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Izvlecek:
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Abstract:

European roe deer (Capreolus capreolus) is widely distributed species throughout Europe.
In Slovenia, roe deer is the most abundant wild ungulate, and is the most important and
numerous game species. In this work we analysed 74 samples of European roe deer from
model hunting ground Oljka, Smartno ob Paki. We genotyped nuclear markers (11
microsatellite loci) in order to determine the population structure and paternity relationship.
Based on the DNA analysis we estimated genetic diversity of the population, and showed
that the population is divided into two clearly distinguished groups. Moreover, we also

confirmed close relatedness among some individuals.
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ddH20 voda brez RNA in DNA

DNA deoksiribonukleinska kislina
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H genetsko jasno razli¢na skupina populacije srnjadi v modelnem
loviscu Oljka, Smartno ob Paki
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1 UVOD

Evropska srna / srnjad (Capreolus capreolus) je najpogostejSa vrsta prostozivecih
parkljarjev, ki je razSirjena po skoraj celi Evropi (Krze 2000). Ne najdemo je na Irskem,
Cipru in veéini sredozemskih otokov; poseljuje najrazliénej$e habitate od juzne Spanije do
severne Norveske (Stube 1999). Dandanes je srnjad najpomembnejsa vrsta parkljaste divjadi
v Evropi, tako z gospodarskega kot lovskega vidika (Krze 2000). V Sloveniji je srnjad
najbolj razsirjen prostoziveci parkljar in velja za najpomembnejSo in najStevilénejSo vrsto
divjadi (Kos in Poto¢nik 2008).

1.1 Evropska srna (Capreolus capreolus L.)

1.1.1 Opis vrste

V bioloski sistematiki je srnjad uvrs¢ena v druzino jelenov (Cervidae), ki skupaj z nekaterimi
sorodnimi druzinami sestavljajo podred prezvekovalcev. Srna je najmanjsi evropski
predstavnik druzine jelenov. V primerjavi s telesom ima moc¢ne in dolge noge, znacilna pa
sta dolga in ovalna uhlja, majhen rep, vitek vrat in ¢okato telo, ki je v sprednjem delu
mocnejse kot v zadnjem. Samci imajo razmeroma Sibko rogovje. Srnjad vzhodnoevropskih
in severnih predelov je telesno mocnejsa glede na ostale predele (Krze 2000).

Pielowski (1970) je za srnjad vzhodne Poljske navedel povprecne teze (za oba spola) 19 kg,
za zahodno Poljsko pa 15 kg. Hell (1980) je za povprecne zive teze slovaSke srnjadi za
srnjake navedel 23,8 kg in za srne 22,6 kg.

1.1.2 RazSirjenost in taksonomija evropske srne

Evropska srna zivi v ve¢jem delu Evrope (razen na Irskem, Cipru, Korziki, Sardiniji, in na
vecini manjsih otokov), vkljuéno z zahodno Rusijo (Stubbe 1999). Prisotna je od morske
gladine do 2400 m nadmorske visine v Alpah (von Lehmann in Sdgesser 1986) in v Pirenejih
(Gonzélez in sod. 2013). Izven Evrope zivi Se v Turciji, severni Siriji, severnemu Iraku,
severnemu Iranu in na Kavkazu, naseljena pa je bila tudi na druge celine, npr. v Teksas v
ZDA (Wilson in Reeder 2005). Subpopulacije, ki Zivijo vzdolz obale Crnega morja in v
severni Egejski regiji v Turciji se blizajo izumrtju. V Izraelu in Libanonu je vrsta izumrla
(ibid.).

V juzni Evropi se nahajajo dve podvrsti v relativno majhnem arealu. Prva je C. c. italicus,
ki se pojavlja v srednji in juzni Italiji, med juzno Toskano, Lacijem in Apulijo, do Kalabrije
(Lorenzini in sod. 2002; Randi in sod. 2004; Lorenzini in Lovari 2006), druga pa je
C. c. garganta, ki se pojavlja v juzni Iberiji, Se posebno v Andaluziji (Sierra de Cadiz)
(Lorenzini in sod. 2002; Lorenzini in Lovari 2006; Lorenzini in sod. 2013).
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V Evropi naj bi dandanes prevladovale tri glavne genetsko locene skupine nominalne
podvrste srnjadi (C. c. capreolus): prva v jugo-zahodni Evropi (Iberijski polotok), druga v
juzni in vzhodni Evropi, tretja pa v centrali in severni Evropi (Lorenzini in Lovari 2006).

1.1.2.1 RazsSirjenost v Sloveniji

Srnjad je splosno razsirjena in pogosta od morske obale do zgornje gozdne meje. Do druge
polovice 19. stoletja je bila srnjad na slovenskem ozemlju malostevilna (Krystufek 1991).
PogostejSa je zacela postajati z obseznim izsekavanjem pragozdov in razraScanjem grmisc.
Najvecjo ekspanzijo je dozivela v zadnjih devetdesetih letih, od leta 1930 dalje. Pred drugo
svetovno vojno srnjadi ni bilo tudi po izrazito poljskih okolisih, tj. v ve¢jem delu Prekmurja
ter na Ptujskem in Dravskem polju. Danes so vsa ta obmocja ze gosto poseljena s t. i.
poljskim ekotipom srnjadi (ibid.).

1.1.3 RazmnoZevanje srnjadi

Razmnozevalni cikel pri srnjadi se navadno zacne poleti, tj. v drugi polovici julija in v
zaCetku avgusta. Takrat se srna goni in ima spolni Zar (estrus), ki traja tri dni. V tem obdobju
srna spusca poseben vonj, s katerim opozarja srnjake, da je plodna. Poleg posebnega vonja
obcCasno spusca piskajoc¢a oglaSanja (t. i. pivkanje). V Casu gonje srnjak z ovohavanjem
ugotavlja pripravljenost srne za parjenje (Krze 2012).

Pri srnjadi povprecna brejost traja 290 dni ali priblizno 10 mesecev. Brejost lo¢imo na dva
dela: obdobje zadrzane brejosti oz. embrionlane diapavze (traja priblizno pet mesecev;
oplojena jaj¢na celica se takoj na zaCetku nekajkrat deli, vendar se ne ugnezdi v materni¢no
steno) in obdobje aktivne brejosti (FlajSman in sod. 2013). V Sloveniji in Evropi imajo
samice srnjadi visoko raven plodnosti, saj so v vecini populacij oplojene skoraj vse odrasle
stne in tudi vedina enoletnih srn (Flaj$man in sod. 2017a, 2018). Ceprav srne v
srednjeevropskem prostoru praviloma polezejo dva mladica, tiste bolj vitalne pa tudi tri, pa
je od nedavnega znano, da lahko imajo v enem leglu celo pet mladi¢ev (FlajSman in sod.
2017b).

1.1.4 Varstveni status

Srna je zelo razSirjena in pogosta vrsta, ki ni ogrozena. Oznacena je v RdeCem seznamu
Svetovne zveze za varstvo narave (IUCN) z oznako »najmanj ogrozena vrsta« (angl. least
concern).

1.2 Opis lovisca

Lovisce ima skupno povrsino 2620 ha, od katere je 2436 ha lovne in 184 ha nelovne povrSine
(Pokorny 1997).
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1.2.1 Klimatske razmere

Lovisce lezi v prehodnem obmoc¢ju med subalpskim in subpanonskim klimatskim pasom.
Po podatkih HMZ je na najblizji meteoroloski postaji (Velenje, n.m.v. 390 m) v obdobju
1951-1980 povprecna letna temperatura znaSala 9 °C, povprecna januarska temperatura -
1,3 °C in povprecna julijska temperatura 18,5 °C. Letno pade po podatkih HMZ na SirSem
obmodju Saleske doline med 1200 in 1250 mm padavin. Najveé¢ padavin pade v juniju in
oktobru, najmanj pa pozimi predvsem meseca januarja in februarja. Posebno vlogo v
klimatskih razmerah lovi§¢a igrajo vetrovi. Najpogostejsi vetrovi na Sir§em obmo¢&ju Saleske
doline so vzhodnik (23,3 %), zahodnik (15,7 %) in severozahodnik (11,8 %) (ibid.).

1.2.2 Geografski opis lovis¢a

Lovisce lezi v spodnjem delu reke Pake. 40 % ali 1000 ha povrSine se nahaja na nadmorski
viSini 200 do 400 m, medtem ko 60 % ali 1498 ha povrSine se nahaja na nadmorski visini
400 do 800 m.

Vecina lovisca zajema griCevnat svet. V severnem delu lovisca lezi Skorno (n.m.v. 325-652
m), v zahodnem Slatine (314-433 m), v severovzhodnem Paski vrhi (Veliki in Mali vrh, 430-
627 m) in v vzhodnem delu Gora Oljka, ki je s 734 m tudi najvisja tocka lovis¢a. V
gricevnatem svetu prevladujejo juzne in jugozahodne ekspozicije, zato je obmocje zelo

primerno za vinogradnisStvo (ibid.).

1.2.3 Vodne razmere

Lovisce lezi v porecju reke Pake in Savinje, ki sta glavni vodni telesi v lovis¢u. Paka z
dolzino okoli 6 km deli lovisce na dva dela. Pri Recici se Paka izliva v Savinjo, ki predstavlja
juzno in jugozahodno mejo lovisca. Obe reki skupaj predstavljata priblizno 10 ha vodnih
povrsin. Znacilno je, da je vodno omrezje na zahodni strani Pake bistveno bolj razvejano kot
na vzhodni (ibid.).

1.2.4 Opisi najznacilnejSih gozdnih zdruzb

Po naravi prevladujejo listnati gozdovi, posebno bukovi. Dale¢ najbolj razSrjena asociacija
je acidofilni gozd hrastov, bukve in belkaste bekice, ki zajema priblizno 75% gozdov. Po
naravi absolutno prevladuje bukev, pogosti pa so tudi hrasti (zlasti graden) in kostan;j.
Posamicno se pojavljajo Se beli gaber, ¢eSnja in breza. Zaradi antropogenih vplivov so zelo
pogosti iglavci (smreka in rdeci bor, mestoma pa tudi jelka). Uspeva le manjSe Stevilo
grmovnic: kranjska krhlika, mali jesen, rdeci dren, glog, ¢rni bezeg, navadni vol¢in in
nekatere druge. Lokalno je lahko zelo bohotno razvito tudi robidovje (ibid.).
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1.2.5 Drugi za Zivljenjske razmere divjadi pomembni vplivi

1.2.5.1 Gospodarjenje z gozdovi

Velika vecina gozdov je v zasebni lasti, drzavnih je le okoli 50 ha. Znacilna je razdrobljena
posest, zaradi Cesar izvajanje naprednejSih gozdnogojitvenih sistemov ni mogoce, zato
prevladuje sprosc¢eno gospodarjenje z gozdovi v negativnem pomenu besede (zlasti poseki
dreves in umetne sadnje). Najvecji problem pri gospodarjenju z gozdovi predstavlja
kostanjev rak. Problemati¢na je tudi z zakonom prepovedana pasa zivine v gozdu.

Gozdovi so v splosnem izredno dobro odprti s primarnimi in sekundarnimi prometnicami
(ibid.).

1.2.5.2 Gospodarjenje s kmetijskimi povr§inami

Ravninski del lovis¢a predstavlja prostor najsirSe moznosti kmetijske rabe in je oznacen kot
strateski prostor za pridobivanje hrane.

V lasti drzave je samo manjsi odstotek kmetijskih povrsin v ravninskem delu lovisca. Na teh
povrsinah pridelujejo izklju¢no hmel;j in silazno koruzo.

V zasebni lasti so vsa kmetijska zemljis§¢a v gricevnatem in hribovitem svetu in tudi ve€ina
zemljis¢ v ravninskem delu lovisca. V slednjem prevladujejo intenzivno obdelovane njive,
zlasti koruzne monokulture. V gri€evnatem svetu so kmetijske povrSine bistveno bolj
mozaicno razdeljene (prepletajo se travniki, pasniki, stari sadovnjaki in njive).

V celotnem loviscu je Se zlasti problemati¢no gnojenje travnikov in pridelovanje travniske
silaze, kar ima za posledico zelo zgodnje in pogoste koSnje (problemati¢no zlasti pri srnjadi).
Proces ozivljanja in intenziviranja zivinoreje predstavlja izgubo pasnih povrsin za divjad,
povecano medvrstno in posledi¢no tudi znotrajvrstno kompeticijo, povecane koncentracije
in objedanje srnjadi v gozdnem prostoru ter povecana Skoda na gozdnem mladju (ibid.).

1.2.5.3 Vplivi urbanizacije
Za lovisce je znacilen splet agrarne (nizinski del) in gozdnate krajine (gri¢evnat in hribovit
svet), v kateri se mozai¢no prepletajo gozdne in kmetijske povrSine. Zlasti v agrarni krajini

je vpliv urbanizacije na prostozivece zivali relativno mocan (ibid.).

1.2.5.4 Vplivi prometa

Skozi sredisc¢e lovisca poteka magistralna cesta Koroska - Savinjska dolina ter regionalna
cesta Mozirje - Letus. Te predstavljajo najvecje izgube prostozivecih zivali. Podoben
problem predstavlja ZelezniSka proga Velenje - Celje. DaleC najbolj ogrozena je srnjad,
namre¢ letne izgube zaradi prometa se gibajo med 10 in 20 osebki (90 % magistralna in
regionalna cesta, 10 % zeleznica) (ibid.).
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1.2.5.5 Vplivi turizma in rekreacije

Gora Oljka je krajinski kompleks, ki je zelo primeren za planinarjenje, izletnisko hojo in
kolesarjenje. Obmocje Gore Oljke, Velikega vrha in Skorna je zelo primerno za nabiranje
gob in gozdnih sadezev, zaradi Cesar so najvec;ji pritiski na prostozivece zivali v jesenskem
casu. Rekreacijski dejavnosti je skozi celo leto izpostavljeno obmocje Slatin, kjer
predstavljajo najvecji problem vsakodnevni sprehajalci (ibid. ).

1.2.5.6 Industrijski in drugi vplivi

Znotraj lovisca predstavlja najvecjo motnjo za delovanje naravnih ekosistemov kamnolom
v Podgori. Bistveno vec¢ji problem kot lokalni onesnazevalci predstavlja daljinski transport
polutantov, pri Gemer je zlasti problematiéna Termoelektrarna Sostanj. OnesnaZevanje
okolja negativno vpliva tudi na divjad (ibid.).

1.2.6 Gostota odvzema vzorcev srnjadi

V preglednici 1 so prikazani podatki o Stevilu odvzete srnjadi v lovis¢u Oljka v obdobju
2006-2018. Intenziteta vzorCenja za namene pricujocega dela je zelo velika, saj smo v vzorec
za genetske analize v letu 2017 vkljucili 60 % vse odvzete srnjadi, v letu 2018 pa 40 %
odvzetih odsebkov do 31. julija.

Preglednica 1: Stevilo odvzete srnjadi in vrsta odvzema na obmo¢ju lovis¢a Oljka v obdobju 2006-2018; za
leto 2018 je prikazan odvzem do 31. julija (vir: oslis 2018).

Vrsta
odvzema /

Leto Skupaj 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010 2009 2008 2007 2006
odstrel 771 21 57 61 70 64 63 64 56 60 65 63 58 69
povoz cesta 239 8 30 16 11 24 21 20 19 20 20 19 13 18
bolezen 48 1 3 4 6 1 1 10 4 1 2 5 10
neznano 35 3 1 4 3 3
kosilnica 27 1 2 4 3 2 3 2
povoz
zeleznica 22 2 2 2 1 1 4 1 4 3 2
drugo 18 2 1 1 2 3 2 3 1
psi 12 1 1 1 1 4 1 3
krivolov 5 1 1 1 1 1

SKUPAJ 1177 39 95 89 95 93 96 96 93 94 929 94 90 104
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1.3 Molekularni markerji za dolocCitev starSevstva

Mikrosateliti so kodominantni markerji, s pomocjo katerih lahko dolo¢imo vse prisotne alele
na lokusu. Pri diploidnih vrstah se tako za vsak kodominantni marker doloc¢i en alel pri
homozigotnem osebku in dva alela pri heterozigotnem osebku (Wan in sod. 2004; Frankham
in sod. 2009; Freeland in sod. 2011). Mikrosateliti so nekodirajoc¢a zaporedja DNA, ki so
sestavljena iz tandemskih ponovitev od enega do Sestih baznih parov, ki se ponovijo 5- do
100-krat (Wan in sod. 2004; Oliveira in sod. 2006; Selkoe in sod. 2006; Freeland in sod.
2011). Najdemo jih tako v prokariontskem kot v evkariontskem genomu (Oliveira in sod.
2006). Nahajajo se v jedrnem in kloroplastnem genomu, pri nekaterih vrstah so bili najdeni
tudi v mitohondrijskem genomu (Freeland in sod. 2011). Znani so tudi pod imenom
ponovitve enostavnih zaporedij 0z. SSR (angl. simple sequence repeats) in kratke tandemske
ponovitve oz. STR (angl. short tandem repeats) (Freeland in sod. 2011; Guichoux in sod.
2011).

Glede na tip ponovljivega zaporedja jih delimo na (Oliveira in sod. 2006):

e popolne: zaporedje ni prekinjeno z nobeno bazo, ki ne pripada ponovljivemu motivu;

e nepopolne: zaporedje je prekinjeno s parom baz, ki ne pripadajo ponovljivemu motivu;

e prekinjene: znotraj zaporedja se nahaja manjSe zaporedje, ki ne pripada ponovljenemu
motivu;

e sestavljene: ponovljiv motiv je sestavljen iz dveh razlicnih zaporedij.

Mikrosateliti imajo visoko mutacijsko stopnjo (102 do 10 nukleotidov na lokus na
generacijo), razlog za to je nepravilno parjenje zdrsnjenih verig med podvojevanjem DNA,
kar vodi do insercij in delecij ene ali ve€ ponavljajoCih se enot ter nepravilnega prekrizanja
dela kromosomov pri mejozi (Oliveria in sod. 2006; Brown 2007; Kalia in sod. 2010;
Freeland in sod. 2011). Pri mikrosatelitih ni enakomerne mutacijske stopnje, saj se spreminja
med lokusi, aleli in vrstami. Mikrosateliti z ve¢jim Stevilom ponovitev so bolj podvrzeni
mutacijam zaradi vecje verjetnosti zdrsa verig (Bhargava in Fuentes 2009). Tako so
mikrosateliti z daljSo ponovitvijo tudi bolj polimorfni (Hoshino in sod. 2012).

Mikrosateliti niso uporabni za Studije evolucijskih dogodkov, ki so se zgodili v daljni
preteklosti, zaradi njihove hitre mutacijske stopnje. So pa prav zaradi tega uporabni pri
raziskavah nedavnih genetskih dogodkov, saj imajo zaradi hitre mutacijske stopnje
mnogokrat ve¢ alelov na lokusu in so visoko polimorfni. Zaradi njihove variabilnosti jih
lahko uporabljamo za dolocitev posameznikov in dolocitev med populacijami, kar s
pocasneje razvijajocimi regijami ni mogoce (Freeland in sod. 2011). V preteklosti so veljali
za selektivno nevtralne markerje, ki niso pod vplivom selekcijskih pritiskov.
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Mikrosateliti so uporabni predvsem za Studije genomske nestabilnosti pri raku, bioinvazije
in epidemiologije, za Studije populacijske genetike, forenzike, varstvene biologije,
molekularne antropologije, evolucijske zgodovine, za identifikacijo posameznikov ter za
dolocanje starSevstva (Chistiakov in sod. 2006; Bhargava in Fuentes 2009; Hoshino in sod.
2012).

1.3.1 Prednosti mikrosatelitov

Za analizo mikrosatelitnih lokusov potrebujemo majhno koli¢ino DNA, uporabni so tudi pri
degradirani DNA, saj za analizo mikrosatelitnih lokusov potrebujemo kratke DNA
fragmente (Selkoe in Toonen 2006). Ko so mikrosateliti za doloCeno vrsto razviti, so
preprosti za uporabo in cenovno ugodni. Imajo visoko ponovljivost ter visoko izobilje v zivih

organizmih (Bhargava in Fuentes 2009).

So pogosti in uniformno razporejeni ¢ez celoten genom, vendar so bolj pogosti pri zivalskih
kot rastlinskih vrstah. Mutacijska stopnja pri mikrosatelitnih markerjih je visoka, zaradi
¢esar so uporabni pri intra-populacijskih Studijah (Lowe in sod. 2004; Selkoe in Toonen
2006).

1.3.2 Pomanjkljivosti mikrosatelitov

Med slabosti mikrosatelitnih markerjev lahko pristevamo, da je zaCetno doloCanje
mikrosatelitov draga in dolgotrajna (Wan in sod. 2004; Lowe in sod. 2004). Prav tako so za
mikrosatelite znacilni nerazjasnjeni mutacijski mehanizmi, napake pri dolocanju alelov,
velikostna homoplazija (aleli so identi¢ni v dolzini, vendar niso enaki po izvoru) in nic¢elni
aleli (delecije lokusa ali mutacije na mestu prileganja zacetnih oligonukleotidov lahko
onemogocijo pomnozevanje in identifikacijo heterozigotov) (Hosino in sod. 2012). To lahko
vodi v napake pri dolo¢anju frekvence alelov (Hoshino in sod. 2012) in napake pri
pomnozevanju (Wan in sod. 2004; Selkoe in Toonen 2006).

1.4Parametri genetske diverzitete

S pomocjo podatkov genotipizacije mikrosatelitnih lokusov lahko izra¢unamo pricakovano
(He) in opazeno (Ho) heterozigotnost, Hardy-Weinbergovo ravnotezje, koeficient
inbreedinga oz. parjenja znotraj ozjega sorodstva (Fis), Stevilo alelov (NA) in razne druge
parametre (Fst, Ne, bogastvo alelov itd.), ki lahko dolo¢ijo populacijsko strukturo in
genetsko variabilnost populacije. V tem delu se bomo osredotocili le na parametre, ki
opisujejo genetsko variabilnost in sorodstvene odnose med osebki v populaciji. Sledijo opisi
posameznih parametrov.
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1.4.1 Heterozigotnost

Heterozigotnost je mera genetske diverzitete, ki predstavlja frekvenco vseh heterozigotov v
populaciji (Frankham in sod. 2009; Page in Holmes 2009). Je najpogosteje uporabljena mera
za doloCanje genetske diverzitete na posameznem lokusu (Frankham in sod. 2009). Na ravni
populacij je po navadi opisana kot pricakovana ali kot opazena heterozigotnost (Mills 2013).

1.4.1.1 Pri¢akovana heterozigotnost

Pricakovano heterozigotnost (He) pricakujemo za populacijo glede na alelno frekvenco, ki
je predpostavljena na podlagi Hardy-Weinbergovega ravnotezja (H-W ravnotezje)
(Frankham in sod. 2009; Mills 2013). Po navadi se uporablja pri opisovanju genetske
diverzitete, saj je manj obcutljiva na velikost vzorca kot opazena heterozigotnost (Frankham
in sod. 2009).

1.4.1.2 Opazena heterozigotnost

Opazena heterozigotnost (Ho) je dejanski delez opazenih heterozigotnih osebkov na lokusu
(Mills 2013). Ta mera je pogosto uporabljena pri kodominantnih podatkih za diploidne
organizme. Ne uporablja se za dominantne podatke, saj Stevila heterozigotov v populaciji ni
mogoce enostavno dolociti (Lowe in sod. 2004).

Z izrazom heterozigot oznacujemo tiste osebke, ki imajo na posameznem lokusu dva razli¢na
alela. V nasprotju pa je homozigot tisti osebek, ki ima na dolo¢enem lokusu kopiji dveh
enakih alelov (Frankham in sod. 2009).

Heterozigotnost lahko dolo¢imo direktno s Stetjem heterozigotnih osebkov ali jo izratunamo
iz alelnih frekvenc z uporabo H-W ravnotezja (Griffiths in sod. 2008). Z izraCunom
heterozigotnosti lahko v populaciji zaznamo razli¢ne procese, kot so genetski zdrs, selekcija
in genski pretok (Mills 2013).

1.4.2 Hardy-Weinbergovo ravnotezje (HWE)

Model Hardy-Weinbergovega ravnotezja sta leta 1908 neodvisno razvila Godfrey H. Hardy
in Wilhelm Weinberg (Lowe in sod. 2004). Model temelji na nacelu, da se alelne in
genotipske frekvence v ¢asu ne spreminjajo. To velja pod predpostavko, da populacije niso
pod vplivom evolucijskih procesov, kot so naravna selekcija, genetski zdrs, mutacije in
genski pretok (Frankham in sod. 2009; Mills 2013). Vendar to v naravnih populacijah ne
drzi, zato v naravi prihaja do odstopanja od H-W ravnotezja. Odstopanje je posledica petih
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dejavnikov: mutacij, naravne selekcije, razporejeno parjenje (angl. assortative mating),
genskega pretoka in majhne populacijske velikosti (Lowe in sod. 2004; Frankham in sod.
2009). Nenaklju¢no parjenje povzroca odstopanje od H-W ravnotezja, to je lahko posledica
razporejenega parjenja ali parjenja v sorodstvu (Hoglund 2009). Do razporejenega parjenja
prihaja, ko spolno razmnozevanje ni naklju¢no, temve¢ prihaja do pogostejSe izbire
doloCenega genotipa nasprotnega spola (Griffiths in sod. 2008; Hoglund 2009).

Hardy-Weinbergovo ravnotezje je pomemben parameter genetske diverzitete, s katerim
lahko dolo¢imo odstopanje od naklju¢nega parjenja, testiramo selekcijo, modeliramo
posledice parjenja v sorodstvu in selekcije in ocenjujemo alelno frekvenco na dominantnih
lokusih (Frankham in sod. 2009). Odstopanje od H-W ravnotezja lahko izraCunamo s
koeficientom inbreedinga (Fis) (Lowe in sod. 2004).

1.4.3 Koeficient inbreedinga (Fis)

Do parjenja v ozjem sorodstvu (angl. inbreeding) prihaja, ko se med seboj parijo osebki, ki
si delijo enega ali ve¢ skupnih prednikov. Proces je posebej pogost v majhnih populacijah,
kjer so po nekaj generacijah parjenja v sorodstvu vsi osebki v sorodu (Frankham in sod.
2009). Zaradi parjenja v sorodstvu prihaja do vecjega deleza homozigotov na lokusih, kar
moc¢no zmanjsa genetsko diverziteto osebkov v populaciji (Freeland in sod. 2011). Parjenje
v sorodstvu ima na populacijo in osebke Stevilne negativne posledice. V populaciji lahko
privede do zmanjSanega razmnozevalnega potenciala in manjSega prezivetja osebkov
(zmanjSan fitnes (uspesnost) populacije). Do inbreedinga lahko pride tudi pri naklju¢nem
parjenju v majhnih populacijah, kjer se v tem primeru zgodi genetski zdrs, kar vodi v izgubo
heterozigotnosti. Posledica tega je, da se osebki, kljub naklju¢nemu parjenju, parijo z osebki,
s katerimi si delijo skupne prednike (Mills 2013).

Parjenje v sorodstvu lahko zaznamo z izraCunom koeficienta inbreedinga (Fis). To je mera
genetske diverzitete, ki opiSe izgubo heterozigotnosti, ki nastane zaradi nenaklju¢nega
parjenja ali genetskega zdrsa v populaciji (ibid.). Pove nam razliko med opaZeno in
pricakovano heterozigotnostjo v vsaki subpopulaciji zaradi nenaklju¢nega parjenja osebkov
(Frankham in sod. 2009; Hamilton 2009; Mills 2013).

Koeficient inbreedinga izraCunamo iz razlike med opaZeno in pri¢akovano heterozigotnostjo
v populaciji: Fis= (He-Ho)/He (Lowe in sod. 2004).

Pozitivne vrednosti koeficienta Fis oznacujejo vecjo povezanost, negativne vrednosti Fis pa
manjSo povezanost med posamezni osebki v populaciji glede na model naklju¢nega parjenja
(Wright 1965).



Sternad M. Populacijska struktura in ocena sorodnosti evropske srne v modelnem lovis¢u Oljka.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 10

1.4.4 Stevilo alelov (NA)

Je §tevilo, ki nam pove stevilo alelov na posameznem lokusu. Stevilo alelov na lokusu je
funkcija, ki se postopoma povecuje in nikoli ne doseze asimptote. Zato pri ve¢jemu Stevilu
vzorcev najdemo veé redkih alelov (Lowe in sod. 2004). Ce je na lokusu v populaciji prisoten
vec kot en alel, je lokus polimorfen (Mills 2013). Mera je odvisna od velikosti vzorca, zato
jo pogosto nadomestimo z izbiro bogastva alelov (AR) (Hoglund 2009), ki korigira Stevilo
alelov in velikost vzorca.

1.5Namen in cilji dela

Namen diplomskega dela je bil s pomocjo genotipizacije mikrosatelitnih lokusov dolociti
populacijsko strukturo srnjadi v modelnem loviséu Oljka, Smartno ob Paki, in ugotoviti
sorodstvene odnose med osebki te vrste, vkljuCenimi v vzorec. Z uporabo molekularnih
analiz smo genotipizirali 74 osebkov na 11 lokusih in tako dolocili genetsko diverziteto in
oceno sorodnosti populacije.

Cilji dela:
1. izolacija DNA in pomnoZevanje mikrosatelitnih markerjev iz pridobljenih tkivnih
vzorcev;
analiza mikrosatelitnih lokusov;
3. analiza populacijske strukture in sorodnosti populacije.

Hipoteze:
1. Na obmo¢ju modelnega lovi§¢a Oljka, Smartno ob Paki, obstaja enotna populacija
srnjadi.
2. S pomoc¢jo analize mikrosatelitnih lokusov lahko sklepamo na sorodstvena

razmerja med osebki.
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2 MATERIALI IN METODE

2.1 Vzorcenje

Vzorci srnjadi so bili pridobljeni v loviséu Oljka, Smartno ob Paki (Savinjsko-Kozjansko
lovskoupravljvsko obmocje, osrednja Slovenija), in sicer v sklopu rednega odvzema srnjadi
(Slika 1). Vzorci so bili odvzeti v letih 2017 (junij — december) in 2018 (januar — maj), in
sicer tako od odstreljenih kot tudi povozenih (na cesti ali zeleznici) osebkov. Osebkom je bil
odvzet majhen kosc¢ek miSi¢nega tkiva (s predela stegna, vrata ali glave), ki je bil nato

shranjen v etanolu vse do laboratorijskih analiz.

Slika 1: Geografski prikaz lokacij odvzema osebkov srnjadi, ki so bili vkljueni v vzorec. Obmocje v sredini
slike, omejeno z belo &rto, predstavlja Ob&ino Smartno ob Paki.
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2.2 Izolacija DNA

Izolacija je potekala po protokolu proizvajalca PEQLAB s kitom za izolacijo: peqGOLD
Tissue DNA Kits (VWR 2018). Izolirali smo vzorce iz svezega tkiva (koScki miSi¢nine,
shranjeni v etanolu). Izolacija je potekala tako, da smo s skalpelom odrezali kos¢ek tkiva, ki
smo ga na papirnati brisacki narezali na manjSe koscke ter zmacerirali s skalpelom. Tako
pripravljeno tkivo smo prenesli v 2 mL mikrocentrifugirko. Za vsak vzorec smo ocistili
pribor in zamenjali brisacke, da ne bi priSlo do kontaminacije med vzorci. Sledila je
razgradnja tkiva, kjer smo vzorcem dodali 400 uL. DNA Lysis Buffer T pufra, 20 puL
Proteinaze K in 15 pLL RNaze A. Vzorce smo dobro premesali na vibracijskem mesalniku in
inkubirali ¢ez no¢ na 50 °C. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali na maksimalni hitrosti
za tri minute, da smo odstranili ve¢je delce materiala. Supernatant smo prenesli v novo
mikrocentrifugirko, vsakemu vzorcu dodali 200 pnL. DNA Binding pufra in premesali s
pipetiranjem. Raztopino smo nato prepipetirali na kolone za izolacijo (PerfectBind DNA
Column), ki so bile polozene na zbiralno mikrocentrifugirko. Vzorce smo centrifugirali eno
minuto na 10.000 obratih. Zavrgli smo zbiralno mikrocentrifugirko in polozili kolono v novo
zbiralno mikrocentrifugirko. Nato je sledilo ¢iS¢enje DNA, tako da smo v kolono dodali 650
uL DNA Wash pufra in centrifugirali na sobni temperaturi eno minuto na 10.000 obratov.
Kolono smo nato prestavili v novo zbiralno mikrocentrifugirko in dodali 650 pnL DNA Wash
2 pufra ter centrifugirali na sobni temperaturi za dve minuti na 10.000 obratov. Sledila je
elucija DNA, pri kateri smo kolono polozili v novo 1,5 mL mikrocentrifugirko ter dodali
200 uL Elution pufra. Vzorce smo inkubirali na sobni temperaturi za tri minute in jih nato
centrifugirali na sobni temperaturi eno minuto na 6.000 obratov. Odstranili smo kolono in
shranili mikrocentrifugirko, ki je vsebovala Cisto DNA. Vzorce smo shranili na -20°C za
nadaljnje analize.
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2.3 Verizna reakcija s polimerazo

Po izolaciji DNA je sledila priprava vzorcev za verizno reakcijo s polimerazo (PCR).
Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda pomnozitve majhne koncentracije DNA s
selektivnim pomnozevanjem dela DNA, na katerega se vezejo zacetni oligonukleotidi
(Griffiths in sod. 2008; Mills 2013). Za PCR reakcijo potrebujemo izolirano DNA, Tag
polimerazo, ki v procesu podaljSevanja DNA verige dodaja deoksiribonukleotid trifosfate na
3' konec nastajajoCe verige, par zaCetnih oligonukleotidov (so kratke sekvence, dolge 20 —
30 nukleotidov) in deoksiribonukleotide (ANTP) (Brown 2007).
PCR reakcija je sestavljena iz treh korakov (Avise 2004; Mills 2013):
1. denaturacija dvojne vijacnice (angl. denaturation) pri visoki temperaturi (okrog
94 °C), kjer dvojna vijacnica denaturira v dve enojni verigi;
2. prileganje zacetnih oligonukleotidov (angl. annealing) na obeh straneh verige poteka
pri temperaturi od 55 do 65 °C;
3. podaljsanje verige (angl. extension) poteka pri nekoliko visji temperaturi, tj. okrog
72 °C, ki je optimalna temperatura za delovaje Taq polimeraze. Tag polimeraza
podaljSuje nastajajoco DNA verigo z dodajanjem deoksiribonukleotidov.

PCR reakcija se ponovi priblizno 30-krat, Stevilo molekul pa s cikli eksponentno narasca.
Tako po 30 ciklih dobimo ve¢ kot 250 milijonov kopij DNA (Brown 2007).

2.4 Dolocanje mikrosatelitnih lokusov

2.4.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za analizo mikrosatelitnih lokusov smo uporabili 11 lokusov, ki so bili razviti za evropsko
srno (Olano-Marin in sod. 2014). Znacilnosti lokusov so opisane v Preglednici 2.

Preglednica 2: Lastnosti 11 mikrosatelitnih lokusov, ki so bili uporabljeni na 74 vzorcih. Za vsak lokus je
prikazan njegov ponovitveni motiv, zaCetno oligonukleotidno zaporedje, barva, koli¢ina uporabljenega
zacetnega oligonukleotida v reakciji in temperatura prileganja. Lokusi s »touchdown« profilom so oznaceni s
kratico TD.

Ime lokusa Temperatura Koli¢ina zacetnega Ponovljen motiv
prileganja oligonukleotida (nL)

BM1818 54 °C 1,0 (TG)n

BM757 54 °C 1,0 (G114

CSSM66 54 °C 0,6 (AC)n

NVHRT21 57°C 1,0 (GT)16(GC)4GT

NVHRT73 55°C 1,0 (CT)Y4GT(CT)3 GCCTGT (CT)2 CCTT(CT)3
TT (CT)13 CACT(CA)8 TA(CA)3

NVHRT24 55°C 0,6 (TG)2(TA)2(CA)16(TA)3(CA)3(TA)S

NVHRT48 55°C 1,0 (GT)2 ATGTAT(GT)6 AT(GT)12

NVHRT16 55°C 1,0 (CA)5 TA(CA)5(TG)2 CG(CA)19

Roel TD/45 °C 1,0 (CA)4 TA(CA)7

ETH225 TD/45 °C 1,0 18xCA

Roe8 TD/45 °C 0.6 (CA)10 CG(CA)6
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Reakcijska meSanica s konénim volumnom 10 pL je vsebovala 1 pL DNA, 3,9 uL Kappa
multiplex (Biosystem), 0,8 pL. BSA (Bovine Serum Albumine), par zacetnih
oligonukleotidov (volumni za posamezen lokus so zapisani v preglednici 1), in ddH>O. PCR
reakcija je potekala po dveh razli¢nih temperaturnih protokolih, osem lokusev je potekalo

po navadnem, preostali trije pa po touchdown temperaturnem profilu.

Pri lokusih z navadnim protokolom je potekala reakcija takole:

BM18181, BM757, CSSM66:

Po 15-minutni denaturaciji na 95 °C sta sledila dva cikla po dve minuti denaturacije na
94 °C, 20 sekund prileganja zacetnih oligonukleotidov (temperatura odvisna od lokusa,
preglednica 1) in 25 sekund podaljSevanja verige na 72 °C. Sledilo je 31 ciklov z
denaturacijo na 94 °C za 15 sekund, 20 sekund prilegenja oligonukleotidov (temperatura
odvisna od lokusa, preglednica 1) in 25 sekund podaljSevanja verige na 72 °C. Na koncu je
potekal Se dodatni cikel podaljSevanja verige za 30 minut na 72 °C.

NVHRT21:

Po 15-minutni denaturaciji na 95 °C je sledilo 30 ciklov za eno minuto denaturacije na 95 °C,
30 sekund prileganja zacetnih oligonukleotidov pri temperaturi 57 °C in ena minuta
podaljSevanja verige na 72 °C. Po 35 ciklih je sledil Se en dodatni cikel podaljSevanja verige
za 30 minut na 72 °C.

NVHRT73, NVHRT24:

Po 15-minutni denaturaciji na 95 °C je sledilo 35 ciklov za eno minuto denaturacije na 95 °C,
30 sekund prileganja zacetnih oligonukleotidov (temperatura odvisna od lokusa, preglednica
1) in ena minuta podaljSevanja verige na 72 °C. Po 35 ciklih je sledil Se en dodatni cikel
podaljSevanja verige za 10 minut na 72 °C.

NVHRT48, NVHRT16:

Po 15-minutni denaturaciji na 95 °C je sledilo 30 ciklov za eno minuto denaturacije na 95 °C,
ena minuta prileganja zacetnih oligonukleotidov (temperatura odvisna od lokusa,
preglednica 1) in dve minuti podaljSevanja verige na 72 °C. Po 35 ciklih je sledil Se en
dodatni cikel podaljSevanja verige za 10 minut na 72 °C.



Sternad M. Populacijska struktura in ocena sorodnosti evropske srne v modelnem lovis¢u Oljka.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 15

Pri lokusih s touchdown profilom je potekala reakcija takole:

Roel, ETH225, Roe8:

Po 15-minutni denaturaciji na 95 °C je sledilo 10 ciklov za 30 sekund denaturacije na 95 °C,
30 sekund prileganja zacetnih oligonukleotidov na 55 °C (temperatura prileganja se je
zmanjSala za 1 °C na cikel) in ena minuta podaljSevanja verige na 72 °C. Sledilo je 17 ciklov
z denaturacijo na 95 °C za 30 sekund, prileganje na 45 °C za 30 sekund in podaljSevanje
verige na 72 °C za eno minuto. Na koncu je sledil Se en dodatni cikel podaljSevanja verige
za 10 minut na 72 °C.

2.4.2 Fragmentna analiza

Verizni reakciji s polimerazo je sledila fragmentna analiza. Za fragmentno analizo smo
zmesali reakcijsko zmes s koncnim volumnom 12,3 pL, ki je bila sestavljena iz 0,3 puL LIZ-
a 500 (dolzinski standard) in 12 pLL formamida. Reakcijsko zmes smo zmeSali na vorteksu.
Nato smo na plos¢o nanesli 12,3 pL reakcijske zmesi in 1 pL vzorca ter jo pokrili s septo in
jo polozili na cikli¢ni termostat za pet minut na 95 °C, da je potekla denaturacija. Po potekli
denaturaciji smo prelozili plo§¢o z vzorci na zmrznjeno plosco, da so se vzorci ohladili. Ko
se je plosca ohladila, smo jo na hitro scentrifugirali ter polozili na sekvenator (genetski
analizator ABI Prism 3130).

2.4.3 Analiza mikrosatelitnih lokusov

2.4.3.1 Vizualizacija alelov

Rezultate, ki smo jih pridobili s sekvenatorjem, smo analizirali v programu GeneMapper
v4.1 (Aplied Biosystems), kjer smo preverili uspesnost pomnozevanja vzorcev ter dolocili
pozicije alelov na lokusih. Pri vzorcih, kjer pomnozevanje dolo¢enega lokusa ni bilo
uspesno, smo pod rezultate zapisali 000 (nulti alel). Podatke smo zaokrozili na cela Stevila
in jih shranili v Excel tabelo za nadaljnje analize.

2.4.3.2 Analiza genetske diverzitete

Za izraCun Stevila alelov (NA) in bogastva alelov (AR) smo uporabili program FSTAT
2.9.3.2. (Goudet 2001).

V programu Genepop (Raymond in Rousset 1995) smo opravili Hardy-Weinbergov test
ravnotezja (HWE) za vsak lokus posebej. Program izracuna odklon od HWE ravnotezja po
metodi Markove verige (angl. Markov chain model). Za izratun smo uporabili 1000

ponovitev.
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Pri¢akovano heterozigotnost (He) in opazeno heterozigotnost (Ho) smo izracunali v
programu Genetix 4.05 (Belkhir in sod. 2004).

Inbreeding koeficient (Fis) smo izracunali v programu Genepop (Raymond in Rousset
1995).

2.4.3.3 Analiza genetske strukture

Genetsko strukturo smo analizirali v programu STRUCTURE 2.3 .4 (Pritchard in sod. 2000).
Program doloci populacijsko strukturo z uporabo podatkov genotipiziranja za K populacij
(klastrov, skupin), od katerih je vsaka populacija/klaster karakterizirana z nizom alelnih
frekvenc na vsakem lokusu (ibid.). Posamezniki so dodeljeni eni populaciji/klastru ali v
primeru meSanega porekla ve¢ populacijam/klastrom. Program analizira razlike v
porazdelitvi genetskih variant med populacijami/klastri z Bayesonovim algoritmom (Porras-
Hurtado in sod. 2013). Predvidevamo, da je osebek i podedoval del genoma (¢) od prednikov
v populaciji/klastru K (Pritchard in sod. 2000). Hibridne osebke lahko dolo¢imo na podlagi
vrednosti g, pri kateri hibridni osebki predstavljajo srednjo vrednost. Vrednosti g se gibljejo
od 0 do 1, pri ¢emer 0 pomeni, da osebek nima nobene podobnosti s starSevsko
populacijo/klastrom, 1 pa da je identi¢en starSevski populaciji/klastru. Hibridni osebki prve
generacije imajo vrednost g = 0,5 (Vaha in Primmer 2006). Mejna vrednost g za dolocitev
Cistih osebkov starSevskih skupin je v raziskavah razli¢na (ibid.).

Izvedli smo analizo na 74 vzorcih na enajstih lokusih, pri kateri smo uporabili model meSanja
(angl. admixture model) in korelirane alelne frekvence med populacijami (angl. correlated
allele frequencies). MCMC (Markov chain Monte Carlo) veriga je delovala 1.000.000
generacij, pri demer smo za¢etnih 100.000 generacij zavrgli. Stevilo skupin (K) smo dolo¢ili
od 1 do 10, za vsako skupino smo naredili deset ponovitev. Nato smo najverjetnejse Stevilo
skupin dolocili s programom STRUCTURE HARVESTER Web v0.6.94 (Earl in von Holdt
2012) z metodo Evanno (Evanno in sod. 2005). Rezultate genetske strukture, ki smo jih
pridobili s programom Structure, smo grafi¢no prikazali v programu CLUMPP (Jakobsson
in sod. 2007) in Distruct (Rosenberg 2003).
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3 REZULTATI

3.1 Analiza mikrosatelitnih lokusov

3.1.1 Vizualizacija alelov in preverjanje kakovosti analize mikrosatelitnih lokusov

Uspesno smo analizirali velikost alelov in heterozigotnost alelov na enajstih lokusih pri 74
vzorcih. Rezultate smo zapisali v preglednico in jih zaokrozili na celo Stevilo. Lokuse, kjer
se alel ni pomnozil, smo oznacili z 000 (niceln alel). Med 74 analiziranimi vzorci jih je 67

imelo vse alele, 7 vzorcev pa je vsebovalo enega ali ve¢ nicelnih alelov.
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Slika 2: Prikaz izrisa alelov v programu Genemapper 4.1v. Prikazan je primer izrisa za dva osebka in dva
lokusa, NVHRT24 (moder alel) in NVHRT73 (¢rn alel). Moder alel je zgoraj prikazan kot heterozigot, spodaj
kot homozigot; ¢rni alel je v obeh primerih homozigot. Z oranznimi vrhovi so oznaceni velikostni standardi
(angl. size standard).

3.1.2 Analiza genetske diverzitete

Vsi uspesno pomnoZeni lokusi so vsebovali od 2 do 14 alelov na lokus. Najvecje Stevilo
alelov je imel lokus Roe8 (A = 14), najmanjse pa lokus Roel (A =2). Na vseh enajstih
lokusih skupaj je bilo 77 alelov (v povre¢ju 7 alelov na lokus). Rezultati razpona alelov in
Stevila alelov za posamezen lokus so prikazani v Preglednici 3.
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Preglednica 3: Razpon alelov in Stevilo alelov za vsak lokus.

Lokus Razpon alelov Stevilo alelov (NA)
(bp)
BM1818 247-263 8
BM757 158-211 7
CSSM66 167-185 6
NVHRT21 152-178 11
NVHRT73 210-267 7
NVHRT24 110-150 7
NVHRT48 80-95 3
NVHRT16 151-175 6
Roel 131-133 2
ETH225 137-155 6
Roe8 59-101 14
Vsota 77
Povprecje 7

Rezultati Hardy-Weinbergovega testa ravnotezja glede na lokus so prikazani v Preglednici
4. Lokusi, ki imajo statisti¢no znacilne razlike pri stopnji tveganja p < 0,05, niso v Hardy-
Weinbergovem ravnotezju. Nasprotno so lokusi, ki nimajo statisticno znacilne razlike
(p > 0,05), v Hardy-Weinbergovem ravnotezju.

Osem lokusov se je statisticno znalilno razlikovalo: BM1818, BM757, NVHRT73,
NVHRT24, NVHRT48, NVHRT16, ETH225 in Roe8, ostali trije lokusi (CSSM66,
NVHRT21 in Roel) pa ne.

Lokusi CSSM66, NVHRT21 in Roel so torej v Hardy-Weinbergovem ravnotezju, ostali pa
ne.

Preglednica 4: Hardy-Weinbergov test ravnotezja glede na lokus. Odebeljeni so statisticno znacilni rezultati
(p <0,05).

Lokus H-W

BM1818 0,0040
BM757 0,0001
CSSM66 0,0715
NVHRT21 0,2293
NVHRT73 0,0000
NVHRT24 0,0254
NVHRT48 0,0000
NVHRTI16 0,0073
Roel 1,0000
ETH225 0,0000
Roe8 0,0015

Pri¢akovano heterozigotnost (He), opazeno heterozigotnost (Ho) in povprecno Stevilo alelov
na lokus smo pridobili s pomocjo programa Genetix 4.05 (Belkhir in sod. 2004). V
Preglednici 5 so prikazani rezultati programa Genetix. Pricakovana heterozigotnost se je
nahajala med vrednostmi 0,2295 in 0,9337, opaZena heterozigotnost je bila manjsa in je bila
med vrednostmi 0,1233 in 0,7639.



Sternad M. Populacijska struktura in ocena sorodnosti evropske srne v modelnem lovis¢u Oljka.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2018 19

S programom Genepop smo kot rezultat dobili vrednosti koeficienta inbreeding Fis, ki so po
posameznem lokusu prikazani v Preglednici 5. Pozitivne vrednosti koeficienta Fis
oznacujejo vecjo povezanost, negativne vrednosti pa manjSo povezanost med posamezni
osebki v populaciji glede na model naklju¢nega parjenja (Wright 1965).

Preglednica 5: Vrednosti pricakovane heterozigotnosti, opazene heterozigotnosti in inbreeding koeficienta Fis.

Lokus He Ho Fis

BM1818 0,7889 0.6575 0,1664
BM757 0,6731 0,4730 0,2973
CSSM66 0,6382 0,6892 -0,0799
NVHRT21 0,7797 0,7123 0,0863
NVHRT73 0,2295 0,1233 0,4627
NVHRT24 0,6399 0,6620 -0,0345
NVHRT48 0,7891 0,5946 0,2465
NVHRT16 0,7874 0,6901 0,1235
Roel 0,4429 0,4507 -0,0176
ETH225 0,8112 0,4000 0,5069
Roe8 0,9337 0,7639 0,1818
Skupayj 0,6831 0,5651 0,1763

Rezultati programa Cervus, ki nakazujejo potencialna sorodstvena razmerja (potencialni
star§ in potomec), so prikazani v Preglednici 6 (za potencialne oCete) in v Preglednici 8 (za
potencialne matere). Rezultati so prikazani v obliki parov potomec-stars. Prikazana je tudi
vrednost Pair LOD score, ki oznatuje verjetnost pravilnosti rezultatov. Ce je Pair LOD
score enak 0, potem je verjetnost, da je naveden potencialni star§ tudi dejansko stars, enaka
50 %. Ce je vrednost Pair LOD score negativna, je verjetnost <50 %, ¢e pa je ta vrednost
pozitivna, je verjetnost >50 %. Ce je Pair LOD score vegji od vrednosti 3, potem je rezultat

zagotovo pravilen, ¢e pa je manjsi od vrednosti -2, potem rezultat zagotovo ni pravilen.

Iz Preglednice 6 je razvidno, da je osebek LME-18 zanesljivo potomec oceta LME-14
(vrednost parametra >3), medtem ko sta srnjaka LME-14 (za potomca LME-17) in LME-9
(za potomca LME-43) bila oceta z verjetnostjo >50 %.

Preglednica 6: Pregled potomcev in njihovih potencialnih ocetov. V preglednici so predstavljeni samo tisti
potencialni ocetje, ki imajo Pair LOD score vrednost pozitivno oz. je verjetnost, da so to dejansko ocetje
potomcev iz prve kolone, >50 %.

Oznaka potencialnega

Oznaka potomca oceta (srnjaka) Pair LOD score
LME-17 LME-14 0,62
LME-18 LME-14 3,70

LME-43 LME-9 0,91
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Atributni podatki o srnjakih in njihovih potencialnih potomcih so prikazani v Preglednici 7.
Iz nje je razvidno, da so vse te kombinacije mozne: vsi potomci so bili v letu 2017 mladici,
srnjaki pa odrasli samci, ki so v preteklem letu (2016) lahko sodelovali v paritvi (prsku).
Ceprav se lokacije mest uplenitve med potencialnimi odeti in potomci precej razlikujejo
(Slika 3), to ni ni¢ nenavadnega, ¢e upostevamo poznane paritvene izlete samic (srn) tudi na
daljse razdalje (Lovari in sod. 2008; Bocci in sod. 2013; Debeffe in sod. 2014).

Preglednica 7: Spol, datum in lokacija odvzema potencialnih ocetov (srnjakov) in njihovih potomcev.

Starost Datum
Oznaka potomea/starsa Spol potomea/star§a  odvzema Lokacija odvzema
LME-17 F 05 02/09/2017 o
LME-18 F 0,5 02/09/2017 Skorno
LME-43 F 0,5 12/10/2017 Gavee
LME-9 M 8-9 05/08/2017 Gora Oljka
LME-14 M 34 23/08/2017 Veliki Vrh

V primeru srn (mater) in njihovih potencialnih potomcev so povezave precej bolj izrazite.
Najbolj verjetni pari (torej z 100 % verjetnostjo) so: srna LME-42 in potomca LME-44 ter
LME-3; srna LME-49 in potomca LME-5 ter LME-30; srna LME-23 in potomca LME-24
ter LME-6 (Preglednica 8).

Preglednica 8: Pregled potomcev in njihovih potencialnih mater. Za razlago vrednosti glej Preglednico 6.

Oznaka potencialne matere

Oznaka potomca (srne) Pair LOD score
LME-1 LME-42 2,39
LME-3 LME-42 3,70
LME-5 LME-49 3,42
LME-6 LME-23 5,39

LME-17 LME-47 0,4
LME-24 LME-23 5,56
LME-30 LME-49 5,89
LME-33 LME-49 1,95
LME-44 LME-42 6,63

Atributni podatki o srnah in njihovih potencialnih potomcih so prikazani v Preglednici 9.
Tudi v tem primeru so vse te kombinacije mozne: vsi potomci so bili v letu 2017 mladici ali
enoletni osebki, srne pa odrasle samice, ki so v preteklem letu (2016) skoraj zagotovo
sodelovale v prsku. V primeru srn z ve¢ kot dvema potomcema so le-ti vedno pripadali
dvema kohortama (mladi¢i in enoletni osebki), torej je tudi to mozno glede na pri¢akovano
Stevilo mladicev, ki jih je v dolo¢enem letu imela srna v tem delu Slovenije oz. jih lahko ima
srna na splosno (praviloma dva; Flajsman in sod., 2017a, 2017b). Tudi lokacije odvzema
potencialnih mater in potomcev potrjujejo ptravilnost dolocitve sorodtvsenih razmerij (Slika
3): ve€ina potomcev (med njimi vsi mladi¢i) so bili uplenjeni na oddaljenosti <1 km od
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lokacije odvzema srne, na vecji oddaljenosti pa sta bila odvzeta dva enoletna osebka

moskega spola, tj. lan$c¢aka, za katere je pri tej vrsti znana mladostna disperzija tudi na

nekoliko vecje razdalje (Wahlstrom 1994; Wahlstrém in Liberg 1995).

Preglednica 9: Spol, datum in lokacija odvzema potencialnih mater (srn) in njihovih potomcev.

Starost Datum

Oznaka potomca/star§a Spol potomca/star§a  odvzema Lokacija odvzema
LME-1 M 1 08/06/2017 Veliki vrh
LME-3 M 1 24/06/2017 Gora Oljka
LME-5 M 1 28/06/2017 Slatine
LME-6 M 1 11/07/2017 Gora Oljka
LME-17 F 0,5 02/09/2017 Gned
LME-24 F 0,5 03/09/2017 Veliki vrh
LME-30 M 0,5 13/09/2017 Skorno
LME-33 M 1 17/09/2017 Gnet
LME-44 F 0,5 19/10/2017 Slatine
LME-23 F 3-4 03/09/2017 Veliki vrh
LME-42 F 3-4 01/10/2017 Smartno ob Paki
LME-47 F 3-4 20/12/2017 Skorno
LME-49 F 5-7 30/12/2017 Skorno
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Slika 3: Lokacije odvzema osebkov z oznako starSevskega odnosa. Prikazana smer puscice iz starSa na

potomca oznacuje sorodstvene povezave med osebki (glej Preglednici 6 in 8). Puscice roznate barve oznacujejo

materinsko povezavo, modre barve pa ocetovsko povezavo; osebek LME-17 je povezan z obema potencialnima

starSema. Oznaceni so vsi odnosi z >50 % verjetnostjo starSevstva.
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3.2 Analiza populacijske strukture

S programom Structure harvester smo z metodo Evanno za najverjetnejSe Stevilo klastrov
(skupin) dolo¢ili dve skupini (K =2; AK =4,62; Ln P (D) =-2217,2) genetsko prepoznavno

razli¢nih osebkov srnjadi, odvzetih v lovis¢u Oljka v letih 2017 in 2018.

Delez genotipov vseh 74 analiziranih osebkov je prikazan na Sliki 4 in v Preglednici 10.

Preglednica 10: Razporejenost posameznih osebkov v dve loceni skupini (K2), prikazanih na Sliki 4.

Razporejenost smo dolocili glede na verjetnost g. Osebek pripada doloc¢eni skupini, ¢e je verjetnost g > 0,8 v

tisti skupini. Ce je 0,2 < ¢ < 0,8, potem osebek pripada mesani skupini oz. ima lastnosti (genotip) obeh skupin.

ID (LME) ql q2 ID (LME) ql q2
1 0.836 0.164 38 0.326 0.674
2 0.357 0.643 39 0.135 0.865
3 0.701 0.299 40 0.276 0.724
4 0.582 0.418 41 0.799 0.201
5 0.148 0.852 42 0.869 0.131
6 0.098 0.902 43 0.780 0.220
7 0.560 0.440 44 0.644 0.356
8 0.711 0.289 45 0.872 0.128
9 0.781 0.219 46 0.676 0.324
10 0.902 0.098 47 0.671 0.329
11 0.722 0.278 48 0.727 0.273
12 0.467 0.533 49 0.233 0.767
13 0.758 0.242 50 0.192 0.808
14 0.482 0.518 51 0.555 0.445
15 0.489 0.511 52 0.769 0.231
16 0.407 0.593 53 0.860 0.140
17 0.469 0.531 54 0.491 0.509
18 0.820 0.180 55 0.753 0.247
19 0.559 0.441 56 0.593 0.407
20 0.251 0.749 57 0.262 0.738
21 0.218 0.782 58 0.397 0.603
22 0.781 0.219 59 0.864 0.136
23 0.466 0.534 60 0.450 0.550
24 0.828 0.172 61 0.310 0.690
25 0.149 0.851 62 0.541 0.459
26 0.329 0.671 63 0.306 0.694
27 0.208 0.792 64 0.112 0.888
28 0.438 0.562 65 0.129 0.871
29 0.737 0.263 66 0.080 0.920
30 0.144 0.856 67 0.493 0.507
31 0.731 0.269 68 0.436 0.564
32 0.819 0.181 69 0.128 0.872
33 0.224 0.776 345(70) 0.794 0.207
34 0.593 0.407 350(71) 0.252 0.748
35 0.693 0.307 351(72) 0.751 0.249
36 0.372 0.628 358(73) 0.781 0.219
37 0.202 0.798 359(74) 0.288 0.712
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Odebeljeno so prikazane verjetnosti g > 0,8.

Slika 4: Vrednosti g/ in g2 vzor¢enih osebkov za K2, pridobljeno s programom Structure.
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Slika 5: Razvrstitev lokacij odvzema osebkov srnjadi po pripadnosti dolocenem genotipu (S1, S2 in mesana
skupina). Rdece oznake pripadajo skupini S1, zelene skupini S2 in rumene meSani skupini.

Slika 5 prikazuje prostorsko razvr§¢anje osebkov treh prepoznanih skupin srnjadi v loviscu
Oljka (glej tudi Prilogo B). Medtem ko so osebki meSane skupine dokaj enakomerno
razporejeni po celotnem lovis€u, so osebki skupine S1 (rdeCe obarvani) prisotni samo v
revirjih Skorno (severozahodni del lovis¢a) in Veliki Vrh (severovzhodni del), ne pa tudi v
revirju Slatine, ki leZi juzno in ga od prej$njih loci reka Paka (na karti te reka ni prikazana).
Osebki, ki pripadajo skupini S2 (zelena barva), so prisotni samo v revirju Skorno oz. severno
od naselja Gorenje in magistralne ceste Velenje-Mozirje. Razporeditev osebkov razli¢nih
genetskih skupin v prostoru lahko nakazuje na omejen, a vendarle prisoten barierni efekt
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Pake kot manjSe reke in magistralne ceste na genetski pretok znotraj populacije srnjadi v

raziskovalnem obmo¢ju.

S programom Genetix smo izrisali graf, ki ponazarja nekoliko drugac¢no razvrstitev v skupine
v populaciji. Graf je izrisan z metodo FCA (angl. Factorial Correspondence Analysis). V
tem primeru opazimo, da vecCina osebkov pripada eni skupini, od katere odstopa samo en

osebek.
2.5
20
®
(o]
~
~
o
1 1 2 3 4 5 6

7,25 %

Slika 6: Razvr$¢anje osebkov v skupine z metodo FCA.

Lokacije odvzema in genotipi posameznih osebkov srnjadi so prikazani na Sliki 4.
Prikazanih je 57 osebkov na od skupno 74, saj za preostalih 17 osebkov nismo imeli na
razpolago koordinat lokacij odvzema.
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Slika 7: Lokacije odvzema osebkov srnjadi s prikazanim genotipom, dolo¢enim s programom Structure, v
lovis¢u Oljka.

4 RAZPRAVA IN SKLEP

Pri racunanju heterozigotnosti, Hardy-Weinbergovega ravnotezja, Stevila alelov in
koeficienta inbreedinga Fis smo upostevali vseh 74 vzorcev. Pri raCunanju sorodnosti s
programom Cervus smo tudi upoStevali vseh 74 vzorcev, vendar smo pri grafi¢nih prikazih
upostevali samo tiste vzorce (skupno 57), za katere smo poznali koordinate lokacij odvzema.

Lokusi so bili v glavnem visoko polimorfni (2 do 14 alelov). Devet lokusov je imelo 6-14
alelov, lokus NVHRT16 tri alele in lokus Roel dva alela. Povprecno $tevilo alelov na lokus
je bilo to¢no 7. Do podobnih rezultatov so prisli tudi v razli¢nih raziskavah na evropski srni
(Galan in sod. 2003, Coulon in sod. 2004, 2006; glej tudi Preglednico 11).

Opazena heterozigotnost je bila pri vecini lokusov (8 od 11) manjSa od pricakovane, le pri
treh lokusih (CSSM66, NVHRT24, Roel) je veljalo obratno. Heterozigotnost je pomembno
merilo genetske diverzitete. Visoka heterozigotnost oznacuje, da je v populaciji velika
genetska variabilnost, nizke vrednosti pa kaZejo na majhno variabilnost populacije
(Frankham in sod. 2009). V preglednici 11 so prikazane povprecne pricakovane in opazene
heterozigotnosti, povprecno Stevilo alelov in povprecni koeficient inbreedinga Fis
pricujoCega dela in dveh drugih raziskav (Coulon in sod. 2004, 2006). Obe raziskavi sta bili
izvedeni v juzni Franciji. V prvi raziskavi (2004) so raziskovali vpliv krajinske fragmentacije
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na genski pretok pri srnjadi. Medtem ko v drugi raziskavi (2006) pa so raziskovali genetsko
strukturo populacije srnjadi, ki je nedavno spet naselila doloceno obmocje, ki je krajinsko

fragmentirano.

Preglednica 11: Prikaz povprecij parametrov v primerljivih raziskavah. Prikazane so pricakovana (He) in
opazena heterozigotnost (Ho), koeficient inbreedinga (Fis), Stevilo alelov (NA) in razpon $tevila alelov.

Raziskava He Ho Fis NA Razpon NA
PriCujoca raziskava 0,6831 0,5651 0,17634 7 2-14
Coulon in sod. 2004 0,6634 0,6493 0,02076 6,58 2-17
Coulon in sod. 2006 0,6843 0,6720 0,01797 7,5 2-19
Galan in sod. 2003 5,67 2-15

V primerjavi s predhodnimi raziskavami ugotavljamo, da najmanj odstopa vrednost Stevila
alelov, razpon Stevila alelov in pri¢akovana heterozigotnost. Medtem ko med Studijami
najbolj odstopata vrednosti opazene heterozigotnosti in koeficient inbreedinga (Fis).
OpaZzena heterozigotnost je v primerjavi z ostalimi raziskavami nizja. Na vrednost Ho ima
vpliv opaZzena heterozigotnost lokusa NVHRT?73, ki znasa 0,1233. Ce slednje vrednosti ne
bi upostevali, bi povpre¢na opazena heterozigotnost znasala 0,6093, kar je bistveno visja
vrednost od dobljene (0,5651). Iz prikazanega lahko potrdimo, da je opazena heterozigotnost
manjsa, kar je lahko posledica usmerjenega izvajanja lova (npr. vecji odvzem osebkov, ki
zivijo blizje gozdnega roba in pogosteje izstopajo na travnike ali podobnih vzrokov).

S programom Structure harvester smo za najverjetnejse Stevilo klastrov dolocili dve skupini
genetsko prepoznavno razli¢nih osebkov. S programom Genetix smo izrisali graf (Slika 4),
ki ponazarja genotipsko razvrstitev osebkov glede na genetske razdalje. 1z grafa je razvidno,
da pripadajo osebki eni sami vecji skupini, kjer vsekakor doloceni osebki izstopajo glede na
y os, eden pa glede na x os.

V podobni raziskavi (Coulon in sod. 2006) so uporabili za analizo populacijske strukture
srnjadi poleg programa Structure Se program Geneland (Guillot in sod. 2005). Structure je
v tem primeru dolocil eno samo skupino, medtem ko je Geneland dolocil dve. Geneland
uporablja metodo Monte Carlo Markovsko verigo (angl. MCMC).

Rezultati v Genelandu so kazali Sibko vendar pomembno diferenciacijo; prednost programa
je ravno v tem, da lahko prepozna Sibko genetsko strukturo. Zato bi v prihodnje lahko
genotipe analizirali tudi v omenjenem programu.

Rezultati v programu Structure prikazujejo, da so osebki mesane skupine dokaj enakomerno
razporejeni po celotnem lovis¢u, medtem ko na severozahodnem in severovzhodnem delu
lovisca prevladujejo osebki skupine S1, osebki skupine S2 pa prevladujejo v zahodnem delu
lovisca. Taka razporeditev osebkov razlicnih genetskih skupin v prostoru lahko nakazuje na
barierni efekt Pake kot manjSe reke in magistralne ceste na genetski pretok znotraj populacije
srnjadi v raziskovalnem obmocju.
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Genetska strukturiranost srnjadi v lovis¢u Oljka je verjetno posledica prostorsko-
geografskih znacilnosti lovis¢a, saj se na vzhodnem in zahodnem delu nahaja gozdnata
krajina, vmes pa je ravnina s prevladujoco kmetijsko krajino, naselji, prometnicami in tudi
reko Pako. Reka Paka lahko skupaj z ob njej potekajo¢ima magistralno cesto in zeleznico
tvori bariero med vzhodnim in zahodnim delom lovi$¢a oz. tam zivecih osebkov srnjadi. Na
severnem delu je ravnina bistveno ozja kot v juznem delu, kar drasticno zmanjSuje razdaljo
med gozdovi na obeh straneh. Zato severni del lahko predstavlja povezavo med vzhodnim
in zahodnim delom lovis¢a. To lahko dodatno potrjujemo z dejstvom, da se na severnem
delu nahaja bistveno ve¢ osebkov iz me$ane skupine kot na juznem delu. Ce so nasa
predvidevanja pravilna, lahko sklepamo, da je na juznem delu obmocja prisotna moc¢nejsa
geografska/urbana bariera, ki zmanjsuje stik med osebki. To na nek nacin potrjujejo tudi
rezultati ocene sorodnosti, ki so podrobneje komentirani ze v poglavju Rezultati. Vendar
zaradi majhnega Stevila ocen verjetnega ocetovstva (samo tri povezave) in materinstva
(devet povezav) tezko sklepamo, ali so razlike v prostorki razporeditvi genotipov posledica
prisotne bariere, usmerjenega nacina lova ali pa specifi¢ne paritvene strategije srnjadi.

Torej ena izmed glavnih prednosti tega dela je ta, da smo uspesno genotipizirali velik delez
osebkov srnjadi iz obmod¢ja loviica Oljka, Smartno ob Paki, ter pridobili ve¢ informacij glede
strukturiranosti populacije in sorodnosti dolo¢enih osebkov. Pridobili smo tudi pomembne
informacije glede geografskih barier, ki vplivajo na populacijo srnjadi.

Ena izmed slabosti nasega dela je ta, da tezko lahko povzamemo neke konkretne zakljucke,
saj imamo premalo podatkov na razpolago. Trenutno imamo podatke o koordinatah za 57
vzorcev, medtem ko za ostalih 17 vzorcev nimamo te informacije, zato bomo v nadaljnem
skusSali pridobiti te podatke in jih analizirali skupaj z ze obdelanimi vzorci.

Dodatno bomo $e pridobili podatke drugih osebkov, kar bo dodatno obogatelo nase delo.
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PRILOGE
Priloga A: Velikosti mikrosatelitnih markerjev za 74 vzorcev.

ID | BMISIS | BM757 CSSM66 | NVHRT2I | NVHRT73 | NVHRT24 | NVHRT48 | NVHRTI6 | Roel ETH225 Roe8

1 | 255 [ 265 | 178 | 188 | 173 | 175 | 156 | 170 | 232 | 232 | 138 | 142 | 91 | 93 | 158 | 166 | 134 | 136 | 136 | 138 | 74 | 74
2 | 249 | 255 | 180 | 180 | 167 | 175 | 156 | 164 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 156 | 166 | 134 | 136 | 138 | 144 | 74 | 88
3 [ 249 | 255 | 178 | 178 | 167 | 173 | 164 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 91 | 95 | 158 | 174 | 134 | 136 | 136 | 140 | 66 | 74
4 | 265 | 265 | 180 | 180 | 167 | 173 | 160 | 164 | 232 | 234 | 126 | 138 | 91 | 93 | 166 | 174 | 134 | 136 | 142 | 144 | 74 | 88
5 | 257 | 265 | 180 | 180 | 167 | 175 | 162 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 91 | 93 | 168 | 174 | 134 | 134 | 140 | 140 | 74 | 84
6 | 257 | 257 | 178 | 188 | 167 | 175 | 156 | 164 | 232 | 232 | 138 | 138 | 93 | 93 | 156 | 156 | 134 | 136 | 140 | 140 | 84 | 84
7 | 249 | 257 | 178 | 180 | 173 | 185 | 164 | 164 | 232 | 232 | 138 | 146 | 93 | 93 | 000 | 000 | 134 | 134 | 138 | 138 | 74 | 74
8 | 255 [ 255 | 178 | 180 | 175 | 175 | 166 | 170 | 232 | 232 | 138 | 146 | 93 | 95 | 158 | 164 | 134 | 134 | 138 | 138 | 78 | 84
9 | 265 | 265 | 178 | 180 | 173 | 173 | 170 | 176 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 158 | 158 | 134 | 136 | 140 | 140 | 72 | 72
10 | 255 | 265 | 178 | 178 | 173 | 187 | 168 | 170 | 230 | 230 | 138 | 142 | 91 | 93 | 158 | 168 | 136 | 136 | 138 | 144 | 74 | 80
11 | 249 | 265 | 178 | 182 | 175 | 175 | 166 | 170 | 232 | 250 | 126 | 138 | 91 | 91 | 000 | 000 | 134 | 136 | 138 | 144 | 74 | 76
12 | 257 | 257 | 178 | 178 | 173 | 175 | 164 | 166 | 232 | 232 | 138 | 138 | 93 | 93 | 156 | 156 | 134 | 134 | 140 | 140 | 64 | 64
13 | 247 | 247 | 178 | 180 | 175 | 187 | l64 | 168 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 156 | 168 | 134 | 136 | 142 | 142 | 74 | 74
14 | 249 [ 257 | 178 | 178 | 173 | 175 | 162 | 170 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 156 | 168 | 134 | 136 | 142 | 144 | 74 | 78
15 | 255 | 265 | 178 | 180 | 175 | 175 | 170 | 170 | 232 | 256 | 140 | 144 | 91 | 93 | 156 | 174 | 134 | 136 | 138 | 138 | 76 | 86
16 | 257 | 257 | 178 | 178 | 173 | 173 | 164 | 166 | 232 | 232 | 140 | 148 | 93 | 93 | 156 | 156 | 134 | 134 | 142 | 142 | 78 | 82
17 | 257 | 265 | 178 | 178 | 173 | 173 | 164 | 164 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 168 | 174 | 134 | 134 | 140 | 144 | 74 | 78
18 | 249 | 255 [ 178 | 178 | 173 | 175 | 164 | 170 | 232 | 250 | 138 | 144 | 91 | 93 | 168 | 168 | 134 | 136 | 142 | 146 | 78 | 94
19 | 257 | 265 | 188 | 188 | 173 | 173 | 170 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 91 | 95 | 156 | 168 | 134 | 134 | 138 | 138 | 78 | 78
20 | 249 | 257 | 180 | 188 | 173 | 175 | 164 | 170 | 232 | 232 | 138 | 140 | 93 | 93 | 168 | 174 | 136 | 136 | 138 | 144 | 74 | 82
21 | 255 | 255 | 178 | 180 | 167 | 175 | 156 | 164 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 156 | 174 | 134 | 136 | 142 | 142 | 76 | 82
22 | 255 | 263 | 178 | 194 | 167 | 175 | 162 | 168 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 168 | 168 | 134 | 136 | 136 | 138 | 74 | 76
23 | 257 | 263 | 178 | 178 | 167 | 175 | 156 | 168 | 232 | 232 | 126 | 138 | 91 | 93 | 156 | 166 | 134 | 136 | 140 | 140 | 84 | 86
24 | 255 | 263 | 176 | 178 | 173 | 175 | 162 | 168 | 232 | 232 | 138 | 138 | 91 | 93 | 166 | 166 | 134 | 134 | 140 | 140 | 74 | 84
25 | 257 | 257 | 180 | 180 | 167 | 175 | 162 | 164 | 232 | 232 | 126 | 138 | 91 | 93 | 156 | 174 | 134 | 134 | 142 | 142 | 74 | 80
26 | 249 | 265 | 178 | 180 | 175 | 175 | 164 | 164 | 232 | 232 | 126 | 138 | 93 | 93 | 158 | 158 | 134 | 134 | 140 | 146 | 76 | 82
27 | 257 | 257 | 178 | 180 | 175 | 175 | 162 | 170 | 232 | 232 | 138 | 140 | 93 | 93 | 156 | 168 | 134 | 134 | 136 | 144 | 76 | 84
28 | 255 | 265 | 178 | 178 | 173 | 175 | 170 | 170 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 156 | 174 | 134 | 136 | 136 | 140 | 76 | 84
29 | 251 | 257 | 178 | 188 | 173 | 175 | 168 | 170 | 232 | 232 | 126 | 138 | 93 | 93 | 166 | 166 | 136 | 136 | 140 | 146 | 76 | 82
30 | 265 | 265 | 180 | 180 | 173 | 175 | 164 | 170 | 256 | 256 | 140 | 140 | 93 | 93 | 174 | 174 | 134 | 134 | 140 | 140 | 76 | 82
31 | 249 | 253 | 178 | 180 | 167 | 173 | 164 | 176 | 230 | 230 | 128 | 138 | 91 | 93 | 168 | 174 | 134 | 134 | 144 | 144 | 74 | 74
32 | 249 | 265 | 178 | 178 | 173 | 173 | 162 | 168 | 232 | 232 | 126 | 138 | 93 | 95 | 164 | 168 | 134 | 134 | 140 | 140 | 76 | 76
33 | 249 | 265 | 180 | 180 | 173 | 175 | 164 | 170 | 232 | 256 | 138 | 140 | 93 | 93 | 158 | 174 | 134 | 136 | 140 | 144 | 76 | 82
34 | 257 | 257 | 178 | 194 | 173 | 175 | 164 | 170 | 230 | 266 | 144 | 144 | 91 | 93 | 158 | 166 | 134 | 134 | 144 | 144 | 74 | 74
35 | 265 | 265 | 180 | 180 | 173 | 175 | 148 | 160 | 232 | 232 | 138 | 140 | 93 | 93 | 158 | 168 | 134 | 134 | 142 | 142 | 70 | 74
36 | 255 | 255 | 180 | 180 | 167 | 175 | 166 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 93 | 93 | 156 | 166 | 136 | 136 | 142 | 142 | 74 | 74
37 | 257 | 265 | 180 | 180 | 173 | 175 | 164 | 164 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 156 | 174 | 134 | 134 | 138 | 138 | 76 | 82
38 | 257 | 265 | 178 | 178 | 175 | 175 | 160 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 93 | 93 | 166 | 174 | 134 | 134 | 142 | 142 | 76 | 82
39 | 249 | 255 | 178 | 180 | 175 | 175 | 156 | 170 | 232 | 256 | 138 | 138 | 93 | 93 | 156 | 156 | 134 | 134 | 140 | 140 | 76 | 82
40 | 255 | 257 | 178 | 180 | 175 | 175 | 164 | 172 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 156 | 156 | 136 | 136 | 140 | 146 | 74 | 84
41 | 251 | 265 | 178 | 188 | 173 | 175 | 164 | 164 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 158 | 158 | 134 | 134 | 136 | 142 | 74 | 84
42 | 255 | 265 | 178 | 178 [ 173 | 173 | 166 | 170 | 232 | 232 | 138 | 140 | 91 | 95 | 158 | 166 | 134 | 134 | 136 | 140 | 68 | 74
43 | 255 | 265 | 178 | 188 | 173 | 175 | 164 | 170 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 158 | 158 | 134 | 134 | 142 | 142 | 72 | 86
44 | 249 | 255 | 178 | 178 | 167 | 173 | 156 | 166 | 232 | 232 | 138 | 140 | 93 | 95 | 158 | 158 | 134 | 134 | 140 | 144 | 74 | 82
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45 [ 255 [ 255 | 160 | 182 | 173 | 175 | 160 | 176 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 166 | 166 | 134 | 136 | 136 | 136 | 74 | 84
46 | 249 | 251 | 178 | 178 | 173 | 175 | 170 | 170 | 232 | 266 | 126 | 138 | 93 | 93 | 158 | 178 | 134 | 136 | 140 | 140 | 74 | 78
47 | 265 | 265 | 178 | 178 | 173 | 175 | 164 | 172 | 232 | 232 | 138 | 138 | 93 | 93 | 156 | 168 | 134 | 134 | 138 | 146 | 74 | 78
48 | 251 | 255 | 178 | 178 | 175 | 175 | 164 | 170 | 232 | 232 | 126 | 138 | 91 | 93 | 156 | 166 | 134 | 134 | 144 | 144 | 74 | 88
49 | 265 | 265 | 180 | 180 | 175 | 175 | 164 | 170 | 232 | 256 | 138 | 140 | 91 | 93 | 166 | 174 | 134 | 134 | 140 | 140 | 70 | 84
50 | 257 | 265 | 178 | 188 | 175 | 175 | 164 | 164 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 156 | 174 | 136 | 136 | 138 | 138 | 74 | 84
51 | 265 | 265 | 176 | 178 | 173 | 175 | 164 | 170 | 232 | 232 | 138 | 142 | 91 | 93 | 156 | 156 | 136 | 136 | 142 | 146 | 74 | 84
52 | 251 | 251 | 176 | 176 | 173 | 175 | 160 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 93 | 95 | 168 | 174 | 134 | 136 | 140 | 140 | 84 | 86
53 | 249 | 265 | 176 | 178 | 173 | 173 | 168 | 176 | 232 | 232 | 138 | 138 | 93 | 95 | 156 | 166 | 134 | 136 | 146 | 146 | 74 | 78
54 | 000 | 000 | 180 | 180 | 173 | 173 | 000 | 000 | 232 | 232 | 000 | 000 | 93 | 93 | 158 | 166 | 000 | 000 | 000 | 000 | 78 | 84
55 | 249 | 257 | 178 | 178 | 173 | 175 | 164 | 170 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 158 | 166 | 134 | 134 | 146 | 146 | 78 | 84
56 | 249 | 257 | 180 | 188 | 173 | 175 | 166 | 170 | 232 | 232 | 138 | 142 | 93 | 95 | 156 | 158 | 134 | 136 | 142 | 146 | 84 | 88
57 | 257 | 257 | 188 | 188 | 167 | 173 | 170 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 91 | 95 | 156 | 174 | 134 | 136 | 138 | 138 | 78 | 84
58 | 249 | 257 | 180 | 180 | 167 | 173 | 170 | 178 | 232 | 232 | 138 | 140 | 91 | 93 | 156 | 168 | 134 | 136 | 142 | 146 | 74 | 80
59 | 249 | 265 | 180 | 182 | 171 | 171 | 178 | 178 | 200 | 200 | 000 | 000 | 91 | 93 | 156 | 166 | 136 | 136 | 146 | 146 | 86 | 86
60 | 249 | 265 | 178 | 180 | 167 | 175 | 156 | 170 | 232 | 232 | 126 | 126 | 91 | 93 | 156 | 166 | 134 | 136 | 146 | 146 | 74 | 86
61 | 255 | 265 | 180 | 180 | 173 | 175 | 164 | 164 | 000 | 000 | 000 | 000 | 91 | 93 | 156 | 166 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
62 | 249 | 249 | 188 | 194 | 175 | 175 | 162 | 170 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 000 | 000 | 134 | 136 | 146 | 146 | 78 | 84
63 | 249 | 257 | 178 | 188 | 173 | 175 | 162 | 170 | 232 | 232 | 138 | 144 | 93 | 93 | 156 | 156 | 134 | 136 | 138 | 146 | 78 | 84
64 | 249 | 257 | 178 | 178 | 167 | 167 | 164 | 164 | 232 | 232 | 138 | 138 | 91 | 93 | 156 | 156 | 134 | 136 | 140 | 140 | 74 | 84
65 | 249 | 255 | 178 | 178 | 167 | 175 | 170 | 170 | 232 | 232 | 126 | 126 | 91 | 93 | 156 | 156 | 134 | 136 | 140 | 140 | 84 | 84
66 | 249 | 257 | 180 | 180 | 167 | 175 | 170 | 170 | 232 | 232 | 126 | 138 | 91 | 93 | 156 | 156 | 134 | 136 | 140 | 140 | 84 | 84
67 | 249 | 249 | 188 | 194 | 175 | 175 | 162 | 170 | 232 | 232 | 138 | 144 | 91 | 93 | 156 | 166 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
68 | 249 | 255 | 178 | 178 | 167 | 175 | 170 | 170 | 232 | 232 | 128 | 128 | 91 | 93 | 156 | 156 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
69 | 249 | 257 | 180 | 180 | 167 | 175 | 170 | 170 | 232 | 232 | 126 | 138 | 93 | 93 | 156 | 166 | 134 | 136 | 140 | 140 | 80 | 84
345 | 249 | 265 | 176 | 180 | 173 | 175 | 164 | 178 | 232 | 232 | 138 | 138 | 93 | 93 | 166 | 166 | 134 | 136 | 136 | 140 | 72 | 72
350 | 249 | 249 | 180 | 180 | 173 | 175 | 170 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 91 | 93 | 156 | 164 | 134 | 134 | 136 | 140 | 84 | 84
351 | 249 | 249 | 160 | 176 | 173 | 175 | 170 | 170 | 232 | 232 | 138 | 138 | 91 | 93 | 158 | 164 | 134 | 134 | 136 | 142 | 74 | 84
358 | 249 | 249 | 178 | 180 | 173 | 175 | 168 | 168 | 232 | 232 | 138 | 146 | 93 | 93 | 166 | 168 | 134 | 134 | 138 | 138 | 74 | 74
359 | 257 | 257 | 180 | 180 | 173 | 175 | 160 | 164 | 232 | 232 | 126 | 126 | 93 | 95 | 156 | 156 | 134 | 134 | 136 | 136 | 74 | 82
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Priloga B: Zbirnik razporejenosti posameznih osebkov po skupinah (glej tudi Preglednico
10, kjer so podane vrednosti g).

Skupina S1 (n=9) Skupina S2 (n = 10) Mesana skupina (n = 55)
LME-1 LME-5 LME-2 LME-20 LME-38 LME-57
LME-10 LME-6 LME-3 LME-21 LME-40 LME-58
LME-18 LME-25 LME-4 LME-22 LME-41 LME-60
LME-24 LME-30 LME-7 LME-23 LME-43 LME-61
LME-32 LME-39 LME-8 LME-26 LME-44 LME-62
LME-42 LME-50 LME-9 LME-27 LME-46 LME-63
LME-45 LME-64 LME-11 LME-28 LME-47 LME-67
LME-53 LME-65 LME-12 LME-29 LME-48 LME-68
LME-59 LME-66 LME-13 LME-31 LME-49 LME-345
LME-69 LME-14 LME-33 LME-51 LME-350

LME-15 LME-34 LME-52 LME-351
LME-16 LME-35 LME-54 LME-3538
LME-17 LME-36 LME-55 LME-359
LME-19 LME-37 LME-56
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