 149 185 185 206 209
SB_3_6 124 133 149 149 126 150 170 170 149 158 185 185 200 206
SB_3_7 121 124 149 149 141 150 170 170 143 149 181 185 206 209
SB_3_8 124 133 149 149 150 162 170 170 149 158 181 185 200 206
SB_4_10 121 124 146 149 150 150 170 170 158 161 181 185 206 206
SB_4 11 124 124 149 149 150 150 170 173 158 182 181 185 206 206
SB_ 4.9 121 124 149 149 150 150 170 173 158 182 181 185 206 206
SB4_3 124 124 140 146 150 150 170 170 143 143 187 187 206 212
SB4_4 121 124 146 149 150 150 170 170 143 161 187 193 206 212
SEN_1_1 127 127 143 149 141 141 170 173 146 155 181 185 203 206
SEN_1_2 124 136 146 149 141 141 170 173 143 161 181 185 203 206
SEN_1_3 121 124 146 149 141 150 170 170 146 149 185 191 206 212
SEN_1 4 127 133 146 149 141 150 170 170 161 164 175 187 206 206
SEN_1_5 124 124 140 149 141 150 170 173 143 146 175 187 206 206
SEN_1_6 127 130 149 149 141 150 170 170 -9 -9 -9 -9 -9 -9
SEN_2_1 124 136 137 149 141 141 170 170 140 158 185 185 206 206
SEN_2_2 124 124 149 149 141 150 164 170 140 149 185 185 206 209
SEN_2_3 124 124 146 149 141 150 170 170 143 146 185 193 206 209
SEN_3_1 121 124 149 149 150 162 164 170 143 161 185 193 203 206
SEN_3_2 124 124 143 149 141 150 170 170 143 167 181 185 206 206
SEN_4_1 124 136 137 143 150 150 170 170 143 149 181 185 203 206
SEN_4_2 121 127 146 152 141 150 170 170 143 146 187 187 206 212
SEN_4_3 124 124 140 149 150 150 170 170 140 149 185 185 206 206
SOL_1_1 124 127 143 149 141 150 164 170 155 155 181 181 206 206
SOL_1_2 124 124 149 149 150 150 164 170 149 161 187 187 206 206
SOL_1.5 124 124 149 149 141 150 170 170 149 161 187 187 206 206




SOL_5_1 124 124 137 140 141 150 170 170 161 161 181 187 206 209
SOL_5_10 124 136 149 149 141 150 170 170 143 149 181 185 206 206
SOL_5_2 121 124 137 149 141 150 170 170 161 164 181 185 206 206
SOL_5_3 124 124 149 149 150 150 170 170 143 167 181 187 206 209
SOL_5_4 124 124 146 149 150 150 170 170 164 167 185 193 206 209
SOL_5_5 124 124 146 149 150 150 173 176 158 161 181 181 206 212
SOL_5_6 124 127 149 149 141 141 170 170 146 161 187 187 206 206
SOL_5_7 124 133 149 152 141 150 170 170 140 149 187 187 206 206
SOL_5_8 124 124 149 149 150 150 170 170 143 149 185 193 206 209
SOL_5_9 124 124 140 149 141 150 170 170 143 167 187 193 206 206
VRA_1_1 127 136 146 149 141 150 170 170 146 155 181 181 206 206
VRA_1_3 124 127 137 146 150 150 170 170 155 164 181 185 206 209
VRA_1_ 4 127 136 137 149 141 150 164 170 146 155 181 185 206 206
VRA_2_1 124 133 140 149 150 150 170 170 149 149 185 185 206 212
VRA_2_2 124 133 137 149 150 150 170 170 149 149 185 185 206 212
VRA_2_3 124 124 140 149 150 150 170 170 140 143 181 185 206 212




