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Izvlecek:

V Sloveniji sta razSirjeni dve vrsti iz skupine velikih pupkov (Triturus cristatus superspecies). To
sta splo$no razsirjen veliki pupek (Triturus carnifex) in nedavno odkriti panonski pupek (Triturus
dobrogicus). Slednji je bil pred naso raziskavo dolocen le na podlagi morfoloskih znakov na
obmocju reke Mure v severovzhodni Sloveniji. V pricujoci raziskavi smo analizirali 64 vzorcev
pupkov iz 17 lokacij vzdolz reke Mure. Za dolocitev vrste in hibridizacije med vrstami smo
uporabili analizo fragmenta mitohondrijskega gena (citokrom b) in genotipizacijo jedrnih
markerjev (7 mikrosatelitnih lokusov). Na osnovi DNA analize smo potrdili prisotnost panonskega
pupka v severovzhodni Sloveniji kot tudi hibridizacijo in introgresijo med obema vrstama.
Panonski pupek je bil pogostejsi na levem bregu Mure in dolvodno po reki proti tromeji s Hrvasko
in Madzarsko. Na desnem bregu sta bila najdena le dva osebka panonskega pupka. Z
mikrosatelitnimi markerji smo dolo¢ili 43 hibridnih osebkov od skupno 64 vzorcenih osebkov. Le
9 osebkov panonskega pupka od 38 je bilo doloc¢enih kot Cisti genotip. To potrjuje obstoj tako
Cistih osebkov T. dobrogicus kot hibridov T. dobrogicus x T. carnifex v Sloveniji. Za dolocCitev
razsirjenosti panonskega pupka in obseznosti hibridne cone v Sloveniji bodo potrebne dodatne

raziskave ¢ez vecji del vzhodne Slovenije.
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Abstract:

In Slovenia, two species from the Triturus cristatus superspecies are present. The widely
distributed Italian crested newt (Triturus carnifex), and recently discovered Danube crested newt
(Triturus dobrogicus). Before our study T. dobrogicus was determined only on the basis of
morphological signs in area of river Mura in north-east part of Slovenia. In this study, we analyzed
64 sampled newts from 17 localities along the Mura river. For species determination and hybrid
detection we used fragment of mitochondrial gene (cytochrome b) and nuclear (7 microsatellite
loci) markers. With DNA analysis we confirmed the presence of Danube crested newt in north-
east Slovenia, as well as hybridization and introgression between the two species. T. dobrogicus
was more frequent on the left river bank of Mura river and downstream along the river to the
border with Croatia and Hungary. On the right river bank only two T. dobrogicus specimens were
found. With microsatellite markers, we determined 43 hybrid specimens from a total of 64
samples. Only 9 T. dobrogicus of 38 specimens were designates as pure genotype. This confirms
the existence of both pure T. dobrogicus specimens and T. dobrogicus x T. carnifex hybrids in
Slovenia. Additional research in east Slovenia will be needed to determine the prevalence of T.
dobrogicus and the extent of the hybrid zone.
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1 UVvOD

V Sloveniji so razsirjene Stiri vrste pupkov, navadni pupek (Lissotriton vulgaris), planinski
pupek (Mesotriton alpestris), veliki pupek (Triturus carnifex) in panonski pupek (Triturus
dobrogicus) (Veenvliet in Kus Veenvliet 2008; Stankovi¢ in Deli¢ 2012). Velikega in
panonskega pupka uvr§¢amo v rod Triturus, ki je razdeljen na marmorirane pupke (angl.
Marbeld newts) in na skupino velikih pupkov (angl. Crested newts superspecies). K
marmoriranim pupkom priStevamo 2 vrsti, Triturus marmoratus in Triturus pygmaeus (Jehle
in sod. 2011). V skupino velikih pupkov pa po zadnjih objavah pristevamo 7 vrst: veliki pupek
(Triturus carnifex), severni veliki pupek (Triturus cristatus), panonski pupek (Triturus
dobrogicus), Triturus karelinii, Triturus macedonicus, Triturus ivanbureschi in Triturus
anatolicus (Wielstra in sod. 2013; Wielstra in Arntzen 2016) (Slika 1). Veliki pupek je razsirjen
po vsej Sloveniji, medtem ko je bil panonski pupek doslej najden le ob reki Muri na
severovzhodu Slovenije (Veenvliet in Kus Veenvliet 2008; Stankovi¢ in Deli¢ 2012).

Pupki so, kot ostale vrste dvozivk, ogrozeni tako na globalni kot lokalni ravni. Dvozivke so
obcutljive na spremembe in jih prizadenejo Ze manjSe spremembe v okolju. Velik problem
predstavlja intenzifikacija kmetijstva, pri katerem se uporablja vecja koli¢ina gnojil in Skropiv,
ki pridejo v stik z vodnimi habitati dvozivk. V stiku z onesnazeno vodo se lahko koza dvozivk
poskoduje, saj je izredno tanka in prepustna (Arntzen in sod. 1997; Veenvliet in Kus Veenvliet
2008). V veliki meri jih ogroza degradacija, izsuSevanje in zaraS¢anje vodnih habitatov (Jehle
in sod. 2011). Ogroza jih tudi cestna infrastruktura, ki povzroci fragmentacijo kopenskih

ovwe

konc¢na pod kolesi avtomobilov (Veenvliet in Kus Veenvliet 2008; Jehle in sod. 2011).

Dolocene vrste dvoZzivk ogroza tudi hibridizacija, ki se pojavlja na sticnih obmo¢jih arealov
ozko sorodnih vrst (Mikulicek in sod. 2012). Skupina velikih pupkov ima parapatri¢no
razirjenost, na nekaterih obmogjih tako prihaja do stika dveh ali celo treh vrst, pri katerih je
mnogokrat potrjena hibridizacija in introgresija genov (Maletzky in sod. 2008; Maletzky in sod.
2010, Mikuli¢ek in sod. 2012, Wielstra in Arntzen 2012).

Na obmoc¢ju Mure v Sloveniji se stikata areala velikega in panonskega pupka, zato obstaja
velika verjetnost, da med vrstama na tem obmocju poteka hibridizacija. Tako je mozno, da v
Sloveniji nimamo Cistih populacij panonskega pupka, temvec le hibride obeh vrst. Zato Zelimo
v nalogi z molekularnimi metodami (uporabo razli¢nih molekulskih markerjev) doloditi vrstno
pripadnost ujetim osebkom pupkov vzdolZ reke Mure. Prav tako bomo raziskali genetsko
diverziteto populacij ter njihovo genetsko strukturiranost. Preverili bomo ali prihaja na obmocju
Mure do hibridizacije med obema vrstama. Za uspe$no varovanje vrst in njihovih populacij je
s staliS¢a varstvene biologije pomembna taksonomska dolocitev oz. dolo€itev evolucijsko
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pomembnih enot pri genetsko ¢istih populacijah in pri tem pri tem iz varovanja izlo¢iti hibride
med dvema ali ve¢ vrstami.

B 7. cristatus [0 7. dobrogicus B T. ivanbureschi
B 7. marmoratus B T. carnifex B 7. anatolicus
1 7. pygmaeus [ T. macedonicus B T. karelinii

Slika 1: Razsirjenost pupkov iz skupine Triturus. (Prirejeno po Wielstra in Arntzen 2011).

1.1 Veliki pupek (Triturus carnifex) (Laurenti 1768)

1.1.1 Opis vrste

Veliki pupki so na zgornji strani telesa rjavo, sivo ali rumenkasto obarvani. Trebuh imajo
obarvan v znacilno Zivo oranzni barvi s §tevilnimi temnimi lisami, na bokih imajo lahko nekaj
belih pik (Arnold in Ovenden 2002; Veenvliet in Kus Veenvliet 2008; Jehle in sod. 2011). Grlo
je temne barve, posuto z majhnimi belimi pikami (Veenvliet in Kus Veenvliet 2008; Jehle in
sod. 2011). Samice odraslega velikega pupka dosegajo dolzino telesa do 18 cm, samci so v
povprecju nekoliko krajsi (Arnold in Ovenden 2002; Veenvliet in Kus Veenvliet 2008). Samca
lo¢imo od samice po tem, da ima po sredini repa svetlomodro progo in vecjo kloako kot samica.
V Casu parjenja imajo samci nazob¢an hrbtni greben, ki pa je manj nazobc¢an kot pri panonskem
in severnem velikem pupku (Veenvliet in Kus Veenvliet 2008; Jehle in sod. 2011). Samice
imajo spodnji del repa oranzno obarvan, veéina samic ima tudi rumeno progo, ki poteka ¢ez
hrbet (Arnold in Ovenden 2002; Veenvliet in Kus Veenvliet 2008; Jehle in sod. 2011). Obdobje
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parjenja poteka v stojecih vodah od aprila do junija. Samica jajceca, ki so ovalne oblike, zavije
v liste rastlin, s ¢imer jih zavaruje pred plenilci (Veenvliet in Kus Veenvliet 2008). Li¢inke
imajo na hrbtnem delu repnega grebena velike temne pike, greben je visok in sega dale¢ naprej
po telesu, vse do glave. Rep je na koncu oblikovan v tanko nitasto konico. Prste zadnjih okon¢in
imajo podaljsane. Skupna dolzina telesa li¢inke velikega pupka je do 9 cm (Jehle in sod. 2011).
Preobrazba li¢ink se dogaja v septembru, ko so li¢inke velike priblizno 70 mm (Griffiths 1996).
Mladi, preobrazeni osebki imajo na trebuhu manj lis kot odrasli, na hrbtu pa imajo rumeno
progo, tako kot samice. Vecina aktivnosti pupkov poteka ponoci in po dezju (Veenvliet in Kus
Veenvliet 2008). Zivljenjska doba velikega pupka je do 16 let (Jehle in sod. 2011).

1.1.2 Razlikovanje od ostalih vrst

Veliki pupek se od ostalih vrst iz rodu Triturus lo¢i po tem, da je precej robusten in ima dolge
noge. Robustna telesa z daljSimi okoncinami imajo prednost pri premikanju na kopnem. Veliki
pupek tako vecino zivljenja prezivi na kopnem, le okoli Stiri mesece prezivi v vodi (Arntzen in
sod. 2007; Mikulicek in sod. 2012). Od severnega velikega pupka se lo¢i po tem, da ima bolj
gladko kozo, trebuh pa ima pogosto bolj oranze barve (Arnold in Ovenden 2002). Ker je loCitev
vrst iz rodu velikih pupkov na podlagi morfoloskih znakov tezavna, se za determinacijo vrst
uporablja Woltestorffov indeks, ki ga je razvil herpetolog Willy Wolterstorff (Arntzen in sod.
2007). To je razmerje med dolzino sprednjih okonéin in razdaljo med sprednjimi in zadnjimi
okon¢inami (Arntzen in sod. 2007). Pri uporabi Wolterstorffovega indeksa prihaja do 31%
napacno dolocenih vrst, zato je ze Wolterstorff predvidel, da bi uporaba znacilnosti skeleta
dala boljSe kriterije za lo¢evanje med vrstami (Arntzen in Wallis 1994). Tako je zanesljivejsa
metoda doloCanja vrste rentgenska analiza Stevila vretenc, ki nosijo rebra (RBV), kar sta
potrdila tudi Arntzen in Wallis (1994), ki sta ugotovila, da ta metoda vodi le do 13,7% napacne
dolocitve vrste. Vrednosti Wolterstorffovega indeksa in Stevila vretenc, ki nosijo rebra, so za
posamicno vrsto prikazane v Preglednici 1. 1z preglednice je razvidno, da je indeks dobro merilo
za locitev panonskega pupka od drugih vrst, medtem ko je ostale vrste med sabo teZje lociti
(Jehle in sod. 2011). Za dolocitev vrstne pripadnosti so v takem primeru najzanesljivejSe
molekularno genetske metode (Wielstra in Arntzen 2016).
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Preglednica 1: Vrednosti Wolterstorffovega indeksa in Stevilo vretenc, ki nosijo rebra, za posamezne vrste iz
skupine velikih pupkov (Povzeto po Jehle in sod. 2011).

Woltestorffov indeks Stevilo vretenc, ki
nosijo rebra
Samci Samice
Triturus dobrogicus <b4 <46.2 16-17
Triturus cristatus 54.0-63.7 46.2-53.9 15
Triturus carnifex 63.7-67.1 53.9-59.2 14
Triturus karelinii >67.1 >59.2 13

1.1.3 Habitat

Pupki iz rodu Triturus imajo radi odprte, vecje in globje vodne habitate, kot druge vrste pupkov.
Raje se zadrZujejo v vodnih telesih, ki niso pretirano osencena in so v srednjem in poznem
suksecijskem stadiju. Vegetacija in druge strukture v vodnih habitatih so pomembne pri
odlaganju jaj¢ec pupkov (Jehle in sod. 2011). RazmnoZevanje in razvoj li¢ink poteka v stalnih
ali obcasnih vodnih telesih, vendar se izogibajo habitatov v katerih so naseljene ribe. Veliki
pupek prezivi v vodi 4 mesece. Najdemo jih tako v stojecih kot pocasi tekoc¢ih vodah. Pogosto
pa naseljujejo tudi habitate, ki jih je ustvaril ¢lovek, kot so kamnolomi, vodnjaki, kali, cisterne
in korita za napajanje (Veenvliet in Kus Veenvliet 2008; Arntzen 2007; Romano in sod. 2009;
Jehle in sod. 2011). Po kon¢ani paritvi se pupki preselijo na kopno, kjer se skrivajo pod kamni
in debli, zaradi Cesar jih je na kopnem zelo tezko opaziti. Na kopnem jih najdemo vecinoma v
listnatih in meSanih gozdovih, ki so od 100 do 200 m oddaljeni od razmnoZevalnih habitatov.
Veliki pupek je razsirjen vse od morja do 2000 m morske visine (Romano in sod. 2009).

1.1.4 RazSirjenost vrste

Veliki pupek se pojavlja v ltaliji (brez otokov), Sloveniji, severnem delu Hrvaske, na
severozahodnem delu Bosne in Hercegovine, zahodnem delu Madzarske, v Avstriji, severno od
Alp in juznem delu Ceske. Vnesen je bil tudi na Nizozemsko, na Azore (Portugalska), Svico,
Nemcdijo in v Veliko Britanijo (Romano in sod. 2009). Razsirjenost je prikazana na Sliki 2. V
Sloveniji je splo$no razsirjen, vendar razmeroma redek (Veenvliet in Kus Veenvliet 2008).
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Slika 2: Razsirjenost velikega pupka (Triturus carnifex).

1.1.5 Varstveni status in vzroki ogroZenosti

V Sloveniji je veliki pupek, kot vse ostale dvozivke, zavarovan z Uredbo o zavarovanih prosto
zive&ih Zivalskih vrstah (Url. I. RS §t. 2004, dopolnitev 13.10.2016). Zivali je tako prepovedano
loviti, vznemirjati, usmrtiti, zastrupljati in odvzeti iz narave. V uredbi je dopuscena izjema le
za raziskovalne namene. Veliki pupek je uvrScen na Rdeci seznam ogroZenih rastlinskih in
zivalskih vrst (2002) kot ranljiva vrsta. Zas¢iten je tudi z Direktivo sveta 0 ohranjanju naravnih
habitatov ter prosto zive¢ih Zivalskih in rastlinskih vrst (92/43/EGS z dne 21. maja 1992), kjer
spada v kategorijo Il in 1V. Kategorija II dolo¢a zivalske in rastlinske vrste, ki so pomembne
za Evropsko unijo in za ohranjanje katerih je potrebno dolociti posebna ohranitvena obmocja.
Priloga IV pa doloc¢a Zivalske in rastlinske vrste, ki so pomembne za Evropsko unijo in jih je
potrebno strogo varovati. Po Bernski konvenciji (Konvencija o varstvu prosto zivecega
evropskega rastlinstva in zivalstva ter njunih naravnih Zivljenjskih prostorov, sprejeta v Bernu
19. septembra 1979, ratificirana v Sloveniji leta 1999) spada veliki pupek v kategorijo Il, za
katero velja, da je vrsta strogo zavarovana. Na Rdecem seznamu IUCN je veliki pupek uvrséen
med manj ogrozene vrste (angl. Least Concern), zaradi Siroke razSirjenosti, tolerance na
razli¢ne habitate, zaradi velike populacije in ker je malo verjetno, da bo v naslednjih letih upad
populacije tolikSen, da bi bila vrsta klasificirana v vi§jo kategorijo ogrozenosti (Romano in sod.
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2009). Veliki pupek je kot ostale vrste dvozivk obcutljiv na spremembe v kvaliteti vode.
Najveéjo groznjo pa predstavlja izguba vodnih habitatov zaradi intezifikacije kmetijstva in
zaradi onesnazevanja vodnih teles. Ogroza pa jih tudi introdukcija plenilskih rib v vodne
habitate (Romano in sod. 2009).

1.2 Panonski pupek (Triturus dobrogicus) (Kiritzescu 1903)

1.2.1 Opis vrste

Skupna dolzina telesa panonskega pupka znasa pri samcih do 13 cm, pri samicah pa do 16 cm
(Arnold in Ovenden 2002; Jehle in sod. 2011). Imajo sorazmerno vitko in dolgo telo z relativno
kratkimi nogami (Griffiths 1996; Jehle in sod. 2011). V vodi prezivijo 6 mesecev (Arntzen in
sod. 2007; Jehle in sod. 2011). Hrbtna stran telesa je ¢rno, temno rjavo, lahko pa tudi rdeckasto
obarvana. Pogosto imajo opazne temnejSe lise in drobne bele pike na bokih (Griffiths 1996;
Arnold in Ovenden 2002; Jehle in sod. 2011). Grlo je sive ali ¢rne barve z belimi pikami, ki so
bolj pogoste pri samicah. Nekatere samice imajo po hrbtu rumeno ¢rto (Jehle in sod. 2011). Na
ventralni strani so obarvani temno oranzno ali rdece, s ¢rno-rjavimi pikami, ki se lahko zdruzijo
in tvorijo en ali dva pasa. V sezoni parjenja imajo samci zelo visok in nazob¢an greben na
telesu, ki je locen od bolj gladkega grebena na repu (Griffiths 1996; Arnold in Ovenden 2002;
Jehle in sod. 2011). Panonski pupek ima najmanjSo velikost jajéec med velikimi pupki, ter
najmanjSo velikost li¢inke ob izvalitvi (Jehle in sod. 2011). Lic¢inke so ¢okate, temno obarvane
z velikim §tevilom rebrnih utorov (Arntzen in sod. 2007). Preobrazeni osebki zapustijo vodne
habitate okrog oktobra (Jehle in sod. 2011).

1.2.2 Razlikovanje od ostalih vrst

Panonski pupek se od sorodnih vrst razlikuje predvsem zaradi nacina Zivljenja, saj je najbolj
akvati¢na vrsta iz skupine velikih pupkov (Mikuli¢ek in sod. 2012). Dolgo obdobje, ki ga
prezivi v vodi, se odraza na obliki telesa, ki je prilagojena plavanju. Od ostalih vrst ga lahko
lo¢imo tudi z uporabo Wolterstorffovega indeksa (Preglednica 1), ki je pri panonskem pupku
pupek najvec (16-17) (Preglednica 1). Pri razlikovanju od drugih vrst pomaga tudi pregled
obarvanosti, panonski pupek ima na bokih bele pike, grlo ima rjavo-¢rno obarvano z belimi
pikami. Trebus$na stran je oranzno obarvana s ¢rnimi lisami, ki se v ve€ini primerov zdruzujejo
longitudinalno. Od velikega pupka se obarvanost razlikuje po tem, da ima veliki pupek rumeno
obarvano trebusno stran z manj definiranimi lisami (Stankovi¢ in Deli¢ 2012).

1.2.3 Habitat

Panonski pupek je vrsta, ki poseljuje nizinske habitate. Na kopnem ga najdemo na odprtih

obmo¢jih z meSanimi listopadnimi gozdovi, v nasadih, grmovju, poplavnih travnikih, mocvirjih
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pa tudi na kmetijskih povrSinah, ob obrezni vegetaciji in v stepah (Arntzen in sod. 2009).
Njihovi znacilni vodni habitati so poplavna obmoc¢ja z jezeri in mrtvicami, najdemo pa jih tudi
v ribnikih, mlakah, manjSih vodnih telesih in tudi v rekah (Griffiths 1996). Lahko sobiva z
ribami v mrtvicah, ob re¢nih obrobjih in drugih stalnih vodnih telesih. Lahko se pa pojavi tudi
na motenih habitatih in habitatih v blizini ¢loveskih bivalis¢ (Griffith 1996; Arnold in Ovenden
2002). Migracija v vodna telesa, kjer poteka razmnoZevanje, traja od sredine februarja do konca
marca (Griffith 1996). Razmnozujejo se v manjsih vodnih telesih z mirujo¢o vodo, lahko tudi
v kanalih, mlakah in na poplavljenih obmocjih (Arntzen in sod. 2009). Zaradi pogostih poplav
v nizinskih habitatih, so populacije povezane in temu primeren je visok genski pretok med njimi
(Mikuli¢ek in sod. 2012). Obicajno ga najdemo na obmoc¢jih pod 300 m nadmorske viSine
(Arntzen in sod. 2009).

1.2.4 RazSirjenost vrste

Panonski pupek je razsirjen v Panonski in Donavski ravnini (Arntzen in sod. 2007). Najdemo
ga v vzhodni Avstriji, juzni Ceski, Slovaski, MadZarski, severni Hrvaski, severni Bosni in
Hercegovini, severni Srbiji, zahodni Romuniji, severni Bolgariji, juzni Moldaviji in Ukrajini
(Arntzen in sod. 2009; Jehle in sod. 2011). Razsirjenost panonskega pupka je prikazana na Sliki
3. Z uporabo Wolterstorffovega indeksa sta Stankovi¢ in Deli¢ (2012) leta 2009 zabelezila
panonskega pupka na Dolinskem polju v severovzhodni Sloveniji, kar so potrdile tudi nadaljnje
molekularne raziskave z uporabo mitohondrijske DNA (mtDNA) (Luznik in sod. 2015).
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Slika 3: Razsirjenost panonskega pupka (Triturus dobrogicus).

1.2.5 Varstveni status in vzroki ogroZenosti

Panonski pupek je v Evropski uniji zas¢iten z Direktivo sveta o ohranjanju naravnih habitatov
ter prosto zive¢ih zivalskih in rastlinskih vrst (92/43/EGS z dne 21. maja 1992). Uvrscen je v
kategorijo II, ki doloca zivalske in rastlinske vrste, ki so pomembne za Evropsko unijo in za
ohranjanje katerih je potrebno dolocCiti posebna ohranitvena obmocja. Panonski pupek je
zasCiten tudi po Bernski konvenciji (Konvencija o varstvu prosto zZivecega evropskega
rastlinstva in zivalstva ter njunih naravnih Zzivljenjskih prostorov, sprejeta v Bernu 19.
Septembra 1979, ratificirana v Sloveniji leta 1999), pod kategorijo Il, ki varuje strogo
zavarovane Zivalske vrste. Zasciten je tudi z nacionalno Uredbo o zavarovanih prostoZivecih
vrstah (Ur. |. RS st. 46/04 z dne 30. 4. 2004). V tej Uredbi je uvrscen v Prilogo 2 Poglavja B,
sem spadajo tiste Zivalske vrste, ki niso domorodne na obmocju Republike Slovenije in za
katere so, e se pojavijo ali razsirijo na obmocje Republike Slovenije brez ¢lovekove pomoci
iz naravnih obmocij razsirjenosti, doloCeni ukrepi varstva habitatov in smernice za ohranitev
ugodnega stanja njihovih habitatov. Na rde¢em seznamu IUCN je panonski pupek oznacen kot
potencialno ogroZena vrsta (angl. Near Threatened), ker je vrsta v opaznem zmanj$evanju
zaradi izgube habitata na SirSem obmocju njene razSirjenosti, in zaradi ¢esar lahko postane v
prihodnosti ranljiva vrsta (angl. Vulnerable) (Arntzen in sod. 2009). Glavna groznja
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panonskemu pupku je hitra izguba habitatov zaradi ¢loveskih dejavnosti, kot so zajezitve,
izsusevanje in onesnazevanje njihovih vodnih habitatov. V juznem delu njegove razsirjenosti
je prislo do izgube razmnozevalnih habitatov zaradi poveCanja spomladanskega dezja, ki je
verjetno rezultat podnebnih sprememb (Arntzen in sod. 2009). Groznjo jim predstavlja tudi
hibridizacija z drugimi vrstami na sticnih obmocjih.

1.3 Hibridizacija med velikim in panonskim pupkom

Hibridizacija je proces pri katerem prihaja do parjenja osebkov genetsko oddaljenih populacij
ne glede na taksonomski status populacij (Allendorf in sod. 2001; Avise 2004; Mills 2013).
Kljub temu, da bioloski koncept vrste opredeljuje vrsto kot skupino organizmov, ki se med
seboj razmnozujejo in so reproduktivno izolirane od drugih taks$nih skupin, se pogosto zgodi,
da prihaja med sorodnimi vrstami do hibridizacije. Do tega prihaja zato, ker proces speciacije
pogosto vkljucuje fazo, v kateri si vrste e vedno lahko izmenjujejo genetski material (Freeland
in sod. 2011; Wielstra in sod. 2017). Hibridizacija je lahko naravnega ali antropogenega izvora.
Slednja ima Stevilne negativne posledice na vrste in populacije v svetu. Stopnje hibridizacije in
introgresije se na svetu povecujejo, predvsem zaradi translokacij organizmov in spreminjanja
habitatov s strani ¢loveka. Negativne posledice hibridizacije so na svetu vodile do izumrtja
Stevilnih populacij in vrst rastlinskih ter zivalskih taksonov (Allendorf in sod. 2001). Posledica
hibridizacije so lahko tudi malformacije osebkov, ki se nahajajo v hibridnih conah (Macat in
sod. 2015).

Hibridizacija je posebej problemati¢na za redke vrste, ki pridejo v kontakt z bolj pogostimi
vrstami, kar vodi v zmanjsan fitnes redkih vrst ali genetske zdruzitve obeh vrst (Allendorf in
sod. 2001; Ferriere in sod. 2004). V nasprotju z antropogeno ima lahko naravna hibridizacija
tudi pozitivne ucinke na populacije in vrste. Definirana je kot sekundarni kontakt med dvema
populacijama, ki sta se razvili loeno skozi daljse ¢asovno obdobje (Genovart 2009). Naravna
hibridizacija je imela pomembno vlogo v evoluciji mnogih taksonov (Allendorf in sod. 2001).
Je evolucijski fenomen, ki lahko okrepi paritvene preference, kar lahko vodi v popolno izolacijo
vrst, ali pa privede do izvora novih evolucijskih linij (Marie Curie Speciation network 2012).

Hibridizacija poteka v hibridni conah. To so regije, kjer se genetsko locene populacije stikajo,
razmnoZzujejo in imajo potomce meSanih prednikov. Hibridi imajo po navadi genetsko manj
zdruzljive kombinacije genov (notranji izbor), kasnejSe generacije hibridov pa imajo
introgresirane alele, ki vodijo k zmanjSanju fitnesa v novih ekoloskih in vedenjskih razmerah
(zunanja selekcija). Hibridna cona se pogosto vzdrzuje zaradi nenehnega odstranjevanja
neprimernih genotipov, ki je uravnotezen s pritokom genov iz starSevske populacije (Barton in
Hewit 1985). Medvrstni genski pretok je olajsan z vzpostavitvijo hibridnih con, ki nastanejo ob
sekundarnem kontaktu vrst. V primeru, da ena od vrst zamenja drugo, pride do premika hibridne
cone. Hibridne cone pogosto nastanejo na mestih, kjer prihaja do okoljskih tranzicij, kar kaze
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na to, da so vrste v hibridni coni prilagojene na razlicne okoljske razmere (Wielstra in sod.
2017).

Do leta 1960 je detekcija hibridnih osebkov temeljila na morfoloskih znacilnostih, razvoj
genetskih markerjev v sredini Sestdesetih let pa je mocno olajSal identifikacijo hibridnih
populacij (Allendorf in sod 2001). Ceprav so evolucijski procesi pri hibridizacijah enaki, so
lahko rezultati hibridizacij razli¢ni. V procesu hibridizacije lahko tako nastanejo naravni hibridi
(taksoni s spolnim ali nespolnim razmnoZevanjem); lahko pride do introgresije genetskih
lastnosti brez vzpostavitve hibridne cone ali pa nastanejo prehodne hibridne cone, ki so tudi
najbolj pogost rezultat hibridizacije (Allendorf in sod. 2001).

Determinacija ali je hibridizacija naravnega izvora ali povzrocena s strani ¢loveka, je klju¢na
za varovanje, vendar je mnogokrat tezavna (Allenford in sod 2001). V preteklosti se hibridi
niso varovali, saj so se smatrali kot necisti osebki (Allendorf in sod. 2001), danes pa vemo, da
imamo razli¢ne kategorije hibridizacije, ki niso vse negativne (Genovart 2009). Se vedno se
pojavljajo nejasnosti, ko gre za varovanje hibridnih osebkov ali populacij. Problem je predvsem
v tem, da ni mozno postaviti priporocil ukrepov, Ki jih je potrebno izvesti v primeru detekcije
hibridizacije. Vsak primer je drugacen, zato je treba vsak primer natan¢no preuciti in se odlociti
0 smiselnosti morebitnih varstvenih ukrepov (Genovart 2009).

Vrste iz rodu Triturus so skupina 0zko sorodnih vrst s parapatri¢no razsirjenostjo, zato obstaja
velika verjetnost, da se bodo na obmocjih, kjer prihaja do stika, med seboj hibridizirale
(Mikuli¢ek in sod. 2012). Pri teh vrstah je hibridizacija naravnega (Maletzky in sod. 2008;
Mikuli¢ek in sod. 2012) ali antropogenega izvora (med avtohtono vrsto T. cristatus in vneseno
vrsto T. carnifex v Svici) (Dufresnes in sod. 2016; Wielstra in sod. 2016). Do hibridizacije v
srednji Evropi prihaja ve¢inoma med pari dveh vrst (Mikuli¢ek in sod. 2004; Maletzky in sod.
2008; Maletzky in sod. 2009), obstajajo pa primeri Kjer prihaja do hibridizacije treh vrst na
istem kontaktnem obmod¢ju (Mikuli¢ek in sod. 2012). Hibridizacija med vrstami je bila v srednji
Evropi potrjena z razli¢nimi markerji; od morfoloskih (Wolterstorffov indeks, RBV), do
mitohondrijskih molekularnih  markerjev (gen za citokrom b) in jedrnih markerjev
(mikrosateliti, nakljuéno pomnozevanje polimorfne DNA - RAPD) (Mikuli¢ek 2004; Maletzky
2008; Maletzky 2009; Mikulicek 2012).

V preliminarni raziskavi pupkov na Dolinskem polju ob reki Muri (SV Slovenija), kjer so za
identifikacijo uporabili Wolterstorffov indeks, so identificirali dva osebka, ki kazeta hibridne
znake med velikim in panonskim pupkom. Vendar bi bilo za zanesljivejse rezultate potrebno
Steti vretenca, ki nosijo rebra, ali pa uporabiti molekularne markerje (Stankovi¢ in Deli¢ 2012).
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1.4 Genetski markerji

1.4.1 Gen za citokrom b

Citokrom b je del mitohondrijske DNA (mtDNA), ki je mnogokrat uporabljena pri Studijah
populacijske genetike. Mitohondrijsko DNA najdemo tako pri rastlinah kot pri zivalih in se
deduje po materi (Freeland in sod. 2011). Evolucijska stopnja mtDNA je od 5 do 10 -krat
hitrejSa od jedrnega genoma, predvsem zaradi tega, ker mitohondriji nimajo popravljalnih
encimov za napake pri replikaciji in pri poskodbah DNA. Posledica je, da ima mtDNA visoko
stopnjo tranzicij (mutacija purina v purin in pirimidina v pirimidin) in tranzverzij (mutacija
purina v pirimidin in obratno) (Castro in sod. 1998). Visoke mutacijske stopnje povzrocijo, da
mtDNA kaze relativno visoko stopnjo polimorfizma, zaradi tega lahko mnogokrat detektiramo
ve¢ genetskih linij znotraj in med populacijami (Freeland in sod. 2011).

Gen za citokrom b je dolg 1140 bp in kodira protein citokrom b, centralno redoks kataliti¢no
podenoto citokroma c, ki je odgovoren za transmembranski transport elektronov (Irwin in sod.
1991; Esposti in sod. 1993). Variabilnost gena za citokroma b je uporabna za primerjavo vrst
znotraj vrst, rodu ali med druzinami. Uporaba tega gena je privedla do Stevilnih predlogov
novega sistematskega razvr§¢anja, ki bolje odrazajo filogenetske povezave med vrstami.
Koristen je tudi pri klasifikaciji novo opisanih vrst v rodove (Castresana 2001).

Prednosti mtDNA

- Enostavna za delo (majhna velikost, konservativen razpored genov, kar omogoc¢a uporabo

univerzalnih zacetnih oligonukleotidov).

- Mutacijska stopnja je relativno visoka, kar se kaze v visoki stopnji polimorfizma,
detektiramo lahko ve¢ genetskih linij znotraj in med populacijami.

- Pomankanje rekombinacije, kar pomeni, da bodo potomci v vecini primerov imeli enak
mitohondrijski genom kot mati. Tako lahko sledimo posameznim linijam skozi prostor in
Cas. Zaradi tega je mtDNA obcutljiva na demografske dogodke, kot je npr. ucinek ozkega
grla in je mnogokrat uporabljena pri filogeografskih studijah (Lowe in sod. 2004; Freeland
in sod. 2011).

Pomanjkljivosti mtDNA

- Organeli se obnasajo kot ena podedovana enota, in z njimi lahko sledimo zgodovini samo
ene genetske linije.

- Mnogokrat niso reprezentativni za celotno populacijo (npr. ko se v populaciji selijo samo
samci, samice pa ostanejo v populaciji).

- Prisotnost mitohondrijskih psevdogenov (kopije mtDNA se prepisejo/translocirajo v jedrni
genom. Pri PCR-ju lahko tako pomnozimo tudi psevdogene, ki so ohranili mesta za
prileganje zaetnih oligonukleotidov).
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- Aplikacija mtDNA je drugacna pri organizmih z nespolnim razmnozevanjem (Freeland in
sod. 2011).

1.4.2 Mikrosateliti

Mikrosateliti so kodominantni markerji s pomocjo katerih lahko identificiramo vse prisotne
alele na lokusu. Pri diploidnih vrstah se tako za vsak kodominantni marker identificira en alel
pri homozigotnem osebku in dva alela pri heterozigotnem osebku (Wan in sod. 2004; Frankham
in sod. 2010; Freeland in sod. 2011). Mikrosateliti so ne kodirajo¢a zaporedja DNA, ki so
sestavljena iz tandemskih ponovitev od 1 do 6 baznih parov, ki se ponovijo 5-100 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 kloroplastem genomu, pri nekaterih vrstah pa 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 zaporedia jih delimo na:

Popolne: Zaporedje ni prekinjeno z nobeno bazo, ki ne pripada ponovljivemu motivu (npr.
TATATATATATATATA)

Nepopolne: Zaporedije je prekinjeno s parom baz, ki ne pripadajo ponovljivemu motivu (npr.
TATATATACTATATA)

Prekinjene: Znotraj zaporedja se nahaja manjSe zaporedje, Ki ne pripada ponovljenemu motivu
(npr. TATATACGTGTATATATATA)

Sestavljene: Ponovljiv motiv je sestavljen iz dveh razlicnih zaporedij (npr.
TATATATATAGTGTGTGTGT) (Oliveira in sod. 2006).

Mikrosateliti imajo visoko mutacijsko stopnjo (102 do 10 nukleotidov na lokus na generacijo),
razlog za to je nepravilno parjenje zdrsnjenih verig med replikacijo DNA, kar vodi do insercij
in delecij ene ali ve¢ ponavljajoc¢ih 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 uniformne mutacijske stopnje, saj varira 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
vec alelov na lokusu in so visoko polimorfni. Zaradi njihove variabilnosti jih lahko uporabljamo
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za identifikacijo posameznikov in identifikacijo med populacijami kar s pocasneje
razvijajo¢imi regijami ni mogoce (Freeland in sod. 2011). V preteklosti so veljali za selektivno
nevtralne markerje, ki niso pod vplivom selekcijskih pritiskov. Zdaj je znano, da razSiritev
Stevila ponovitev lahko povzroc¢i nekatere ¢loveske bolezni kot je na primer Huntingtonova
bolezen (Oliveria in sod. 2006).

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).

Prednosti mikrosatelitov

Za analizo rabimo majhno koli¢ino DNA, uporabni so tudi pri uporabi degradirane DNA, saj
za analizo mikrosatelitnih lokusov potrebujemo kratke fragmente (Selkoe in Toonen 2006). Ko
so mikrosateliti za dolo¢eno vrsto razviti, so preprosti za uporabo in cenovno ugodni. Imajo
visoko ponovljivost ter visoko abudanco 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 intrapopulacijski studijah (Lowe in sod. 2004; Selkoe in Toonen 2006).

Pomanjkljivosti mikrosatelitov

Med slabosti mikrosatelitnih markerjev lahko priStevamo, da je zacetna identifikacija
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 ni¢elni aleli
(delecije lokusa ali mutacije na mestu prileganja zacetnih oligonukleotidov lahko onemogo¢ijo
pomnoZevanje in identifikacijo heterozigotov) (Hosino in sod. 2012). To lahko vodi v napake
pri dolocanju frekvence alelov (Hoshino in sod. 2012) in napake pri pomnoZevanju (Wan in
sod. 2004; Selkoe in Toonen 2006).

1.5 Parametri genetske diverzitete

Genetska diverziteta je raznolikost alelov in genotipov, ki je prisotna pri vrsti, populaciji ali
skupini vrst (Lowe in sod. 2004; Frankham in sod. 2009). Po navadi jo opisujemo s
polimorfizmom, povpre¢no heterozigotnostjo (H) in alelno frekvenco (Frankham in sod. 2009).
Nastane z mutacijami znotraj osebkov v populaciji ali pa je v populacijo vnesena z migracijami
(Lowe in sod. 2004). Genetska diverziteta je potrebna, da se lahko populacija prilagodi
okoljskim spremembam. Pri vecjih populacijah je po navadi prisotna visoka genetska
diverziteta, medtem ko je pri manjSih populacijah zmanjSana, takSne populacije imajo
zmanj$ano moznost prilagoditve okoljskim spremembam (Frankham in sod. 2009). Merimo jo
na stopnji osebka, populacije ali vrste (Lowe in sod. 2004).
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Parametre genetske diverzitete uporabljamo za analize izgube genetske variacije, za evolucijske
spremembe in genetske diferenciacije v populaciji (Lowe in sod. 2004). Mikrosateliti so med
najbolj prakti¢nimi in informativnimi markerji za analize DNA variacije v populacijah
(Frankham in sod. 2009). Vzdrzevanje genetske diverzitete je primarni cilj v upravljanju
populacij (Frankham in sod. 2009).

1.5.1 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 pri¢akovana ali kot opazena heterozigotnost (Mills 2013).

Pri¢akovano heterozigotnost (He) pri¢akujemo 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).

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 se Stevilo heterozigotov v populaciji ne
da enostavno doloc¢iti (Lowe in sod. 2004).

Z izrazom heterozigot oznac¢ujemo 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 izra¢unano direktno s Stetjem heterozigotnih osebkov ali jo izraunamo
iz alelnih frekvenc z uporabo H-W ravnotezja (Griffiths in sod. 2008). Z izra¢unom
heterozigotnosti lahko v populaciji zaznamo razli¢ne procese, kot so genetski zdrs, selekcija in
genski pretok (Mills 2013).

1.5.2 Hardy-Weinbergovo ravnotezje

Model Hardy-Weinbergovega ravnotezja sta leta 1908 neodvisno razvila Godfrey H. Hardy in
Wilhelm Wieinberg (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 prihaja v
naravi do odstopanja od H-W ravnotezja. Odstopanje je posledica petih faktorjev vpliva:
mutacij, naravne selekcije, razporejenega parjenja (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
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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 izra¢unamo s koeficientom
inbredinga (Fis) (Lowe in sod. 2004).

1.5.3 Vezano neravnovesje (Linkage disequilibrium, LD)

Vezano neravnovesje (angl. Linkage disequilibrium) opisuje nenaklju¢no kombinacijo alelov
na razli¢nih lokusih. Meri se kot odstopanje haplotipnih frekvenc od vezanega ravnovesja (angl.
linkage equilibrium). Do vezanega neravnovesja pride, ¢e so lokusi vezani na isti kromosom
(Frankham in sod. 2009) ali pa zaradi u¢inka ozkega grla v majhnih populacijah, nedavnega
mesanja razliénih populacij ali zaradi selekcije (Lowe in sod. 2004, Frankham in sod. 2009).
Lokusi, ki kazejo tak$no neravnovesje v velikih populacijah z naklju¢nim parjenjem, SO pogosto
pod vplivom naravne selekcije. Vezano neravnovesje je pogosto pri ogrozenih vrstah, Kjer je
velikost populacij majhna. Ko se v populaciji pojavi vezano neravnovesje, se pojavijo tudi
spremenjeni evolucijski odnosi (Frankham in sod. 2009).

1.5.4 Nei-jeva genetska razdalja

Je mera genetske diferenciacije med alelnimi frekvencami dveh populacij ali vrst (Lowe in sod.
2004; Frankham in sod. 2009). Je najpogosteje uporabljena mera genetske diferenciacije med
vrstami ali populacijami. Ce sta dve populaciji popolnoma enaki, je genetska razdalja med
njima 0, kadar pa je vrednost 1, sta si populaciji popolnoma razli¢ni (Frankham in sod. 2009).

1.5.5 Koeficient inbredinga (Fis)

Do parjenje 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
S0 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 mo¢no
zmanjSa genetsko diverziteto osebkov v populaciji (Freeland in sod. 2011). Parjenje v sorodstvu
ima na populacijo in njihove osebke Stevilne negativne posledice. V populaciji lahko privede
do zmanjSanega razmnozevalnega potenciala in prezivetja populacije (zmanjSan fitnes
populacije). Do inbredinga lahko pride tudi pri nakljuénem parjenju v majhnih populacijah, kjer
se v tem primeru zgodi genetski zdrs (angl. genetic drift), kar vodi v izgubo heterozigotnosti.
Posledica tega je, da se osebki, kljub nakljuénemu parjenju, parijo z osebki s katerimi si delijo
skupne prednike (Mills 2013).

Parjenje v sorodstvu lahko zaznamo z izra¢unom koeficienta inbredinga (Fis). To je mera
genetske diverzitete, ki opise izgubo heterozigotnosti, ki nastane zaradi nenaklju¢nega parjenja
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ali genetskega zdrsa v populaciji (Mills 2013). Pove nam razliko med opaZeno in pri¢akovano
heterozigotnostjo v vsaki sub-populaciji zaradi nenaklju¢nega parjenja osebkov (Frankham in
sod. 2009; Hamilton 2009; Mills 2013).

Koeficient inbredinga izraCunamo iz razlike opazene in pri¢akovane heterozigotnosti v
populaciji.

Fis=(He-Ho)/He (Lowe in sod. 2004).
1.5.6 Stevilo alelov (NA)

Je mera, ki nam pove $tevilo alelov na posameznem lokusu. Stevilo alelov na lokusu je funkcija,
ki se postopoma povecuje Iin nikoli ne doseze asimptote. Zato pri vecjemu Stevilu vzorcev
najdemo ve¢ redkih alelov (Lowe in sod. 2004). Ce je na lokusu v populaciji prisoten ve¢ 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.

1.5.7 Bogastvo alelov (AR)

Bogastvo alelov je mera, ki nam pove povpre¢no Stevilo alelov na posameznem lokusu
(Hoglund 2009; Mills 2013). Od stevila alelov (NA) se razlikuje po tem, da je mera prilagojena
na velikost vzorca in zato primerna tudi za manjSe vzorce ali za primerjavo med vzorci z
razli¢no velikostjo (Lowe in sod. 2004). Bogastvo alelov racunamo glede na populacijo ali
vrsto. Je ena izmed najpogostejsih mer za izraGun genetske variabilnosti (Leberg 2002). Je
pomembna mera pri identifikaciji uc¢inka ozkega grla (angl. bottleneck) v populacijah, saj se
bogastvo alelov v tem primeru hitreje izgubi kot heterozigotnost. Heterozigotnost namre¢ $e ni
takoj pod vplivom velikih sprememb v frekvenci izgubljenih redkih alelov, ki se zgodijo v
procesu ozkega grla. (Frankham in sod. 2010; Mills 2013).

Pri lokusih z veéjo polimorfnostjo prihaja do ve¢jih odstopanj, kot pri manj polimorfnih lokusih
(Lowe in sod. 2004). To moramo upostevati, ko analiziramo populacije razli¢nih velikosti
(Lowe in sod. 2004). Pri analizi ve¢ populacij z razli¢nim Stevilom vzorcev, je najpogostejsa
metoda zmanj$anja napake t.i. rarefaction metoda, pri kateri primerjamo populacije glede na
velikost najmanjSega vzorca. Vendar je slabost te metode, da izgubimo nekaj pomembnih
podatkov zaradi zmanjSanja velikosti vzorca (Leberg 2002).

1.6 Namen in cilji dela

Namen magistrskega dela je bil raziskati genetsko diferenciacijo med velikim in panonskim
pupkom, katerih areali se v Sloveniji stikajo na obmoc¢ju reke Mure in zaznati morebitno
hibridizacijo. Z uporabo molekularnih analiz smo dolo¢ili vrsto 64 osebkom, ki so bili vzor¢eni
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v letu 2013 in 2014 vzdolz reke Mure. Za dolocitev vrste smo analizirali odsek gena za citokrom
b, ki je del mitohondrijskega genoma. Z genotipizacijo sedmih mikrosatelitnih lokusov smo
dolo¢ili stopnjo hibridizacije med velikim in panonskim pupkom in raziskali genetsko
strukturiranost vrst in populacij. Genetsko diverziteto populacij smo izracunali z odstopanjem
od Hardy-Weinbergovega ravnotezja, s pri¢akovano in opaZzeno heterozigotnostjo,
koeficientom inbredinga (Fis), Stevilom alelov (NA) in bogastvom alelov (AR).

Cilji dela:

1. Izolacija DNA in pomnozevanje mikrosatelitnih markerjev in gena za citokrom b iz
pridobljenih tkivnih vzorcev

2. Dolocanje delnega nukleotidnega zaporedja gena za citokrom b

3. Analiza mikrosatelitnih lokusov

4. Analiza genske diverzitete, strukture in stopnje hibridizacije med velikim in
panonskim pupkom na obmoc¢ju Mure

Hipoteze:

1. Na obmoc¢ju Mure sta prisotni dve vrsti iz rodu Triturus in sicer, veliki pupek
(Triturus carnifex) in panonski pupek (Triturus dobrogicus)

2. Na obmodju prihaja do hibridizacije med obema vrstama

3. Panonski pupek je manj pogost na desnem bregu reke Mure
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2 MATERIALI IN METODE

2.1 Vzorcenje

Vzorci pupkov so bili pridobljeni s strani Centra za kartografijo favne in flore. VVzorci so bili
odvzeti v letu 2013 in 2014 s standardno metodologijo lova z Ortmannovimi pastmi (Heyer in
sod. 1994). Osebkom je bil odvzet majhen koscek tkiva (konica repa) in shranjen v etanolu.

Lokacije vzoréenj s koordinatami in Stevilom osebkov so prikazane v Preglednici 2 in Sliki 4.

Lokacije vzoréenj smo zdruzili v 7 vecjih populacij, saj je bila vecina lokalitet tesno skupaj

(Preglednica 3).

Preglednica 2: Lokacije vzoréenj z geografskimi lokacijami in Stevilom vzorcev in pripadajoco populacijo.

Lokaliteta Populacija KRAJ Koordinate Stevilo

X v vzorcev
1 3 Murski Crnci 46.63875  16.11301 1
2 3 Petanjci-Tisina 46.65303  16.08533 5
3 3 Tropovci 46.62854  16.08474 2
4 7 Sentjur 46.22195 15.32901 3
5 3 Krog 46.61287  16.11651 3
6 1 Apace 46.70778  15.91126 5
7 3 Petanjci-Zaton 46.65406  16.05069 8
8 2 Hrastje-Mota 46.61750  16.08597 2
9 2 Rihtarovci 46.63501 16.06469 1
10 4 [zakovci 46.58349  16.20494 12
11 1 Konjisce 46.70418  15.83034 4
12 3 Krog-Satahovci 46.62823  16.09987 11
13 6 PetiSovci 46.53390 16.42666 2
14 2 Radenci 46.64613  16.05252 1
15 5 RazkriZje 46.53237  16.28269 1
16 2 Sratovci 46.65285  16.03127 1
17 2 Vucja vas 46.60874  16.10503 2
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Preglednica 3: Podatki o populacijah.

Populacija Ime populacije §t. vzorcev

1 Apace-Konjisce 9
2 Tropovci-Vucja vas 7
3 Petanjci-Krog 30
4 1zakovci 12
5 Razkrizje 1
6 PetiSovci

7 Sentjur 3
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2.2 1zolacija DNA

Izolacija je potekala po protokolu proizvajalca Invitrogen s kitom za izolacijo: PureLink
Genomic DNA Kits (Thermofisher 2016). Izolirali smo vzorce iz svezega tkiva (kos¢ki repkov
shranjeni v etanolu). l1zolacija 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 o€istili pribor
in zamenjali brisacke, da ne bi prislo do kontaminacije med vzorci. Sledila je Liza tkiva kjer
smo vzorcem dodali 180 pL PureLink Genomic Digestion pufra in 20 puL Proteinaze K. Vzorce
smo dobro zvorteksirali na vibracijskem meSalniku ter inkubirali ¢ez no¢. Po inkubaciji smo
vzorce scentrifugirali na makimalni hitrosti za 3 minute, da smo odstranili ve¢je delce materiala.
Supernatant smo prenesli v novo microcentrifugirko in vsakemu vzorcu dodali 20 pL RNA A
raztopine, zvorteksirali ter inkubirali za 2 minuti na sobni temperaturi. Vzorcem smo nato
dodali 200 pL Pure Link Genomic lysis/Binding pufra in dobro zvorteksirali. Lizatu smo dodali
200 pL 96% alkohola in vorteksirali 5 sekund. Lizat smo nato prepipetirali na kolone za
izolacijo, ki so bile polozene na zbiralno mikrocentrifugirko. Vzorce smo centrifugirali 1
minuto na 10000 obratih. Zavrgli smo zbiralno mikrocentrifugirko in polozili kolono v novo
zbiralno mikrocentrifugirko. Nato je sledilo ¢is¢enje DNA, v kolono smo dodali 500 pL Wash
pufra in centrifugirali na sobni temperaturi 1 minuto na 10000 obratov. Kolono smo nato
prestavili v novo zbiralno mikrocentrifugirko in dodali 500 pL Wash 2 pufra ter centrifugirali
na sobni temperaturi za 3 minute na maksimalni hitrosti. Sledila je elucija DNA pri kateri smo
kolono polozili vnovo 1,5 mL mikrocentrifugirko ter dodali 70 pL Pure Genomic Elution pufra.
Vzorce smo inkubirali na sobni temperaturi za 10 minut in jih nato scentrifugirali na sobni
temperaturi 1 minuto na maksimalni hitrosti. Odstranili smo kolono ter shranili
mikrocentrifugirko, ki je vsebovala ¢isto DNA. Vzorce smo shranili na -20°C za nadaljnje
analize.

2.3 Merjenje koncentracij DNA in necisto¢

Metoda merjenja koncentracije nukleinskih kislin s spektrofotometrom temelji na dejstvu, da
nukleinske kisline absorbirajo ultravijoli¢no svetlobo z najvecjo absorbanco pri valovni dolzni
260 nm. Koli¢ina absorbirane svetlobe pa je sorazmerna s koli¢ino nukleinskih kislin v vzorcu
(Brown 2010). Cistost vzorcev se dolo¢a z razmerjem absorbanc pri valovni dolzini A260 nm
in A280 nm. Pri valovni dolZini A260 nm imajo absorpcijski maksimum nukleinske kisline, pri
A280 nm pa proteini. Vzorec je Cist, e je razmerje A260/A280 med vrednostmi 1,8 in 2. Nizje
razmerje od 1,8 nakazuje preveliko prisotnost proteinov ali fenolov v vzorcu (Brown 2010).
Koncentracijo in Cistost vzorcev smo merili s spektrofotometrom EPOCH. Za umeritev
spektrofotometra smo na plosco najprej nanesli dva slepa vzorca z 3 pL deionizirane vode.
Nato smo na plosco nanesli 3 pL vsakega vzorca. Pri nanaSanju smo pazili, da so naneSene
kapljice brez mehurckov. Najprej smo izmerili slepe vzorce in ¢e so bili ti ustrezni, Smo izmerili
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Se koncentracije ostalim vzorcem. Meritve so potekale v programu GENS5, ki izmeri ¢istost in
koncentracijo vzorcev. Vsi vzorci so bili v optimalni koncentraciji, pod 100 pL zato vzorcev ni
bilo potrebno redc¢iti. Rezultati koncentracij in absorbance so prikazani v Prilogi A.

2.4 VeriZna reakcija 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, Taq polimerazo, ki v
procesu podaljSevanje DNA verige dodaja deoksiribonukleotid trifosfate na 3' konec
nastajajoCe verige, par zacetnih oligonukleotidov (so kratke sekvence, dolge 20-30
nukleotidov) in deoksiribonukleotide (dNTP) (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 se dvojna vijac¢nica 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, okrog 72°C
ki je optimalna temperatura za delovaje Taq polimeraze. Taq polimeraza podaljsuje
nastajajo¢o DNA verigo z dodajanjem deoksiribonukleotidov.

V eni PCR reakciji dobimo dve dvoverizni DNA molekuli. PCR reakcija se ponovi priblizno
30 krat, Stevilo molekul pa s cikli eksponentno nara$¢a. Tako po 30 ciklih dobimo ve¢ ko 250
milijonov kopij DNA (Brown 2007).

2.5 Doloc¢anje nukleotidnega zaporedja: Citokrom b

2.5.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Pomnozevanje zaporedja dela gena za citokrom b smo izvedli na 64 izoliranih vzorcih.
Uporabili smo okoli 580 bp dolgi odsek gena za citokrom b. Za pomnoZevanje smo uporabili
zacetna nukleotida Tr cyb2F (5' ACAGCAGACACACAATCGGCAT 3') in Tr_cyb2R (&'
GGTAACTAAGGAGTTTGCTGGG 3') (Maletzky in sod. 2008). Reakcijska meSanica s
kon¢nim volumnom 15 pL je vsebovala 3 uL DNA, 5 uL Kappa multiplex (Biosystem), 4,1 uL
deionizirane vode, 0,3 uL MgCl>in 0,3 puL vsakega zacetnega oligonukleotida. PCR reakcija je
potekala po naslednjem temperaturnem profilu: Po zacetni 5 minutni denaturaciji na 94°C je
sledilo 30 ciklov s 45 sekund denaturacije na 94°C, 45 sekund prileganja zacetnih
oligonukleotidov na 60°C in 45 sekund podaljSevanje verige na 72°C. Po 30 ciklih je sledilo Se
podaljSevanje verige za 3 minute na 72°C. Uspesnost PCR reakcije smo preverili z gelsko
elektroforezo.
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2.5.2 Gelska elektroforeza

Gelska elektroforeza je tehnika, ki uporablja razliko v elektricnem toku za lo¢evanje molekul v
vzorcu. Ker so DNA molekule negativno nabite migrirajo v elektricnem polju proti pozitivnemu
polu. Za gelsko elektroforezo se uporablja gel, ki je po navadi narejen iz agaroze ali
poliakrilamida. Gel je sestavljen iz velikega Stevila por skozi katere potujejo DNA molekule
proti pozitivnhemu polu. ManjSe DNA molekule potujejo hitreje po gelu kot vecje molekule,
zaradi tega lahko lo¢imo DNA molekule glede na velikost. Za vizualizacijo DNA molekul na
agaroznem gelu se uporabljajo barvila kot so etidijev bromid (EtBr) in SYBR green ki so vidna
pod UV svetlobo (Brown 2010). Pripravili smo 1,5% gel, iz 1,9 g agaroze in 125 ml 0,5 x TBE
(Tris boratni pufer z EDTA). Agarozo in TBE smo zmesali v erlenmajerici ter segrevali 1 do 2
minuti v mikrovalovni pecici do vrenja. Zmes smo ohladili pod teko¢o mrzlo vodo, da se je gel
ohladil na priblizno 60°C. Gel smo nato vlili v kalup, v katerega smo polozili glavnicke, ki ob
strjevanju v gelu ustvarijo majhne Zepke kamor prepipetiramo vzorce. Odstranili smo
morebitne mehurcke in gel pustili ohlajati. Nato smo pripravili parafilm na katerem smo za vsak
vzorec zmesali nanasalno barvilo (angl. loading dye, Fermentas) in 3 uL PCR produkta. Posebej
pa smo nanesli tudi t.i. molekularni standard (angl. gene ledder). Nanasalno barvilo dodamo
vzorcem zato, da imajo vzorci ve¢jo gostoto in ostanejo v luknjici gela, molekularni standard
pa, da lahko na gelu lo¢imo dolzine fragmentov vzorcev. Vzorce smo prenesli v sobo za gel,
kjer, smo gel polozili v elektroforezo z 0,5 x TBE pufrom. V prvo luknjico smo nanesli
molekularni standard, v ostale luknjice pa vzorce. Elektroforezo smo nastavili na 90 V ter pustili
teci gel 60 minut. Po 60 minutah smo preloZili gel iz elektroforeze v posodo z etidijevim
bromidom in TBE. Etidijev bromid se zrine med bazne pare in fluorescira pod UV lué¢jo (Brown
2007). Po 5 minutah smo gel sprali v banjici vode. Po spiranju smo gel polozili pod UV lu¢ in
ga slikali s pomoc¢jo kamere Unitec miniBIS v racunalniskem programu Gel capture. Primer
gela slikanega pod UV Iucjo je prikazan na Sliki 5.

“——---ﬁ——_—-wa.“-

e

Slika 5: Slika gela pod UV lugjo, prikazanih je 37 uspesno pomnozenih fragmentov gena za citokrom b.
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2.5.3 Direktno ¢is¢enje PCR produktov

Za cisCenje vzorcev smo uporabili alkalno fosfatazo (Fermentas) in eksonukleazo I
(Fermentas). Alkalna fosfataza odstranjuje 5' fosfate skupine iz DNA molekule, eksonukleaza
| pa cepi verige DNA na njihovih koncih (Brown 2010). Reakcijska zmes s kon¢nim volumnom
2 UL je vsebovala 0,1 pL Exonukleaze 1, 0,5 pL alkalne fosfataze in 1,4 uL 1XPCR pufra. V
stripe smo razdeli po 2 pL reakcijske zmesi ter dodali 5 uL PCR produkta. Stripe smo na kratko
centrifugirali ter polozili v cikli¢ni termostat za 45 minut pri 37°C, da smo razgradili zaCetne
oligonukleotide in odve¢ne nukleotide v meSanici ter nato za 15 minut pri 80°C, da smo
deaktivirali uporabljena encima.

2.5.4 Sekvené¢na reakcija

Direktnemu ¢is¢enju PCR produktov je sledila sekven¢na rekcija. Zmesali smo dve reakcijski
zmesi s kon¢nim volumnom 7 uL, sestavljeni iz 4,3 uL vode, 2 uL Big Dye buffer (Fermentas),
0,5 puL Big dye (BigDye Terminator v3.1 Cycle, Fermentas), ter 0,2 uL zacetnega
oligonukleotida (Tr_Cyt2F). Druga mesanica je bila enaka s tem, da smo primesali drug zacetni
oligonukleotid (Tr_Cyt2R). Reakcijsko zmes smo razdelili na plos¢o po 7 pL ter dodali 3 pL
oc¢is¢enega PCR produkta. Plos¢o smo prekrili s folijo zaradi obc¢utljivosti barvila Big dye na
svetlobo. Nato smo jo prenesli na cikli¢ni termostat, kjer smo nastavili protokol na 96°C za tri
minute (1 cikel), nato 96°C za 10 sekund, 49°C za 10 sekund, 60°C za 4 minute (50 ciklov), ter

7 minut na 72°C (1 cikel).
2.5.5 Cis¢enje s precipitacijo z etanol/EDTA

PloS¢o z vzorci smo najprej na kratko centrifugirali tako, da so se vse kapljice usedle na dno
plosce. V vzorce smo nato dodali 2,5 uLL 125 mM EDTA (pH 8.0) ter jih na kratko centrifugirali,
da je EDTA prisel v stik s sekven¢no reakcijo. Zatem smo vsakemu vzorcu dodali 30 uL
absolutnega etanola ter jih pokrili s folijo in 5-10 na hitro obrnili, da so se reagenti med seboj
dobro premesali. Vzorce smo pustili pokrite in jih inkubirali 15 minut na sobni temperaturi. Po
15 minutah smo vzorce centrifugirali pri maksimalni hitrosti (14000 obratov/minuto) za 55
minut pri 4°C. Po kon¢anem centrifugiranju smo izlili etanol s hitrim gibom navzdol tako, da
je v plos¢i ostal samo pelet brez etanola. Plos¢o smo osusili tako, da smo jo obrnjeno navzdol
centrifugirali na papirnati brisacki pri 190x g 2 minuti. Nato smo jo inkubirali na sobni
temperaturi za 5 minut ter pazili, da je zas¢itena pred svetlobo. Na koncu smo vzorcem dodali
12 pL formamida, da se je v DNA v peletu raztopila. Vzorce smo nato sekvencirali na
sekvenatorju (genetski analizator ABI Prism 3130) in jim doloc¢ili nukleotidno zaporedje.

2.5.6 Obdelava podatkov nukleotidnega zaporedja

Rezultate, ki smo jih pridobili s sekvenciranjem smo uporabili za analize nukleotidnega
zaporedja. Pridobljena zaporedja 63 vzorcev (vzorec TCAR006 se ni uspesno pomnozil) Smo
obdelali s programom CodonCode Aligner 6.0.2 (Ewing in sod. 1998). Pregledali smo kvaliteto
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sekvenc ter jim odrezali zacetke in konce, ki so bili slabo berljivi. Nato smo jih poravnali,
tem, da smo primerjali ve¢ vzorcev med seboj. O¢is¢ene sekvence smo shranili kot .fasta
format, ki smo ga uporabili za nadalje analize v programu MEGA 7.0.

Z uporabo orodja BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) smo primerjali nase sekvence s
sekvencami v bazi GenBank (Altschul in sod. 1990). BLAST je orodje, ki primerja proteinska
in nukleotidna zaporedja v bazi in izra¢una statisti¢cno podobnost med zaporedji (Frankham in
sod. 2009). Z njegovo uporabo smo vzorcem dolocili pripadnost vrsti in preverili morebitno
kontaminacijo.

Vsa zaporedja smo uvozili v program MEGA 7.0 (Kumar in sod. 2015). Sekvence smo
poravnali s pomoc¢jo algoritma Clustal W (Thompson in sod. 1997). Sledil je izracun
najboljsega modela za izracun filogenetskega drevesa. Model smo dolocili po BIC (Bayesian
information criterion) in AIC (Akaike information criterion). Filogenetsko drevo smo izrisali
po metodi najvecjega verjetja (angl. maximum likelihood) in za izris uporabili 1000 ponovitev.
Za outgroup smo uporabili vrsto Tritutus pygmaeus Stevilka vzorca (angl. accession number):
DQ821261.1), ki smo jo pridobili iz banke nukleotidnih zaporedij (NCBI GenBank).

V programu DNAsp (Librado in Rozas 2009) smo osebke uvrstili v haplotipe in izvozili
datoteko s formatom .rdf, ki smo jo uporabili v programu Network 5 (Bandel in sod. 1999) za

izris mreze haplotipov s pomo¢jo zdruzevanja sredin (angl. median joining).

2.6 Dolocanje mikrosatelitnih lokusov

2.6.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za analizo mikrosatelitnih lokusov smo uporabili 8 lokusov, ki so bili razviti za T. cristatus
(Krupa in sod. 2002) in Ze uspe$no uporabljeni na velikem in panonskem pupku (Mikulicek in
sod. 2007; Maletzky in sod. 2008; Maletzky in sod. 2010; Mikuli¢ek in sod. 2012). Lokuse smo
pomnozili na istih 64 vzorcih kot za gen za citokrom b. Znacilnosti lokusov so opisane v
Preglednici 4.
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Preglednica 4: Lastnosti 8 mikrosatelitnih lokusov, ki so bili uporabljeni na 64 vzorcih. Za vsak lokus je prikazan
njegov ponovitveni motiv, zacetno oligonukleotidno zaporedje, barva, koli¢ina uporabljenega primerja v reakciji
in temperatura prileganja. Lokusi s prekinjenim vzorcem so oznaéeni z oznako Inter., lokusi s padajoco

temperaturo prileganja pa so oznaceni s kratico TD.

Koli¢ina
Ime Temperatura | primerja | Ponovljen
lokusa Primer (5'-3") prileganja (uL) motiv Barvilo

F: GTGATGGTTGCCAAGC

Teri13 53°C 01 | (GDss NED
R: GATCCAAGACACAGAATATTTAG Inter.

. EZATCCACTATAGTGAAAATAAATAAT

Tcri27 | A 53°C 0.1 (GAAA)7 | FAM
R: CAAGTTAGTATATGATATGCCTTTG
F: CGAGTTGCCCAGACAAG

Tcri29 TD/55°C 0.2 (TTTC)22 | ex
R: GATCACATGCCCATGGA (CA)uL
F: GAAACTCGTAATCCAGCCCTAA

Teria2 TD/53°C 02 |(TTTCw | \ep
R: CAAGCCTCTTGCCTTTGAGT Inter.
F: CCAACTGGTATGGCATTG

Terids | - TD/56°C 0.05 fnGtAAAer )2 | NED
GATCACAGAAACTCTGAATATAAGC .
F: GATCATCTGAATCCCTCTG A A A

Tcri36 TD/55°C 0.2 G 36 | HEX
R: ATACATTCATGACGTTTGG Inter.

TCI’I43 Z:AAGTAACTGAAAGATAACATGTAG 530C 0 2 (GAAA)3O H EX
R: GTTTC-TATTCATTTTTGTTACGCAC

. F: CAAGTTTCCTCTGAAGCCAG

TCI’I46 R:GTTTC- 550C 0 1 (TTTC)23 FAM

TTGCCTGACAAAGTAATGCTTC

Reakcijska meSanica s konénim volumnom 10 pL je vsebovala 1 pL DNA, 5 pL Kappa
multiplex (Biosystem), par zacetnih oligonukleotidov (volumni za posamezen lokus so zapisani
v preglednici 4), in ddH20. PCR reakcija je potekala po dveh razliénih temperaturnih
protokolih, 4 lokusi so potekali po navadnem, preostali stirje pa po profilu s padajoco
temperaturo prileganja (angl. touchdown).

Pri lokusih z navadnim protokolom je potekala reakcija takole:

Po 15 minutni denaturaciji na 95°C je sledilo 35 ciklov z 30 sekund denaturacije na 94°C, 90
sekund prileganja zacetnih oligonukleotidov (temperatura odvisna od lokusa, preglednici 4) in
60 sekund podaljSevanja verige na 72°C. Po 35 ciklih je sledil Se en cikel podaljSevanja verige
za 30 minut na 60°C.
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Pri lokusih s padajoc¢o temperaturo prileganja je potekala reakcija takole:
Zacetna denaturacija na 94°C, 2 minute
2 cikla na vsaki temperaturi:
94°C, 30 sekund
64-56°C, vsaka dva cikla se je temperature spustila za 2°C
72°C, 30 sekund
29 ciklov:
94°C, 30 sekund
55°C, 30 sekund (lokus 35 je imel temperature prileganja 56°C, lokus 32 pa 53°C)
72°C, 30 sekund
Sledilo je Se kon¢no podaljsevanje na 60°C, 30 minut.
2.6.2 Fragmentna analiza

Verizni reakciji s polimerazo je sledila fragmentna analiza. Za fragmentno analizo smo zmeSali
reakcijsko zmes s kon¢nim volumnom 12,3 pL, ki je bila sestavljena iz 0,3 pL LIZ-a 500
(dolzinski standard) in 12 pL formamida, ki je mocan denaturant DNA vijac¢nice. 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 5 minut na 95°C, da je potekla
denaturacija. Po potekli denaturaciji smo prelozili plos¢o z vzorci na zmrznjeno plos¢o, da so
se vzorci ohladili. Ko se je plos¢a ohladila, smo jo na hitro scentrifugirali ter poloZzili na
sekvenator (genetski analizator ABI Prism 3130).

2.6.3 Analiza mikrosatelitnih lokusov

2.6.3.1 Vizualizacija alelov in preverjanje kvalitete podatkov mikrosatelitnih lokusov

Rezultate, ki smo pridobili s sekvenatorjem smo analizirali v programu GeneMapper v4.1
(Aplied Biosystems) kjer smo preverili uspe$nost pomnozevanja vzorcev ter dolocili pozicije
alelov na lokusih. Pri vzorcih, kjer pomnozevanje dolocenega lokusa ni bilo uspesno, Smo pod
rezultate zapisali 000 (nulti alel). Podatke smo zaokrozili na cela stevila in jih shranili v Excel
tabeli za nadaljnje analize. S programom Microchecker (Oosterhout in sod. 2004) smo preverili
napake genotipiziranja in prisotnost nultih alelov v vzorcih, ki lahko nastanejo kot posledica
degradacije DNA, majhne koncentracije DNA in mutacije mest primerjev, kar lahko vodi v
napacno dolo¢anje mikrosatelitnih genotipov (Oosterhout in sod. 2004).
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2.6.3.2 Analize genetske diverzitete

Analizo genetske diverzitete smo opravili na Stirih populacijah od sedmih, populacije Razkrizje,
PetiSovci in Sentjur so bile iz analize izkljuene zaradi premajhnega §tevila vzorcev (§t. vzorcev
<5). Tako je bilo v analizo vklju¢enih 58 vzorcev od skupno 64.

Za izracun $tevila alelov (NA), bogastva alelov (AR) in koeficienta Fis smo uporabili program
FSTAT 2.9.3.2. (Goudet 2001). Pri izraGunu bogastva alelov je bila zmanjSana napaka
raCunanja zaradi razli¢nih velikosti vzorca z metodo angl. rarefaction, ki primerja populacije
glede na velikost najmanjSega vzorca.

V programu Genepop (Raymond in Rousset 1995) smo opravili Hardy-Weinbergov test
ravnotezja (HWE) za vsak lokus in populacijo posebej. Program izracuna odklon od HWE
ravnotezja po metodi Markove verige (angl. Markov chain model). Za izratun smo uporabili
1000 ponovitev. Prav tako smo v programu Genepop preverili vezano neravnovesje (angl.
linkage disequilibrium, LD) lokusov. Vezano neravnovesje smo izrac¢unali za vse kombinacije
lokusov vseh populacij. Znotraj populacij neravnovesja nismo racunali zaradi premajhne
populacijske velikosti. Za izra¢un smo uporabili 1000 ponovitev.

V programu GanAlEx 6.5 (Peakall in Smouse 2006) smo izracunali §tevilo privatnih alelov in
Nei-jevo genetsko razdaljo.

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

2.6.3.3 Analize genetske strukture in hibridizacije med panonskim in velikim pupkom

V analizo genetske strukture in hibridizacije je bilo vkljuenih vseh 64 vzorcev. Rezultate
analize smo prikazali glede na lokacije vzoréenj.

Genetsko strukturo smo analizirali v programu STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard in sod. 2000).
Program dolo¢i populacijsko strukturo z uporabo podatkov genotipiziranja za K populacij
(klastrov), od katerih je vsaka populacija karakterizirana z nizom alelnih frekvenc na vsakem
lokusu (Pritchard in sod. 2000). Posamezniki so dodeljeni eni populaciji ali v primeru mes$anega
porekla ve¢ populacijam. Program analizira razlike v distribuciji genetskih variant med
populacijami z Bayesonovim algoritmom (Poras — Hurtado in sod. 2013). V primeru analize
hibridizacije med dvema vrstama je nasa predpostavka, da je Stevilo populacij/klastrov K = 2,
pri cemer vsak K predstavlja genski bazen ene od starSevskih vrst. Pri tem predvidevamo, da h
genskemu bazenu vzorca prispevata dve populaciji. Predvidevamo, da je osebek i podedoval
del genoma (q) od prednikov v populaciji K (Pritchard in sod. 2000). Hibridne osebke lahko
dolo¢imo na podlagi vrednosti ¢, pri Kateri hibridni osebki predstavljajo srednjo vrednost.
Vrednosti q se gibljejo od 0 do 1, pri ¢emer 0 pomeni, da osebek nima nobene podobnosti s
starSevsko populacijo, 1 pa da je identic¢en starSevski populaciji. Hibridni osebki prve generacije
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imajo vrednost g = 0,5 (Vaha in Primmer 2006). Mejna vrednost q za dolocitev Cistih osebkov
starSevskih skupin je v raziskavah razlicna (Vaha in Primmer 2006). V nasi raziskavi smo
izbrali mejno vrednost g > 0,8; kot so jo dolocilu tudi v raziskavi Maletzky in sod. (2008).
Analizo smo opravili po dveh metodah, pri prvi metodi smo uporabili samo 64 vzorcev iz nase
raziskave, medtem ko smo pri drugi metodi dodali $e 31 referen¢nih vzorcev panonskega in
velikega pupka iz obmocjih, kjer ne prihaja do kontakta z drugimi vrstami, in zato predstavljajo
Ciste starSevske populacije. Referen¢ni vzorci velikega pupka prihajajo iz slovenskega Primorja
in Hrvaske Istre (Pavliha 2014), vzorci panonskega pupka pa iz Madzarske (Voros in sod.
2016). Natan¢nejSe lokacije in drugi podatki o referencnih vzorcih so predstavljeni v
Preglednici 5 in Sliki 6.

Pri prvi metodi smo izvedli analizo na 64 vzorcih iz vzhodne Slovenije na sedmih 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 tekla 1.000.000 generacij, pri ¢emer smo za&etnih 100.000 generacij zavrgli. Stevilo skupin
(K) smo dolocili od 1 do 10, za vsako skupino smo naredili pet ponovitev. Nato smo
najverjetnejse Stevilo skupin dolo¢ili 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 programov Structure smo grafi¢no prikazali v programu CLUMPAK
(Kopelman in sod. 2015).

Pri metodi z referen¢nimi vzorci panonskega in velikega pupka smo analizirali Sest lokusov, saj
referen¢ni vzorci za panonskega pupka niso vsebovali podatkov za lokus Tcri 43. Zato smo ta
lokus izloc¢ili iz analize. Skupaj z referencnimi vzorci smo analizirali 95 osebkov. Uporabili
smo model mesanja in korelirane alelne frekvence med populacijami. V vhodno tabelo smo
vkljucili podatek o populacijah in uporabili POPFLAG model. Vkljucili smo opcijo
USEPOPINFO, ki uporablja podatke o populacijah za raunanje verjetnosti, da vsak osebek
izvira iz ene od predvidenih populacij. Pri dobljenih nizkih vrednostih lahko predvidevamo, da
je osebek hibrid ali migrant (Poras — Hurtado in sod. 2013). Prav tako smo uporabili POPFLAG
model, za referen¢ne vzorce smo nastavili vrednost (POPFLAG = 1), pri vzorcih iz vzhodne
Slovenije pa smo pustili vrednost (POPFLAG = 0). Program ignorira populacijske podatke za
vzorce pri Katerih je POPFLAG nastavljen na 0 in uporabi informacije vzorcev z dolo¢enim
poreklom (POPFLAG = 1), za uvrstitev vzorcev brez znanega porekla v pravilni klaster (Porras-
Hurtado in sod. 2013). MCMC (Markov chain Monte Carlo) veriga je tekla 1.000.000
generacij, pri éemer smo zacetnih 100.000 generacij zavrgli. Stevilo skupin (K) smo dologili
od 1 do 10, za vsako skupino smo naredili pet 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 CLUMPAK (Kopelman in sod. 2015).
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Za dolocitev hibridizacije osebkov smo ponovili obe metodi s tem, da smo nastavili Stevilo
moznih skupin na K = 2. S tem smo predvidevali, da vsak hibridni genotip pripada ve¢ kot
enemu klastru, medtem ko ¢isti osebki pripadajo samo enemu Klastru, bodisi panonskemu
pupku ali velikemu pupku. MCMC veriga je tekla 1.000.000 generacij, pri ¢emer smo zaéetnih
100.000 generacij zavrgli. Analizo smo ponovili petkrat. Osebke smo klasificirali kot Ciste
osebke ene od vrst, ¢e so pripadali klastru z verjetnostjo q > 0,8. Osebke, ki so pripadali klastru
z verjetnostjo q < 0,8 smo dolo¢ili kot hibridne osebke.

Preglednica 5: Referenc¢ni vzorci za panonskega (T. dobrogicus) in velikega (T. carnifex) pupka.

Populacija Vrsta Lokacija Drzava Koordinate Stevilo
vzorcev
X y
1 T. dobrogicus Kunpeszer Madzarska 47.07 19.29 5
2 T. dobrogicus Kardoskut Madzarska 46.47 20.62 5
3 T.dobrogicus  Felso-Babad  Madzarska 47.3  19.23 8
4 T. carnifex Kastelec Slovenija  46.40 13.87 3
5 T. carnifex Rakitovec Slovenija  46.40 13.97 4
6 T. carnifex Boljun Hrvaska  46.40 14.12 1
7 T. carnifex Zazid Slovenija  46.40 13.93 5
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Slika 6: Referenéni vzorci velikega (T .carnifex) in panonskega (T. dobrogicus) pupka.
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3 REZULTATI

3.1 lzolacija DNA in rezultati masne koncentracije

Izolacija je bila uspeSna pri vseh 64 izoliranih vzorcih iz severovzhodne Slovenije. Vrednosti
koncentracije so bile med 1,89 ng/uL in 97,60 ng/pL na vzorec. Vrednosti absorbance pa med
1,27 in 2,83 na vzorec. Kljub nekaterim nizjim koncentracijam in neoptimalni absorbanci pri
nekaterih vzorcih, so bile nadaljnje analize vzorcev uspesne. Le 1 vzorec (TCARO06) od 64 ni
bil uspesen pri analizi mitohondrijskega zaporedja, kljub temu pa se je uspesno pomnozil pri
mikrosatelitnih lokusih. Rezultati koncentracije in absorbance za posamezen vzorec SO
prikazani v Prilogi A.

3.2 Analiza mitohondrijskega zaporedja

Uspesno smo pomnozili del gena za citokrom b pri 63 od skupno 64 osebkov. Gena nismo
uspes$no pomnozili pri osebku z oznako TCAROO06 iz lokacije Petanjci-Tisina kljub veckratni
ponovitvi. Pri uspe$no pomnozenih vzorcih smo pridobili okrog 550 bp parov dolg fragment
nukleotidnega zaporedja gena za citokrom b. Z uporabo orodja BLAST (Basic Local Aligment
Search Tool) smo vzorcem dolo¢ili vrstno pripadnost. Rezultati so prikazani v Preglednici 6.
Od 64 izoliranih osebkov je bilo na podlagi citokroma b, 38 osebkov dolocenih kot panonski
pupek in 25 osebkov kot veliki pupek. Od 38 osebkov panonskega pupka sta bila le dva najdena
na desnem bregu Mure in sicer na lokaciji Rihtarovci in Razkrizje. UspeSno pomnozenim
vzorcem smo z uporabo programa DNAsp dolocili pripadajoce haplotipe. Prepoznali smo 9
razli¢nih haplotipov, od tega je le en haplotip (H1) pripadal panonskemu, ostalih osem pa
velikemu pupku. Za izris drevesa smo uporabili model Tamura — 3 parameter (T92), ki je bil
po BIC in AIC kriterijih najbolj$i model ta izris. Razporeditev haplotipov je prikazana s
filogenetskim drevesom (Slika 10) in z mrezo haplotipov (Slika 9). Haplotipi velikega pupka
se med seboj razlikujejo za 1 do 2 mutaciji, medtem ko se haplotip panonskega pupka od
haplotipa velikega pupka (H2) razlikuje za 28 mutacijskih mest (Slika 9). Geografska
razporejenost haplotipov glede na lokacije vzoréen;j je prikazana na Sliki 7, glede na populacije
pa na Sliki 8. Najpogostejsi je bil haplotip 1 (H1), ki je predstavljal edini haplotip panonskega
pupka (najden pri 38 osebkih). Drugi najpogostejsi je bil haplotip 4 velikega pupka (H4), ki je
bil najden pri 11 vzorcih na petih razli¢nih lokacijah. Haplotip je bil pogostejsi na desnem bregu
Mure, na levem bregu je bil najden le na eni lokaciji. Pet haplotipov je bilo taksnih, ki so se
pojavili pri samo enem vzorcu (H5, H6, H7 in H9).
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Preglednica 6: Rezultati doloéitve vrste izoliranih osebkov iz Reke Mure na podlagi citokroma b s pripadajo¢imi
haplotipi. dob (panonski pupek, Triturus dobrogicus), car (veliki pupek, Triturus carnifex), n/a (ni podatkov).

Vzorec Lokacija Populacija Vrsta (BLAST) Haplotip
Tcar001 Murski Crnei 3 dob H1
Tcar002 Petanjci-Tisina 3 car H2
Tcar006 Petanjci-Tisina 3 n/a n/a
Tcar007 Petanjci-Tisina 3 dob H1
Tcar008 Petanjci-Tisina 3 car H3
Tcar009 Petanjci-Tisina 3 dob H1
Tcar017 Tropovci 3 dob H1
Tcar018 Tropovci 3 dob H1
Tcar019 Sentjur / car H9
Tcar020 Sentjur / car H8
Tcar021 Sentjur / car H8
Tcar033 Krog 3 dob H1
Tcar034 Krog 3 dob H1
Tcar035 Krog 3 dob H1
Tcar043 Petanjci-Zaton 3 dob H1
Tcar044 Petanjci-Zaton 3 car H5
Tcar045 Petanjci-Zaton 3 dob H1
Tcar047 Petanjci-Zaton 3 dob H1
Tcar048 Petanjci-Zaton 3 dob H1
Tcar049 Petanjci-Zaton 3 car H6
Tcar057 Petanjci-Zaton 3 dob H1
Tcar058 Petanjci-Zaton 3 dob H1
Tcarl07 Hrastje-Mota 3 car H4
Tcar064 Hrastje-Mota 3 car H4
Tcar065 Rihtarovci 3 dob H1
Tcar042 Apace 1 car H4
Tcar066 Apace 1 car H4
Tcar067 Apace 1 car H4
Tcar068 Apace 1 car H3
Tcar069 Apace 1 car H4
Tcar070 1zakovci 4 dob H1
Tcar071 1zakovci 4 dob H1
TcarQ072 1Zzakovci 4 car H4
Tcar073 1zakovci 4 car H7
Tcar074 1zakovci 4 dob H1
TcarQ75 1zakovci 4 dob H1
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Tcar076
TcarQ77
TcarQ78
TcarQ079
Tcar080
Tcar081
Tcar082
Tcar083
Tcar084
Tcar085
Tcar086
Tcar087
Tcar088
Tcar089
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Slika 7: Razporeditev haplotipov gena za citokrom b glede na geografsko lokacijo vzorcev. Haplotip 1 (H1)
predstavlja edini haplotip panonskega pupka. Ostali haplotipi predstavljajo haplotipe velikega pupka.
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Slika 8: Razporeditev haplotipov znotraj populacij. Haplotip 1 (H1) predstavlja edini haplotip panonskega pupka.
Ostali haplotipi predstavljajo haplotipe velikega pupka.
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Slika 9: Mreza haplotipov panonskega in velikega pupka. Velikost krogov je sorazmerna s §tevilom vzorcev.
Haplotip 1 (H1) predstavlja edini haplotip panonskega pupka. Ostali haplotipi predstavljajo haplotipe velikega
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Slika 10: Drevo najve¢jega verjetja (angl. maximum likelihood) vzorcev velikega in navadnega pupka iz SV

Slovenije.
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3.3 Analiza mikrosatelitnih lokusov

3.3.1 Vizualizacija alelov in preverjanje kvalitete analize mikrosatelitnih
lokusov

Uspesno smo analizirali velikost alelov ter heterozigotnost alelov na sedmih lokusih pri 64
vzorcih. Lokus Tcri32 se je pomnozil le pri nekaj vzorcih, zato smo podatke za ta lokus zavrgli
in za nadaljnje analize uporabili podatke sedmih lokusov (Tcril3, Tcri27, Tcri29, Tcri35,
Tcri36, Tcri43 in Tcri46). Rezultate smo zapisali v tabelo in jih zaokrozili na celo Stevilo. Pri
lokusih, kjer se alel ni pomnozil, smo ga oznacili kot 000 (nulti alel). Na sliki 11 je prikazan
primer vizualizacije alelov dveh vzorcev na 3 lokusih (Tcril3, Tcri27 in Tcri29).
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Slika 11: Prikaz izrisa alelov v programu Genemapper 4.1v. Prikazan je primer izrisa za dva osebka (Tcar006 in
Tcar096). Zgoraj je prikazan izris za dva lokusa, Tcri27 (moder alel) in Tcri29 (zelen alel). Spodaj pa je prikaz
izrisa za lokus Tecril3 (¢rn alel). Z oranznimi vrhovi so oznacéeni velikostni standardi (angl. size standard).

A

S programom Microchecker smo odkrili potencialne nulte alele na lokusih Tcri35, Tcri36,
Tcrid3, Tcri27 in Tcrid6. Za lokus Tcril3 in Tcri29 nismo odkrili nultih alelov.

Rezultati vezanega neravnovesja so pokazali, da so lokusi nepovezani in se prosto
rekombinirajo (Priloga B).
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3.3.2 Analiza genetske diverzitete

Populacije RazkriZje, PetiSovci in Sentjur so bile iz analize genetske diverzitete izkljuéene
zaradi premajhne velikosti vzorca. Vsi uspesno pomnozeni lokusi so bili visoko polimorfni z
10 do 20 alelov na lokus. Najvisje Stevilo alelov je imel lokus Tcri36 (20), najnizje pa lokus
Tcril3 (10) (Preglednica 7 in 8). Na vseh sedmih lokusih skupaj je bilo 95 alelov (13,57 alelov
na lokus). Panonski pupek je imel vi§je Stevilo alelov (82 alelov, povpre¢no 11,71 alelov na
lokus) kot veliki pupek (57 alelov, povpre¢no 8,14 alelov na lokus). Prav tako je imel panonski
pupek vi§je stevilo privatnih alelov (30) kot veliki pupek (18). Lokus Tcri36 je imel najvecje
Stevilo privatnih alelov pri obeh vrstah, najmanj$e pa lokus Tcril3. Rezultati razpona alelov,
Stevila alelov in Stevila privatnih alelov za posamezen lokus so prikazani v Preglednici 6.
Vrednosti bogastva alelov so med 1 in 7,262. Najnizja povpre¢na vrednost je bila na lokusu
Tcri27 (3,917), najvisja pa na lokusu Tcri29 (5,907) (Preglednica 10). Najvecje alelno bogastvo
je bilo najdeno v populaciji 4, najmanjse pa v populaciji 1 (Preglednica 8).

Preglednica 7: Razpon alelov, Stevilo alelov in $tevilo privatnih alelov na lokus. Vrsta osebkoV je bila dolo¢ena
glede na rezultate mtDNA.

Lokus Razpon alelov Stevilo alelov
(bp) Skupaj T.carnifex  T. dobrogicus
Tcril3 91-137 10 9 (1) 8 (1)
Tcri27 173-285 11 5 (3) 11 (5)
Tcri2g 244-345 13 8 (2) 12 (2)
Tcri3s 194-311 16 11 (5) 12 (6)
Tcriss 188-449 20 10 (6) 16 (9)
Tcrid3 246-288 12 8 (0) 10 (4)
Tcrid6 232-345 13 6 (1) 13 (3)
sum 95 57 (18) 82 (30)
Povprecno 13.57 8.14 11.71

Vrednosti opaZzene heterozigotnosti so bile od 0,4286 do 0,5619 na populacijo. Najvisja He in
Ho je bila pri populaciji oznaceni s stevilko 3, najmanjsa pa pri populaciji oznaceni s Stevilko
1. Najvecja razlika med pricakovano in opazeno heterozigotnostjo je bila v populaciji st. 4,
najmanjsa pa pri populaciji $t. 1. Pri vseh populacijah je bila opazena heterozigotnost nizja od
pricakovane (Preglednica 8, Slika 12). Izrazit deficit heterozigotnosti je bil opaZen na lokusih
Tcri36, Tcrid3 in Tcrid6 (pozitivne vrednosti Fis). Najvedji deficit je bilo opaziti na lokusu
Tcrid6, najvecji porast heterozigotnosti pa na lokusu Tcril3. Rezultati za posamezen lokus so
prikazani v Preglednici 11. Najvecji deficit heterozigotnosti je bilo opaziti pri populaciji §t. 4,
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najmanj$i pa pri populaciji $t.1. Pri nobeni populaciji ni bilo opaziti porasta heterozigotnosti
(Preglednica 8).

Preglednica 8: Genetska diverziteta velikega in panonskega pupka v vzhodni Sloveniji. Pri¢akovana
heterozigotnost (He), opazena heterozigotnost (Ho), koeficient inbredinga (FIS), Hardy-Weinbergovo ravnotezje
(HW) in bogastvo alelov (AR) glede na populacijo. v.s.z.-visoko statisti¢no znacilno (HW<0,01).

POP. St. He + SD Ho + SD Fis HW AR
vzorce
\Y
1 9 0.5194 + 0.2759 0.4286 +0.3420 0.231 0.1085  3.52
2 7 0.5339 + 0.2001 0.4354+0.1590 0.261 0.0725  4.34
3 30 0.7323 £ 0.1010 0.5619 + 0.1508 0.249  v.s.z. 5.43
4 12 0.7197 + 0.1394 0.5119+0.3278 0.328  v.s.z. 5.56

Preglednica 9: Stevilo alelov (NA) glede na lokus in populacijo.

Lokus/ Teril3  Tceri27 Tceri29 Tceri35 Tceri36  Tcrid43 Tcerid6
Populacija

1 5 1 2 7 3

2 5 4 6 4

3 9 10 12 14 15 9 10

4 6 7 11 5 7 9 9
SKUPAJ 10 11 13 16 20 12 13

Preglednica 10: Bogastvo alelov (AR) glede na lokus in populacijo.

Lokus/ Teril3 Tceri27 Tcri29 Tcri35 Tcri36 Tcrid3 Tcridb

Populacija
1 4.779 1.000 2.000 4.897 2897 6.161  2.877
2 4429 2714 3703 5000 528 5560  3.703
3 4594 4268 6.661 6.091 5790 4768  5.809
4 4407 5043 7262 4474 4261 6960  6.496

SKUPAJ 5.055 3.917 5.907 5.837 5.102 5.782 5.401
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Preglednica 11: Vrednosti FIS glede na lokus in populacijo.

Populacija/ 1 2 3 4
Lokus
Tcri 13 0.034 0.163 -0.054 -0.250
Tcri 27 N/A  -0.043 0.115 0.286
Tcri 29 0.543 0.143 0.084  -0.148
Tcri 35 -0.087 0.630 0.360 1.000
Tcri 36 0.377 0.059 0.296 0.179
Tcri 43 0.111 0.130 0.354 0.636
Tcri 46 0.771 0.442 0.533 0.424
Skupaj 0.231 0.261 0.249 0.328
0,8
0,7
g 0,6
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fon
5 04
.20
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S 02
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< 01
©
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Slika 12: Pri¢akovana (He) in opaZena heterozigotnost (Ho) glede na populacijo.

Rezultati Hardy-Weinbergovega testa ravnoteZja na lokus in na populacijo so prikazani v
Preglednici 12. Visoko statisti¢no znacilni (p < 0,01) so Stirje lokusi Tcri35, Tcri36, Tcri43 in
Tcri46. Lokusi Teril3, Teri27 in Tri29 niso statisti¢no znacilni. Dve populaciji nista v Hardy
Weinbergovem ravnotezju, to sta populaciji 3 in 4. Obe populaciji imata velik delez osebkov
panonskega pupka (dolo¢enih po mtDNA).
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Preglednica 12: Hardy-Weinbergov test ravnoteZja glede na lokus in populacijo. Odebeljeni so statisti¢no znaéilni
rezultati (p<0,05). v.s.z. oznaceni rezultati, ki so visoko signifikantni (p<0,01).

Lokusi/ Tcril  Tcri27 Tcri29 Tcri3s Tcri36 Tcri43 Tcrid6

Populacije 3
1 0.5694 - 0.1681  0.7435 0.1998 0.7257 0.0106
2 0.4532 1.0000 0.4550  0.0145 0.6492 0.3098 0.0237
3 0.9873 0.5620 0.5576  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
4 1.0000 0.0216 0.3096  0.0000 0.2207 0.0000 0.0069
Skupaj 0.9499 0.1837 0.3723 V.S.Z. V.S.Z. V.S.Z. V.S.Z.

Genetske razdalje med pari populacij, ki smo jih dolo¢ili v programu GenAlEx 6.5 so prikazane
v Preglednici 13. Populaciji, ki imata vrednost blizje 1, sta si bolj razli¢ni kot populaciji, Ki
imata vrednost blizje 0. Razdalje med pari populacij so bile od 0,104 do 0,268. Najnizja razdalja
je bila med populacijo 3 in 4 (0,104), najvi§ja pa med populacijama 2 in 4 (0,268). Najvecja
genetska razdalja je med Populacijo 1 in vsemi ostalimi populacijami (od 0,203 do 0,231).
Populacija 2 je pretezno sestavljena osebkov velikega pupka (po mtDNA), medtem ko je
populacija 4 sestavljena pretezno iz osebkov panonskega pupka.

Preglednica 13: Niejeva genetska razdalja med populacijami.

Popl Pop2 Pop3 Pop4

Popl 0.000

Pop2 0.231  0.000

Pop3 0.205 0.124  0.000

Pop4 0203 0.268 0.104  0.000

3.4 Analiza populacijske strukture in hibridizacije med velikim (Triturus
carnifex) in panonskim (Triturus dobrogicus) pupkom

1. Metoda

Structure harvester je z metodo Evanno za najprimernejse Stevilo klastrov dolo¢il dve skupini
(K=2; AK =10,52; Ln P (D) =-1642,00), ki lo¢ita velikega in panonskega pupka (Slika 13 in
14). Populacijska struktura je prikazana za K = 2 do K = 5, glede na lokacije vzoréenj na Sliki
13. Iz strukturiranosti je vidna lo¢itev lokacij, kjer so bili dolo¢eni le osebki velikega pupka, to
so lokacije Sentjur, Apace, Konjii¢e, Radenci in Vuéja vas. Te lokacije imajo visji delez gcar
od ostalih lokacij. Rezultati mesanja so pokazali, da je 21 vzorcev uvrs¢enih v enega od klastrov
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z verjetnostjo g > 0,8, ostalih 43 vzorcev je kazalo meSano poreklo med obema vrstama.
Razvrstitev vzorcev v klaster glede na q je prikazana v Preglednici 14. Dva vzorca sta bila
uvrS¢ena v klaster z verjetnostjo g > 0,8 kljub temu, da ju je analiza mtDNA uvrstila v drugo
vrsto. To sta vzorca TCAR008 (g = 0.900, dob klaster; car mtDNA, lokacija Petanjci-Tisina)
in TCARO088 (g = 0.813, car klaster; dob mtDNA, lokacija Krog-Satahovci).

Lokaciji PetiSovci in Razkrizje sta uvri¢eni v klaster panonskega pupka. Lokacije Sentjur,
Konjisce, Radenci in Vucja vas pa so uvrscene v klaster velikega pupka. Ostalih 11 lokacij kaze
mesano poreklo obeh vrst (Slika 15, Preglednica 15). Iz rezultatov meSanja je razvidno, da je
ve¢ji delez qcar na desnem bregu reke Mure, kot je pokazala tudi analiza mtDNA. Prav tako je
vidno povecevanje deleza qdob dolvodno proti jugovzhodu.
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Slika 13: Strukturiranost vzor¢enih lokacij za K2 - K5. Strukturiranost lokacij je izrisana na podlagi programa
STRUCTURE. Najverjetnejse stevilo je K = 2. Izris je rezultat prve metode pri kateri smo uporabili 64 vzorcev
iz vzhodne Slovenije brez referen¢nih vzorcev.
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Slika 14: Izbira najbolj verjetnega Stevila skupin z metodo AK (Evano in sod. 2006). Prva slika prikazuje AK za
metodo 1, druga slika pa za metodo 2.
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Slika 15: Delez mesanja (g) med velikim in panonskim pupkom v vzhodni Sloveniji na podlagi rezultatov
programa STRUCTURE po prvi metodi.
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2. Metoda

Structure harvester je z metodo Evanno za najprimernejSo Stevilo klastrov dolo¢il dve
skupini (K=2; AK =6,54; Ln P (D) = - 441299,45) ki locita panonskega in velikega pupka
(Slika 13). Populacijska struktura je prikazana na Sliki 18 za K = 2 do K = 5. Strukturiranost
glede na lokacije je bolj homogena kot pri prvi metodi. Nobena lokacije ne izstopa bistveno.
Pupki iz referen¢nih populacij so bili uvrséeni v pravilen Structure klaster z verjetnostjo q
0.838-0.941. Vzorci iz vzhodne Slovenije so bili uvrs¢eni v enega od starSevskih klastrov
ali pa so kazali mesano poreklo med obema vrstama (Priloga C). Le devet osebkov je
pripadalo enemu klastru (q > 0,8), ostalih 55 osebkov je kazalo meS$ano poreklo med obema
vrstama. Razvrstitev vzorcev glede na q je prikazana v Prilogi C. Po tej metodi je bil le 1
vzorec uvrséen V Klaster z verjetnostjo q > 0,8 kljub temu, da ga je mtDNA uvrstila v drugo
vrsto. To je vzorec TCARO008 (g = 0.835, dob klaster; car mtDNA, lokacija Petanjci-Tisina),
vzorec TCARO8S, ki je bil po prvi metodi uvrscen v klaster velikega pupka, je pri tej metodi
kazal meSano poreklo. Lokaciji Rihtarovci in PetiSovci sta uvrsceni v klaster panonskega
pupka (g > 0,8), vse ostale lokacije kazejo mesan izvor. Razvrstitev lokacij glede na q je
prikazana na Sliki 16 in Preglednici 14. Tudi pri tej metodi je viden ve¢ji delez qcar na
desnem bregu, vendar je manj opazno kot pri prvi metodi.

Legenda

I coos
I ccar

Slika 16: Delez meSanja (q) med velikim in panonskim pupkom v vzhodni Sloveniji na podlagi rezultatov
programa STRUCTURE po drugi metodi. Referen¢ni vzorci niso vkljuceni v graficni prikaz.
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T dobrogicus

I carnifex

Slika 17: Grafi¢ni prikaz razvrstitve vzorcev glede na parameter meSanja g (Structure) z uporabo mikrosatelitnih
podatkov. Referen¢ni vzorci panonskega pupka so oznadeni z zeleno barvo in predstavljajo klaster 1, referen¢ni
vzorci velikega pupka pa so rdece obarvani in predstavljajo klaster 2. Vzorci iz vzhodne Slovenije so oznaceni z

rumeno barvo. Vsaka tocka predstavlja en vzorec.

Preglednica 14: Rezultati koeficienta mesanja (q) glede na lokacije vzoréenja. Lokacije, ki so uvrs¢ene v klaster
z verjetnostjo (q > 0,8) so krepko oznacene. Prikazani so rezultati za obe metodi.

Brez referenénih v.

Z referenénimi v.

Lokacija qdob qcar qdob qcar MtDNA
1 Murski Crnci 0.590 0.410 0.795 0.205 dob
2 Petanjci-Tisina 0.658 0.342 0.630 0.370 dob, car
3 Tropovci 0.471 0.529 0.544 0.456 dob
4 Sentjur 0.163 0.837 0.451 0.549 car
5 Krog 0.570 0.430 0.563 0.437 dob
6 Apace 0.231 0.769 0.407 0.593 dob
7 Petanjci-Zaton 0.559 0.441 0.591 0.409 dob, car
8 Hrastje-Mota 0.305 0.695 0.514 0.486 car
9 Rihtarovci 0.719 0.281 0.829 0.171 dob
10 IZakovci 0.656 0.344 0.601 0.399 dob, car
11 Konjisée 0.130 0.870 0.411 0.589 car
12 Krog-Satahovci 0.500 0.500 0.590 0.410 dob, car
13 PetiSovci 0.820 0.180 0.824 0.176 dob
14 Radenci 0.122 0.878 0.524 0.476 car
15 Razkrizje 0.858 0.142 0.574 0.426 dob
16 Sratovci 0.531 0.469 0.620 0.380 car
17 Vuéja vas 0.139 0.861 0.366 0.634 car
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Slika 18: Strukturiranost vzoréenih lokacij za K2 - K5. Strukturiranost lokacij je izrisana na podlagi programa
STRUCTURE. Najverjetnejse Stevilo populacij je K = 2. Izris je rezultat druge metode pri kateri smo uporabili
64 vzorcev iz vzhodne Slovenije z referenéni vzorci T. dobrogicus in T. carnifex.
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4 DISKUSIJA

4.1 Analiza mtDNA

Z analizo mitohondrijske DNA smo potrdili prisotnost panonskega pupka v vzhodni Sloveniji,
s ¢imer smo podkrepili predhodne morfoloske raziskave na tem obmodcju (Stankovi¢ in Deli¢
2012, Cipot in sod. 2015; Luznik in sod. 2015). Vecji delez pupkov z T. dobrogicus mtDNA
je prisoten na levem bregu Mure kot tudi dolvodno po reki Muri proti tromeji s Hrvasko in
Madzarsko. Taksni rezultati so bili pricakovani, saj je do zdaj znana kontaktna cona obeh vrst
prav na skrajnem vzhodu Slovenije (Slika 19). Pupki z T. carnifex mtDNA so bili na levem
bregu Mure redkejsi kot na desnem bregu. Na levem bregu so bile vse lokacije meSane ali pa
so vsebovale le T. dobrogicus mtDNA. Vse lokacije, kjer smo nasli le osebke z mtDNA
velikega pupka, so bile na desnem bregu. Od 17 vzor¢nih lokacij so 4 lokacije vsebovale tako
T. carnifex kot T. dobrogicus mtDNA. To so bile lokacije Petanjci-TiSina, Petanjci-Zaton,
Izakovci, in Krog-Satahovci. Domnevamo da je eden od razlogov zakaj so panonski pupki
pogostejsi na levem bregu to, da so tam za njega primernej$i habitati. V zgornjem delu toka
reke Mure v Sloveniji so v 40 letih prejSnjega stoletja izvajali regulacijske posege, kar je
povzroc€ilo poglobitev re¢ne struge in spremenjeno re¢no dinamiko vse od mejne Mure do
Verzeja (Kikec 2007). Na samo poplavno dinamiko reke je mo¢no vplivala tudi izgradnja
nasipov, ki preprecujejo poplavljanje reke (Kaligari¢ in Beltram 2016). Od VerzZeja dalje proti
tromeji s Hrvasko in Madzarsko je reka ohranila svoje prvotne znaéilnosti (meandri¢en nizinski
tok), dolvodno so pogostejse mrtvice, kar predstavlja ugoden habitat za panonskega pupka
(Kaligari¢ in Beltram 2016). To je lahko eden od razlogov, da panonskega pupka najdemo
pogosteje na levem bregu in dolvodno po reki proti tromeji. Prav tako je mozno, da je panonski
pupek v preteklosti naseljeval nizinski pas od Mure vse do reke Drave. Vendar je iz tega
obmoc¢ja izginil zaradi regulacij in melioracij, ki so povzrocila izginotje mokri$¢ in ostalih
primernih habitatov. Podobno sklepajo tudi za razSirjenost nizinskega urha (Bombina
bombina), ki je neko¢ verjetno poseljeval obmoéje vse do Drave, danes pa ga v vmesnem
obmo¢ju med Dravo in Muro ve¢ ne najdemo, domnevno zaradi pomanjkanja primernih
habitatov (Cipot in sod. 2011).

Za panonskega pupka smo dolo¢ili en haplotip, za velikega pupka pa 8 razli¢nih haplotipov.
Rezultati analize polimorfizma gena za citokrom b kazejo na nizko mtDNA diverziteto
panonskega pupka. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Wallis in Arntzen (1989) in Wielstra
in sod. (2013b). Wielstra in sod. (2013b) razlagajo nizko diverziteto mtDNA z demografsko
ekspanzijo po ucinku ozkega grla. V Evropi je imela zadnja ledena doba mocan vpliv na
distribucijo vrst in njihovo znotraj vrstno diverziteto (Wielstra in sod. 2013b). V casu
Pleistocenske poledenitve so populacije v juznih refugijih akumulirale visoko genetsko
bogastvo, medtem ko so severne populacije genetsko uniformne zaradi u¢inka ozkega grla, ki
se je pojavil pri ekspanziji populacij iz refugijev proti severu po koncu poledenitve (Maletzky
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in sod. 2008). Za velikega pupka je znano, da je imel refugije v ¢asu zadnje poledenitve na
obmocju Italije, juzne Slovenije in Hrvaske, od koder se je po ledeni dobi Siril proti severu
(Wielstra in sod. 2013b). Panonski pupek pa je zadnjo ledeno dobo prezivel na delu svoje
zdaj$nje razSirjenosti, na obmocju severozahodne in juZzne Panonske nizine, od koder se je po
zadnji ledeni dobi razsiril vzdolz reke Mure in Tise (Voros in sod. 2016).

4.2 Analiza mikrosatelitnih lokusov

Uspesno smo pomnozili sedem lokusov od skupno osmih, kljub temu, da so bili vsi uporabljeni
lokusi so bili prvotno razviti za vrsto T. cristatus (Krupa in sod. 2002), zato niso nujno
univerzalni za vse vrste Triturus. Lokus Tcri32 se je pomnozil le pri nekaj vzorcih, tudi v
raziskavi Mikulic¢ek in sod. (2007) se ni pomnozil pri vzorcih velikega in panonskega, temve¢
le pri vrstah T. cristatus in T. karelinii.

Vsi lokusi so bili visoko polimorfni tako kot v drugih predhodnih raziskavah (Krupa in sod.
2002; Mikuli¢ek in sod. 2007, Maletzky in sod. 2010; Mikuli¢ek in sod. 2012). Dolocili smo
od 10 do 20 razli¢nih alelov na lokus. Vzorci, ki so bili po mtDNA doloc¢eni kot osebki velikega
pupka, so imeli skupno 57 alelov (povprecno 8,14 alela na lokus), vzorci panonskega pupka pa
skupno 82 alelov (povprec¢no 11,71 alela na lokus). Primerjava med razli¢nimi raziskavami je
prikazana v Preglednici 15. Panonski pupek je imel najvecje Stevilo alelov od raziskanih vrst
Triturus tudi pri drugih raziskavah (Mikulicek in sod. 2007; Mikuli¢ek in sod. 2012). Pri
velikem pupku so tudi v drugih raziskavah dobili podobne vrednosti, kot smo jih dobili v nasi
raziskavi. Pri panonskemu pupku pa so bile vrednosti v drugih raziskavah Se vi§je (Mikulic¢ek
in sod. 2007; Mikuli¢ek in sod. 2012). Vzrok za to je lahko tudi manjse Stevilo vzorcev kot pri
ostalih dveh raziskavah ali pa posledica hibridizacije v naSem primeru.

Preglednica 15: Primerjava $tevila alelov na lokus z drugimi raziskavami.

Triturus carnifex Tcrild Tcri27 Tcri29 Tcrid35  Tcri36 Tcrid3  Tcridb
Nasa raziskava 9 5 8 11 10 8 6
Mikuli¢ek in sod. 2007 9 / 9 9 7 14 6
Mikuli¢ek in sod. 2012 9 / 3 11 7 13 6
Triturus dobrogicus Tcril3 Tcri27 Tcri29 Tcrid35  Tcri36  Tcrid3  Tcrid6
Nasa raziskava 8 11 12 12 16 10 13
Mikulicek in sod. 2007 12 / 18 34 43 40 25
Mikulicek in sod. 2012 13 / 19 36 43 24 25

Rezultati nase raziskave kazejo visoko genetsko diverziteto panonskega pupka na podlagi
jedrne DNA (mikrosatelitnih lokusov), kljub nizki diverziteti mtDNA. Do podobnih rezultatov
so pri$li tudi v drugih raziskavah z uporabo mikrosatelitnih lokusov in alocimov (Mikuli¢ek in
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sod. 2007; Voros in Arntzen 2010; Mikulicek in sod. 2012). Wielstra in sod (2013b)
predvidevajo dva mozna vzroka za t0: visoka genetska diverziteta jedrnih markerjev je morda
posledica tega, da ima panonski pupek sirSo ekolosko niSo kot jo poznamo do zdaj. Druga
moznost je, da se je niSa panonskega pupka razvila v kratkem ¢asovnem obdobju zaradi
prilagoditve okoljskim spremembam.

OpaZena heterozigotnost je bila v vseh populacijah manjSa od pri¢akovane. Do podobnih
rezultatov so prisli tudi v razli¢nih raziskavah rodu Triturus (Maletzky in sod. 2008; Maletzky
in sod. 2010; Mikulicek in sod. 2012). Heterozigotnost je pomembno merilo genetske
diverzitete. Visoka heterozigotnost pomeni, da je v populaciji velika genetska variabilnost,
nizke vrednosti pa kazejo na nizko variabilnost populacij (Frankham in sod. 2009). V nasi
raziskavi smo opazili najvecji deficit heterozigotnosti v populaciji 4, ki je v vecji meri
vsebovala osebke panonskega pupka (2 osebka velikega in 10 osebkov panonskega pupka). Do
podobnih ugotovitev so prisli tudi v raziskavi Mikuli¢ek in sod. (2008) in Mikulicek in sod.
(2012) kjer je bil opazen najvecji deficit heterozigotnosti v populacijah panonskega pupka.
Deficit heterozigotnosti je bilo opaziti v vseh populacijah, najmanjsi deficit je bilo opaziti v
populaciji 1, v kateri smo ugotovili najman;jsi odstotek hibridizacije. Nizka heterozigotnost je
lahko pokazatelj izgube genetske raznolikosti, lahko pa je tudi posledica nultih alelov, to so
aleli, ki se tekom PCR reakcije ne pomnozijo (Frankham in sod. 2009; Freeland in sod. 2011).
Izguba genetske variabilnosti je znacilna za izolirane populacije in za parjenje v sorodstvu
(Frankham in sod. 2009). Poleg tega, selekcija v hibridnih cona deluje proti heterozigotom
(Maletzky in sod. 2010). Predvidevamo, da so nulti aleli najverjetnej$i vzrok zmanjSane
heterozigotnosti v nasi raziskavi, saj smo s programom Microchecker detektirali nulte alele kar
na petih od sedmih lokusov (Lokus Tcri27, Tcri35, Tcri36, Tcrid3, in Tcrid6). lzrazit deficit
heterozigotnosti je bil opazen na lokusih Tcri36, Tcri43 in Tcri46. Deficit heterozigotnosti so
opazili tudi Maletzky in sod. (2010), ki so opazili deficit na lokusih Tcri29, Tcri32, Tcri35 in
Tcri46.

Dve populaciji od stirih nista bili v Hardy-Weinbergovem ravnoteZju. To sta populaciji 3 in 4.
Obe populaciji se nahajata na levem bregu Mure in sta sestavljeni vec¢inoma iz osebkov
panonskega pupka. Glede na lokuse je opaziti visoko statisti¢no znacilno odstopanje (p < 0,01)
od H-W ravnotezja pri lokusih Teri35, Teri36, Tcri43 in Tcri46. To lahko, prav tako kot deficit
heterozigotnosti, pripisujemo nultim alelom na teh lokusih. Odstopanje od H-W ravnoteZja so
odkrili tudi v drugih raziskav pupkov z uporabo enakih lokusov. V raziskavi Maletzky in sod.
(2010) so odkrili statisticno znacilno odstopanje (p < 0,01) v Sestih populacijah od trinajstih.

4.3 Hibridizacija med panonskim in velikim pupkom

Hibridizacija in introgresija sta pri pupkih iz rodu Triturus zaradi njihove sorodnosti pogosta
na obmoc¢jih, kjer se areali dveh ali vec vrst stikajo. V Evropi je ve¢ znanih hibridnih con med
razli¢nimi vrstami pupkov (Arntzen in sod. 2014). V Avstriji sobivajo tri vrste (T. carnifex, T.
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cristatus in T. dobrogicus), med katerimi prihaja na sticnih obmog¢jih do hibridizacije (Wallis
in Arntzen leto; Maletzky in sod. 2008; Maletzky in sod. 2010). Hibridizacijo so odkrili na
podlagi morfoloskih in molekularnih podatkov v ve¢ regijah. Na Slovaskem sobivata dve vrsti
(T. cristatus in T. dobrogicus). Z uporabo jedrnih markerjev so Mikuli¢ek in sod. (2012) odkrili
hibridne cone med obema vrstama na obmodju Karpatov v juzni Slovaski. Na Ceskem sta
prisotni dve vrsti (T. cristatus in T. carnifex). Med obema vrstama prihaja do krizanja v juznem
delu Ceske (Mikuli¢ek in sod. 2012). Prav tako prihaja do introgresije med avtohtono vrsto T.
cristatus in vneseno vrsto T. carnifex na obmo&ju Svice (Dufresnes in sod. 2016).

Predhodne morfoloske raziskave z uporabo Wolterstorffovega indeksa (Stankovi¢ in Delié
2012, Luznik in sod. 2015), so tudi v Sloveniji pokazale prisotnost hibridizacije med panonskim
in velikim pupkom v severovzhodni Sloveniji. Stankovi¢ in Deli¢ (2012) sta na obmocju
Dolinskega polja zabelezila dva moZzna hibrida z uporabo Wolterstorffovega indeksa (vrednosti
WI so bile 54,06 pri samcu in 46,39 pri samici) in ostalih morfoloskih znakov. Ostalih 13
vzor¢enih osebkov je bilo glede na W1 doloc¢enih kot vrsta panonski pupek. V nasi raziskavi
nismo vzor¢ili v blizini Dolinskega polja, najblizja lokacija je PetiSovci, kjer smo glede na
mtDNA in jedrne markerje dolocili dva ¢ista osebka panonskega pupka.

Prav tako so ze v preteklosti na obmo¢ju Turjancev ob reki Muri nasli populacijo pupkov, ki je
imela morfoloske znacilnosti (RBV in WI) hibridov T. carnifex x T. dobrogicus oziroma vrste
T. cristatus (Crnobrnja-Isalovi¢ in sod. 1997; Kalezi¢ in sod. 1997). Stankovi¢ in Deli¢ (2012)
menita, da je prisotnost slednje vrste malo verjetna, glede nato, da je najblizji areal razsirjenosti
te vrste na severu Avstrije. Menita, da je deviacija v RBV in WI na obmo¢ju Turjancev
posledica hibridizacije med velikim in panonskim pupkom ali pa je posledica intraspecifi¢nih
bioloskih variacij. Vas Turjanci je v blizini treh naSih vzor¢nih lokacij: Radenci, Rihtarovci in
Hrastje-Mota. Glede na rezultate mtDNA smo na teh lokacijah nasli tako osebke obeh vrst.
Glede na analizo mikrosatelitnih lokusov smo na teh lokacijah nasli 1 ¢ist osebek velikega
pupka, 1 Cist osebek panonskega pupka in dva hibridna osebka T. carnifex x T. dobrogicus.

Na obmocju Mure so v letu 2013 potekale morfoloske (WI indeks) raziskave hibridizacije med
panonskim in velikim pupkom (Cipot in sod. 2015; Luznik in sod. 2015). Meritve so potekale
na 112 osebkih iz 9 razli¢nih lokacij. Od tega 6 lokacij in 20 vzorcev sovpada z nasSimi
vzor¢nimi lokacijami in vzorci (Preglednica 14). Meritve WI so bile opravljene na 20 istih
vzorcih kot nase molekularne raziskave, ostali vzorci so se razlikovali. Morfoloska raziskava
je pokazala 5 Cistih populacij panonskega pupka in 4 hibridne populacije obeh vrst. Nobena
populacija se ni izkazala za ¢isto populacija velikih pupkov (Cipot in sod. 2015). Pri primerjavi
6 lokacij, kjer so bile opravljene tako morfoloske kot molekularne analize, prihaja do razhajanj
v rezultatih obeh analiz (Preglednica 16). Obe metodi pa sta pokazali, da so na levem bregu v

vecji meri prisotni panonski pupki ali kriZanci obeh vrst.

Vrste iz skupine velikih pupkov imajo visoko stopnjo fenotipskih variacij, predvsem v hibridnih
conah, zato lahko vodi uporaba morfoloskih markerjev do visoke stopnje nepravilne dolocitve
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vrst (Maletzky in sod. 2008). Ugotovili so, da uporaba Wolterstorffovega indeksa vodi do kar
31% napacno dolocenih osebkov, zato so za pravilno dolo€itev nujno potrebne molekularne
raziskave ali Stetje vretenc (RBV) (Jehle in sod. 2011).

Preglednica 16: Primerjava rezultatov morfoloskih in molekularnih metod iz obmoéja Mure. Rezultati W1 so
povzeti po Luznik in sod. 2015. Meritve W1 niso bile opravljene na enakih vzorcih kot molekularne analize, vendar
so opravljene na istem obmocju. Rezultati mikrosatelitnih lokusov so iz 1. metode programa Structure.

Lokacija N Wi N MtDNA mikrosateliti
(W1) (DNA)
2. Petanjci TiSina 30 dob 4 car, dob dob, car x dob
3. Tropovci 6 dob 2 dob car x dob
5. Krog 9 dob 3 dob dob, car x dob
6. Apace 6 car x dob 1 car car x dob
7. Petanjci - Zaton 49 dob, car x dob 8 car, dob car x dob
8. Hrastje - Mota 5 car x dob 2 car car

V nasi raziskavi smo z analizo molekularnih markerjev rezultate predhodnih morfoloskih
raziskav potrdili. Hibridizacijo smo analizirali po dveh metodah v programu Structure. Pri prvi
metodi smo uporabili 7 lokusov in 64 vzorcev iz vzhodne Slovenije, medtem ko smo pri drugi
metodi vkljucili tudi referenéne vzorce starSevskih vrst iz obmo¢ij, kjer ne prihaja do
hibridizacije. Metodi sta nam dali nekoliko druga¢ne rezultate. V obeh metodah je zaznati
visoko stopnjo hibridizacije pri vzorénih osebkih, vendar je ta Se bistveno vecja pri metodi z
uporabo referen¢nih vzorcev. Tako smo s prvo metodo dolo¢ili 6 ¢istih lokacij od 17 (q > 0,8),
z drugo metodo pa le 2 ¢isti lokaciji od 17 (g > 0,8) (Preglednica 14). Prav tako je bila razlika
v dolo¢anju posameznih vzorcev v starSevski klaster. Pri prvi metodi je bilo doloc¢enih 43
hibridnih osebkov, pri drugi metodi pa se je ta Stevilka povecala na kar 55 osebkov od skupno
64 (Priloga C). Zanimivo je, da je pri drugi metodi bila lokacija Sentjur dolo¢ena kot me$ana
populacija obeh vrst. Domnevamo, da je to malo verjetno, saj je lokacija od reke Mure, Kjer je
kontaktno obmocje obeh vrst, oddaljena okrog 80 km zra¢ne razdalje.

Najverjetneje je razlika v rezultatin med obema metoda posledica uporabe razli¢nega Stevila
lokusov. Pri prvi metodi smo uporabili 7 lokusov, medtem ko smo pri drugi metodi uporabili
le 6 lokusov, saj referen¢ni vzorci panonskega pupka podatkov za ta lokus (Tcri 43) niso
vsebovali podatkov. Ta lokus je bil pri nasih vzorcih visoko polimorfen zato smo z njegovo
izloCitvijo iz analiz izgubili veliko pomembnih podatkov kar je lahko razlog za neskladnost
obeh metod. Vaha in Primmer (2006) sta ugotovila, da uporaba referen¢nih vzorcev pri analizi
hibridizacije ne vpliva bistveno na rezultate. Velik vpliv na pravilno dolocitev hibridov pa ima
Stevilo uporabljenih markerjev. Tako je za pravilno dolocitev hibridov F1 potrebnih 12-24
lokusov, za dolocitev povratnega krizanja pa Se veliko vecje Stevilo lokusov. V nasem primeru
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pravilnejSe rezultate najverjetneje kaze prva metoda, pri kateri smo uporabili 7 lokusov brez
referen¢nih vzorcev. V nasi raziskavi imamo dokaj majhno $tevilo uporabljenih lokusov, kar
lahko bistveno vpliva na pravilno dolocitev hibridnih osebkov.

Vzorec TCAROQO08 je bil po obeh metodah na podlagi mikrosatelitnih markerjev dolocen kot ¢ist
osebek panonskega pupka kljub temu, da je po mtDNA dolo¢en kot veliki pupek. Vzorec
TCARO088 pa je bil le po prvi metodi doloc¢en kot veliki, po mtDNA pa kot panonski pupek.
Druga metoda tega ni potrdila in ga je dolocCilo kot meSan osebek obeh vrst. Razhajanje v
rezultatih jedrnih in mitohondrijskih markerjev pri teh dveh vzorcih je najverjetneje posledica
introgresije mtDNA, ki je znacilna za pupke iz rodu Triturus. Za mitohondrijsko DNA je
znacilna introgresija na velike razdalje iz ene vrste v drugo v kontaktnih conah. Do introgresije
mtDNA mnogokrat pride v primeru, da na nekem obmocju ena vrsta zamenja drugo in pride do
hibridizacije med obema vrstama. V tak§nem primeru se lahko mtDNA asimetri¢no introgresira
iz izkljucene vrste v vdorno vrsto. V Casu zadnje ledene dobe je prihajalo do spreminjanja
distribucije vrst zaradi njihovega umika pred ledeno kapo proti juznim refugijem. Tako je prislo
na ve¢ obmocjih do stika ozko sorodnih vrst kar je omogocilo introgresijo mtDNA (Wielstra in
Arntzen 2012). Prav zaradi tega je v kontaktnih conah nujna uporaba jedrnih markerjev za
dolocitev vrst in za detekcijo hibridizacije (Maletzky in sod. 2008). Tudi Mikuli¢ek in sod.
(2012) so nasli mtDNA panonskega pupka na obmodgjih Ceske, Kjer se ta vrsta verjetno nikoli
ni pojavljala. Predvidevajo, da je prislo do introgresije mtDNA v regijah centralne Evrope, kjer
je bil kontakt vrst v preteklosti.

V neposredni blizini Slovenije je bilo najdenih Zze ve¢ hibridnih osebkov. Na Hrvaskem je bil
najden osebek s znacilnostmi med T. dobrogicus x T. carnifex na obmo¢ju Varazdina ob reki
Dravi. Doloc¢en je bil na podlagi morfoloskih znakov (Arntzen in sod. 1997). Hibridni osebki
so bili najdeni tudi ob reki Muri na meji med Slovenijo in Avstrijo v blizini Sentilja
(Herpetofavna.at) (Slika 19). V Sloveniji do zdaj $e ni bil najden panonski pupek ali hibridi
med obema vrsta izven ozjega obmocja reke Mure, kljub ve¢ obSirnim raziskavam na obmocju
Slovenije (Poboljsaj in Lesnik 2003; Cipot in Lesnik 2007; Cipot in sod. 2011; Luznik 2013;
Mazej Grudnik in Triglav Breznik 2015). To pa ne pomeni nujno, da panonskega pupka ali
hibridov izven obmoc¢ja Mure ni. Odsotnost podatkov za to vrsto je lahko le posledica
neuporabe morfoloskih indeksov in molekularnin metod pri monitoringu ali pa posledica
nepravilnega vzorcenja pupkov (Stankovi¢ in Deli¢ 2012).
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Slika 19: Vzorci panonskega pupka in hibridnih osebkov med velikim in panonskim pupkom na Hrvaskem,
Avstriji in Madzarskem. Razsirjenost velikega pupka je prikazana z rde¢o barvo, panonskega pa z oranzno barvo.
Obmocje prekrivanja areala razsirjenosti je obarvano s temnej$o oranzno barvo. Vzorci ¢istih osebkov panonskega
pupka so oznaceni z zeleno tocko, hibridni osebki obeh vrst pa z oranzno tocko. Povzeto po Wielstra in sod. 2014;
Jeli¢ 2015 in Herpetofauna.at.

Za dolocitev meje hibridne cone v Sloveniji bi bilo potrebno izvesti dodatno intenzivno in ciljno
vzoréenje preko vecjega dela vzhodne Slovenije, predvsem ob reki Dravi, kjer bi bilo za
pric¢akovati osebke panonskega pupka ali hibride med obema vrstama glede na bliznje podatke
te vrste na hrvaski strani. Analize vseh vzorcev bi morale biti tako morfoloske kot tudi
molekularne. Nadalje bi bili za uspe$no varstvo obeh vrst in njunih hibridov na tem obmocju,
izjemno pomembni podatki o ekoloskih potrebah, saj vrsti poseljujeta razlicne habitate. Cipot
in sod. (2011) predlagajo, da se razisc¢e kak$ne habitate poseljujejo hibridi. Hibridi lahko morda
poseljujejo le starSevske habitate, vmesne ali oboje. To pa vodi v razli¢ne upravljavske nacrte
za obe vrsti in krizance. V konéni fazi, ko bo hibridna cona dobro dolo¢ena, bodo pomembni
tudi podatki o Stevil¢nosti vrste panonskega pupka in njenih hibridov, predvsem na obmo¢ju
Nature 2000.
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5 ZAKLJUCEK

Na podlagi dveh molekularnih markerjev smo potrdili prisotnost panonskega pupka (Triturus
dobrogicus) v severovzhodni Sloveniji vzdolZz reke Mure. S tem smo potrdili rezultate
predhodno opravljenih morfoloskih raziskav (WI indeks) v tem delu Slovenije. Na
raziskovanem obmodju sta se pojavljale obe vrsti, tako veliki kot panonski pupek. Panonski
pupek je bil pogosteje najden na levem bregu Mure in dolvodno po reki proti tromeji s Hrvasko
in MadZzarsko. Na desnem bregu sta bila zabelezena le 2 osebka od 38. VVzrok te porazdelitve je
po vsej verjetnosti v sami izbiri habitata. Najprimernejsi habitati za panonskega pupka so od
Verzeja proti tromeji s Hrvasko in Madzarko, Kjer je reka Mura ohranila svoje prvotne
znacilnosti (meandri¢en nizinski tok) nizinske reke. Na tem obmocju so prisotne Stevilne
mrtvice, ki predstavljajo ugoden habitat za panonskega pupka. Medtem je bil veliki pupek v
ve€ini primerov najden na desnem bregu Mure, na levem bregu se je pojavil le nekajkrat. Na
levem bregu ni bilo nobene Ciste populacije velikega pupka, le mesane populacije obeh vrst.

Analiza genetske diverzitete je pokazala podobne rezultate kot so bili pridobljeni v drugih
raziskavah. Najvecji deficit heterozigotnosti in odstopanje od H-W ravnoteZja je bilo opaziti v
populaciji 3 in 4, ki v ve¢ji meri vsebuje 0sebke panonskega pupka. Zmanjsana heterozigotnost
je lahko posledica hibridizacije ali prisotnosti nultih alelov, ki smo jih zaznali v raziskavi.

Na podlagi molekularnih markerjev smo ugotovili visoko stopnjo hibridizacije med obema
prisotnima vrstama na tem obmocju (Triturus carnifex x Triturus dobrogicus). Hibridizacijo
smo analizirali po dveh metodah. V prvi metodi smo v analizo vkljucili samo vzorcene osebke
1z obmocja Mure, medtem ko smo pri drugi metodi dodali Se referenéne vzorce. Obe metodi sta
pokazale visoko stopnjo hibridizacije, nekoliko vecjo stopnjo je pokazala metoda z uporabo
referen¢nih vzorcev. PravilnejSo sliko po vsej verjetnosti kaze prva metoda, pri kateri smo
uporabili en lokus ve¢, ki ga pri drugi metodi nismo morali uporabiti zaradi pomanjkanja
podatkov za ta lokus pri referencnih vzorcih. Raziskave kaZejo na to, da ima Stevilo lokusov
vecji vpliv na rezultate kot uporaba referencnih vzorcev (Vaha in Primmer 2006).

Prva metoda je tako dolocila 43 hibridnih osebkov med T. dobrogicus x T. carnifex in 21
osebkov kot Cistih osebkov ene od starSevskih skupin. Dve lokaciji sta bili uvrsceni v Klaster
panonskega (Razkrizje in PetiSovci), $tiri lokacije pa v klaster velikega pupka (Sentjur,
Konjis¢e, Radenci in Vugja vas). Ostalih 11 lokacij kaze meSano poreklo obeh vrst. Pri dveh
vzorcih se je pokazala introgresija mtDNA, Ki je pogost pojav pri ozko sorodnih vrstah kot je
skupina velikih pupkov.

Devet osebkov panonskega pupka od 38 je bil dolo¢enih kot Cistih, ostali so bili dolo¢eni kot
hibridi obeh vrst. To potrjuje prisotnost Cistih osebkov panonskega pupka v Sloveniji. To je
pomemben podatek za varovanje obeh vrst v Sloveniji, saj vrsti poseljujeta razlicne habitate.
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Z naso raziskavo smo odpravili mnogo nejasnosti glede prisotnosti panonskega pupka v
Sloveniji in hibridizacije med T. dobrogicus x T. carnifex na obmocju reke Mure. Kljub temu
pa so potrebne raziskave razsirjenosti panonskega pupka v celotni vzhodni Sloveniji kot tudi
raziskave obsega hibridne cone z molekularnimi markerji. Glede na to, da vrsti poseljujeta
drugacne habitate in imata drugacne ekoloske zahteve, so potrebne tudi ekoloske raziskave
panonskega pupka v Sloveniji. Le tako bomo ucinkovito varovali in upravljali z obema
prisotnima vrsta v Sloveniji kot tudi z njunimi hibridi.
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PRILOGE



Priloga A: Koncentracije molekule DNA izra¢unane iz absorbance izoliranih vzorcev

Oznaka 260/280 Koncentracija Oznaka 260/281 Koncentracija

Tcar001 1.74 44.02 Tcar073 1.94 7.38
Tcar002  1.80 22.03 Tcar074  1.56 8.51
Tcar006  1.50 36.37 Tcar075  2.08 5.70
Tcar007  1.60 59.37 Tcar076  1.72 8.94
Tcar008 1.31 54.85 Tcar077 1.75 11.65
Tcar009 1.94 52.82 Tcar078  1.97 63.21
Tcar017 1.36 33.22 Tcar079 1.90 6.62
Tcar018 1.27 42.38 Tcar080 1.80 12.34
Tcar019 1.31 74.60 Tcar081  1.77 11.75
Tcar020 1.44 62.50 Tcar082 1.75 11.50
Tcar021  1.35 97.60 Tcar083  1.88 8.53
Tcar033  1.68 44.27 Tcar084  1.78 12.16
Tcar034 1.61 23.35 Tcar085  1.72 12.76
Tcar035  1.67 43.68 Tcar086  1.76 22.61
Tcar042  1.92 23.96 Tcar087 1.67 11.22
Tcar043  1.85 36.59 Tcar088  1.62 8.70
Tcar044  1.81 22.65 Tcar089  2.83 1.89
Tcar045  1.88 45.13 Tcar090 1.78 8.63
Tcar047  1.44 44.25 Tcar091  1.80 22.03
Tcar048  1.30 29.30 Tcar092 1.85 15.16
Tcar049 1.27 49.18 Tcar093 1.72 14.36
Tcar057  1.86 40.00 Tcar096  1.41 9.00
Tcar058  1.49 50.11 Tcar097 1.97 24.39
Tcar064  1.31 45.15 Tcar098 1.91 27.12
Tcar065  1.36 62.10 Tcar099  1.68 14.37
Tcar066  1.62 10.76 Tcarl00  1.65 11.32
Tcar067 1.74 10.50 Tcarl01 1.81 12.51
Tcar068  1.80 32.89 Tcarl02 1.82 16.50
Tcar069  1.84 47.46 Tcarl06 1.64 12.82
Tcar070 1.87 7.59 Tcarl07 1.44 6.51
Tcar071 2.00 6.02 Tcarl08 1.64 5.04
Tcar072  1.92 5.40 Tcarl09 1.95 15.24




Priloga B: Rezultati vezanega neravnovesja (Linkage disequilibrium)

Lokus 1 Lokus 2 Chi2 df P-vrednost
Tcril3 &  Tcri27 3.504.090 6 0.743425
Teril3 &  Tcri29 8.326.481 8 0.402246
Tcri27 & Tcri29 11.660.831 6 0.069977
Terild &  Tecri3d5 0.553939 6 0.997119
Teri27 &  Tcri3b 7.024.711 4 0.134588
Tcri29 &  Tcri3b 6.730.906 6 0.346451
Tcril3 &  Tcri36 5.697.531 8 0.681071
Tcri27 &  Tcri36 4.407.792 6 0.621669
Tcri29 &  Tcri36 10.972.711 8 0.203250
Tcridb5 &  Tcri36 6.833.527 6 0.336517
Teril3 &  Tcri43 3.435.931 6 0.752473
Tcri27 & Tcri43 1.574.000 6 0.954428
Teri29 &  Tceri43 2.491.396 6 0.869429
Tcrid5 &  Tcrid3 3.200.266 4 0.524888
Tcrizd6 &  Tcrid3 5.312.275 6 0.504430
Tcril3 &  Tcrid6 9.143.596 8 0.330328
Tcri27 &  Tcrid6 2.702.768 6 0.845120
Tcri29 &  Tcrid6 4.270.633 8 0.831918
Tcrid5 &  Tcrid6 3.684.914 6 0.719227
Tcrid6 &  Tcrid6 2.821.622 8 0.945048
Tcrid3 &  Tcrid6 1.571.732 6 0.954588




Priloga C: Rezultati meSanja med T. dobrogicus in T. carnifex za vsak vzorec. Vzorci, ki so uvr$¢eni v klaster z verjetnostjo (q > 0,8) so krepko
oznaceni. Vzorci, ki so oznaceni krepko in poSevno so uvrséeni v klaster, ki se razlikuje od rezultatov mtDNA.

BREZ REFERENCNIH V. | Z REFERENCNIMI V.
Zaporedna  Vzorec Lokacija qdob gcar qdob gcar VRSTA (mtDNA) HAPLOTIP

§t. (mtDNA)
1 Tcar001 1 0.590 0.410 0.795 0.205 dob H1
2 Tcar002 2 0.508 0.492 0.433 0.567 car H2
3 Tcar006 2 0.760 0.240 0.668 0.332 n/a N/A
4 Tcar007 2 0.384 0.616 0.492 0.508 dob H1
5 Tcar008 2 0.900 0.100 0.835 0.165 car H3
6 Tcar009 2 0.737 0.263 0.723 0.277 dob H1
7 Tcar017 3 0.307 0.693 0.590 0.410 dob H1
8 Tcar018 3 0.635 0.365 0.498 0.502 dob H1
9 Tcar019 4 0.243 0.757 0.424 0.576 car H9
10 Tcar020 4 0.149 0.851 0.518 0.482 car H8
11 Tcar021 4 0.096 0.904 0.412 0.588 car H8
12 Tcar033 5 0.842 0.158 0.691 0.309 dob H1
13 Tcar034 5 0.475 0.525 0.652 0.348 dob H1
14 Tcar035 5 0.393 0.607 0.345 0.655 dob H1
15 Tcar042 6 0.233 0.767 0.187 0.813 car H4
16 Tcar043 7 0.786 0.214 0.707 0.293 dob H1
17 Tcar044 7 0.539 0.461 0.431 0.569 car H5
18 Tcar045 7 0.347 0.653 0.459 0.541 dob H1
19 Tcar047 7 0.542 0.458 0.802 0.198 dob H1
20 Tcar048 7 0.428 0.572 0.534 0.466 dob H1
21 Tcar049 7 0.492 0.508 0.427 0.573 car H6




22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

Tcar057
Tcar058
Tcar064
Tcar065
Tcar066
Tcar067
Tcar068
Tcar069
Tcar070
Tcar071
Tcar072
Tcar073
Tcar074
TcarQ75
TcarQ76
Tcar077
TcarQ078
Tcar079
Tcar080
Tcar081
Tcar082
Tcar083
Tcar084
Tcar085
Tcar086
Tcar087
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0.585
0.756
0.481
0.719
0.399
0.219
0.206
0.100
0.395
0.795
0.501
0.834
0.683
0.834
0.715
0.720
0.888
0.439
0.303
0.771
0.105
0.116
0.148
0.151
0.827
0.839

0.415
0.244
0.519
0.281
0.601
0.781
0.794
0.900
0.605
0.205
0.499
0.166
0.317
0.166
0.285
0.280
0.112
0.561
0.697
0.229
0.895
0.884
0.852
0.849
0.173
0.161

0.552
0.813
0.648
0.829
0.545
0.463
0.482
0.357
0.581
0.526
0.539
0.731
0.449
0.737
0.644
0.716
0.626
0.587
0.394
0.685
0.412
0.419
0.503
0.312
0.817
0.884

0.448
0.187
0.352
0.171
0.455
0.537
0.518
0.643
0.419
0.474
0.461
0.269
0.551
0.263
0.356
0.284
0.374
0.413
0.606
0.315
0.588
0.581
0.497
0.688
0.183
0.116

dob
dob
car
dob
car
car
car
car
dob
dob
car
car
dob
dob
dob
dob
dob
dob
dob
dob
car
car
car
car
dob
dob

H1
H1
H4
H1
H4
H4
H3
H4
H1
H1
H4
H7
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H3
H4
H2
H4
H1
H1




48
49
50
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52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

Tcar088
Tcar089
Tcar090
Tcar091
Tcar092
Tcar093
Tcar096
Tcar097
Tcar098
Tcar099
Tcarl00
Tcarl0l
Tcarl02
Tcarl06
Tcarl07
Tcarl08
Tcarl09

12
12
12
12
12
12
13
13
14
15
12
12
12
16

17
17

0.187
0.218
0.334
0.831
0.465
0.675
0.820
0.820
0.122
0.858
0.535
0.338
0.254
0.531
0.129
0.173
0.105

0.813
0.782
0.666
0.169
0.535
0.325
0.180
0.180
0.878
0.142
0.465
0.662
0.746
0.469
0.871
0.827
0.895

0.511
0.471
0.527
0.746
0.507
0.571
0.824
0.824
0.524
0.574
0.372
0.590
0.492
0.620
0.380
0.364
0.368

0.489
0.529
0.473
0.254
0.493
0.429
0.176
0.176
0.476
0.426
0.628
0.410
0.508
0.380
0.620
0.636
0.632

dob
dob
dob
dob
dob
car
dob
dob
car
dob
dob
dob
car
car
car
car
car

H1
H1
H1
H1
H1
H8
H1
H1
H8
H1
H1
H1
H1
H3
H4
H4
H4




