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[ZBRANI PRIMERI GENETSKIH ANALIZ
PROSTOZIVECIH GOZDNIH ZIVALI
v SLQVENLUI

Genetic analyses of forest animals in Slovenia - case studies

Povzetek: Sposobnost prezZivetja in uspesnost neke populacije sta odvisna od dejavnikov okolja in genetske sestave popu-
lacije, kar ugotavijamo z analizami genetskih oznacevalcev. V prispevku prikazujemo stanje dveh izbranih gozdnih Zival-
skih vrst (divji petelin, Tetrao urogallus in gams, Rupicapra rupicapra) in predstavimo metode za analizo genetske strukture
populacij teh vrst v Sloveniji kot pomemben vir informacij za ucinkovito trajnostno upravijanje s populacijami in rastiSci
gozdnih zivali, tudi gozdnih Zivali, ter ohranjanje ogroZenih vrst. V sklopu analiz smo pridobili Stevilne bioloSke vzorce divje-
ga petelina, gamsa ter nekaterih drugih vrst divjadi ter vzpostavili protokole za analizo izbranih genetskih oznacevalcev in
obdelavo pridobljenih podatkov. Vpregledu smo predstavili nekaj mozZnosti in predlogov uporabe genetskih analiz gozdnih
Zivali v Sloveniji. Na primeru podatkov o genetski pestrosti razmejene alpsko-SZ dinarske in JV dinarske populacije divjega
petelina predlagamo usmeritve gospodarjenja s habitati v smeri povezovanja obeh populacij in preprecitve prekomernega
genetskega siromaSenja zaradi fragmentacije in izolacije populacij.

Kljuéne besede: biotska raznovrstnost na genskem nivoju, gozdne Zivali, gospodarjenje z gozdom, mikrosateliti mo-
lekularni  oznacevalci

Summary: The survival and the success ofa population of any species depend on environmental factors and genetic fitness
of the population, which can be assessed by analysis of suitable genetic markers. We discuss the status of western caper-
caillie (Tetrao urogallus) and chamois (Rupicapra rupicapra) populations in Slovenia and present methods for analysis of
genetic composition of populations of these forest animal species. Genetic analyses are discussed as an invaluable source
of information for sustainable management of forest animal populations, including game, their habitats and conservation
ofendangered species. We performed a large scale collection of biological samples of the western capercaillie, the chamois

as well as other forest animal species and implemented protocols for analysis of suitable genetic markers. Possibilities, ap-
plicability and utility of genetic analyses of game species in Slovenia are succinctly presented. Based on the results of the

genetic diversity analysis of the isolated Alpine-NWDinaric and SE Dinaric capercaillie populations in Slovenia we propose
the strategy of capercaillie habitat areas management with an aim of reconnecting both populations to prevent excessive
genetic impoverishment due to population fragmentation and isolation.

Keywords: biodiversity at gene levele, forest game, forest management, microsatellites, molecular markers
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vseh taksonomskih nivojih, tudi na nivoju osebka (Jeffreys
in sod. 1984). Metode analize genetskega podpisa se med
organizmi razliénih kraljestev bistveno ne razlikujejo, nu-
jen je le izbor ustrezno informativnih oznacevalcev.

Sposobnost prezivetja in uspesnost populacije opisujemo
s parametrom, imenovanim fitnes, in je odvisna od ge-
netske sestave populacije in dejavnikov okolja. Genetski
fitnes opredeljuje sposobnost prezivetja in reprodukcije
populacije (Orr, 2009). V sploSnem velja, da je za dolgoro¢-
no uspesnost in prezivetje populacije potrebna zadostna
mera genetske pestrosti. Ta zagotavlja ve¢jo zmoznost
prilagajanja populacije na spremembe (podnebne spre-
membe, pojav novih bolezni ipd.) (Booy in sod., 2000). V
sklopu analiz populacijske genetike lahko ugotavljamo
razliéne kazalce genetske pestrosti in nevarnosti parjenja
v sorodstvu (Griffiths in sod., 1998). Tako lahko identifici-
ramo populacije, ki so zaradi nizke genetske pestrosti oz.
genetske osiromasenosti dolgoroé¢no bolj ogrozene in
izpostavljene izumrtju. Za primer izpostavimo populacijo
gamsa (Rupicapra rupicapra Linnaeus) v gorovju Chartre-
use, ki kaze znake genetske osiromasenosti zaradi veckra-
tnega zmanj$anja Stevila osebkov in geografske izolacije
(Rodriguez in sod., 2010). Podobno so Segelbacher in
sod. (2003) ter Segelbacher in Piertney (2007) dokazali
prve znake zmanjSevanja genetske pestrosti v izoliranih
populacijah divjega petelina (Tetrao urogallus Linnaeus)
v srednji Evropi, katerih Stevilénost v zadnjih desetletjih
vztrajno in strmo pada (Storch, 2007; Cas, 1999; Cas, 2006;
Purnat in sod., 2007). Stanje genetske ohranjenosti popu-
lacij divjega petelina v Sloveniji do sedaj Se ni bilo preuce-
no. Glede na Studije prostorske razSirjenosti in Steviléno-
sti populacij pa lahko sklepamo, da je vrsta na obmocju
ogrozena in podvrzena drasti€énemu zmanj$evanju Stevila
osebkov (Cas, 2001; Kutnar in sod., 2005; Cas, 2008; Cas,

Slika 1. Genetske analize lahko pripomorejo k raz-
voju ukrepov za trajnostno upravljanje s populaci-
jami in habitati ogrozenega divjega petelina (Tetrao
urogallus L.) (foto: Milan cerar)

2010a). Namen naloge je pregledati raziskave genetske
pestrosti divjega petelina in izbranih vrst divjadi ter oce-
niti uporabnost genetskih analiz populacij gozdnih Zivali
v Sloveniji, saj so genetske, filogenetske in filogeografske
analize lahko pomemben vir informacij za ucinkovito
trajnostno upravljanje s populacijami in habitati gozdnih
zivali, tudi divjadi, ter ohranjanje ogrozenih zivalskih vrst.

METODOLOGIJA

Prvi korak vseh genetskih analiz je vzoréenje ustreznega
bioloSkega vzorca, ki vsebuje nukleinske kisline tarénega
organizma. Vzorenje je za divjega petelina potekalo na
podrocju celotne Slovenije na vseh registriranih rasti§¢ih
iz popisa leta 2000 (Cas, 2006; Bajc in sod., 2011). Vzorgili
smo ves razpolozljiv material, primeren za genetske anali-
ze (Bajc in sod., 2011). Za primer gamsa smo vzorce prido-
bivali na lovskih odkupnih postajah, kjer smo za potrebe
analiz odvzeli manjsi del trebusnega misi¢nega tkiva od-
streljenih osebkov (Cas, 2010b).

V laboratoriju Oddelka za gozdno fiziologijo in genetiko
(FIGE) Gozdarskega instituta Slovenije smo uvedli proto-
kole za ekstrakcijo celokupnih nukleinskih kislin iz razli¢-
nih zivalskih vzorcev, ki vklju€ujejo vse vrste mehkih tkiv,
iztrebke, kri, peresa (Horvath in sod., 2005) in dlake, mem-
brane jajénih lupin (Bush in sod., 2005) in tkiva prepari-
ranih trofej in muzejskih primerkov. Zmoznost ucinkovi-
te ekstrakcije tarénih nukleinskih kislin iz iztrebkov, sline,
membran zZe izvaljenih jajc, dlak in peres omogoca, da
vzoréenje opravimo neinvazivno, tj. brez fizicnega stika
s preu¢evanimi zivalmi in brez prekomernega vznemirja-
nja zivali v naravnem okolju. Ekstrakcije DNK smo izvedli
z uporabo predpripravljenih kompletov za ekstrakcijo
nukleinskih kislin proizvajalca Mo-bio Laboratories (Carls-
bad, ZDA) in postopkov, prilagojenih tipu vzorca (Bajc in
sod., 2011). Postopek ekstrakcije sledi navodilom proizva-
jalca, pri éemer za ekstrakcijo DNK iz iztrebkov uporablja-
mo komplet PowerSoil® DNA isolation kit, iz vseh tkiv in
krvi pa UltraClean® tissue & cells DNA isolation kit.

Naslednji korak genetskih analizje pomnozZevanje taréne-
ga nukleotidnega zaporedja, t. i. genetskih oznacevalcev,
v reakciji pomnozevanja s polimerazo (PCR). Izbor ge-
netskega oznadevalca je odvisen od namena genetskih
raziskav. Med bolj uveljavljene spada analiza mikrosateli-
tov, ki ob ustreznem izboru oznacevalcev omogoca tudi
lo€evanje na nivoju osebka (Blouin in sod., 1996). Poleg
analize mikrosatelitov so pogosteje uporabljane tudi ana-
lize genov za elongacijske faktorje, gena za citokrom b
in nukleotidnih zaporedij razlicnih odsekov ribosomske-
ga operona ter mitohondrijske DNK (mtDNK) (Lucchini
in sod., 2001). Za filogeografske Studije divijega petelina
(Bajc in sod., 2011) pomnozujemo 435bp dolg odsek CRI
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kontrolne regije mtDNK z za¢etnima oli-
gonukleotidoma GalF in GalRi (Duriez
in sod., 2007). Protokol pomnozevanja
po Duriez in sod. (2007) smo modifi-
cirali z dodatkom petih t. i. »touch-do-
wn« predciklov (od 60 °C do 56 °C), ki
izboljSajo specificnost reakcije. Reakcije
ugotavljanja nukleotidnega zaporedja s
PCR pomnozenih tarénih oznacevalcev
za nas komercialno opravljajo v podjetju
Macrogen inc. (Seul, Republika Koreja).

Analizo osnovnih kazalcev genetske pe-
strosti - Stevilo razliénih haplotipov, k;
Stevilo polimorfnih nukleotidnih mest, S;
nukleotidna diverziteta, n (Nei, 1987; Taji-
ma, 1983); haplotipska diverziteta, H (Nei,
1987); homozigotnost, HO (Nei, 1987) -
divjega petelina v Sloveniji smo izvedli s
programom Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier
in Lischer, 2010). Poleg analiz zivalske mt-
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standardne postopke za analizo drugih
regij genoma oz. genetskih oznaceval-
cev in tudi drugih skupin organizmov
(Grebenc in Kraigher, 2004).

REZULTATI IN DISKUSIJA

Analize genetskih oznacevalcev so
pokazale obstoj dveh genetskih linij
divjega petelina (Tetrao urogallus L)) v
Evraziji - t.i. borealne linije in juzne lini-
je sensu Duriez in sod. (2007) (Segelba-
cher in sod., 2003 ; Duriez in sod., 2007;
Rodnguez-Munoz in sod., 2007). Izsledki
teh raziskav so spodbudili obseznejSo analizo genetske
diferenciacije divjega petelina na podro¢ju od slovenskih
Alp, vzdolz Balkanskega polotoka do bolgarskih Rodopov,
ki smo jo opravili na FIGE v obdobju od 2008 do 2010.
Analizirali smo preko 400 vzorcev iztrebkov, peres in dru-
gih tkiv in natan¢neje opredelili razSirjenost in pojavnost
obeh genetskih linij ter definirali zahodno kontaktno
cono med linijjama, ki poteka v centralnem delu Balkan-
skega polotoka. Vsi vzorci iz Slovenije sodijo v borealno
linijo, pri ¢emer na tem podrocju obstaja prekinitev nek-
daj povezane alpsko-dinarske metapopulacije (Slka 2),
kar pa se na nivoju kontrolne regije mtDNK Se ne odraza
znacilno, saj obe populaciji izrazata skupne haplotipe. JV
dinarska populacija, ki je vezana na dinarski fito-geograf-
ski prostor, je v primerjavi z alpsko-SZ dinarsko populaci-
jo (Cas, 2006) po stevilu osebkov in po Stevilu prisotnih
haplotipov siromasnejSa (Preglednica 1), skupni aleli (aleli
B, C in O) pa so v obeh populacijah med dominantnimi
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Slika 2. Habitatne krpe alpsko-SZ dinarske in JV dinarske populacije
divjega petelina (Tetrao urogallus L.) v slovenji - stanje ob popisu
v zadnjih desetletjih 20. stoletja (¢as, 2006) (zgoraj) in ugotovljeni
haplotipi kontrolne regije mtdnK v celotni analizirani alpsko-sZ
dinarski (levo spodaj) in Jv dinarski (desno spodaj) populaciji

(Slika 2). JV dinarska populacija tudi izraza skoraj trikrat
viS§jo stopnjo homozigotnosti v primerjavi z Alpsko-SZ
dinarsko populacijo (Preglednica 1). SirSo distribucijo ge-
notipov, kot smo jo opazili tudi v Bajc in sod. (2011), avtorji
razlagajo v odvisnosti od velikih poledenitev zadnje lede-
ne dobe (Segelbacher in sod., 2003; Duriez in sod., 2007;
Rodriguez-Munoz in sod., 2007).

Genetske analize Zivali omogoc¢ajo opredelitev pripadno-
sti osebkov dolo¢eni podvrsti oz. ugotavljanje obmocja
raz8irjenosti posamezne podvrste. V primeru divjega pe-
telina rezultati genetskih analiz nasprotujejo in zavracajo
tradicionalno delitev na 12 podvrst (de Juana, 1994), ki so
bile opisane na osnovi razlik v morfologiji in vedenju, in
nakazujejo, da je teh bistveno manj (Liukkonen-Anttila in
sod., 2004; Segelbacher in Piertney, 2007). Na SirSem ob-
mocju Balkanskega polotoka genetske analize dokazujejo
prisotnost dveh genetskih linij (Duriez in sod., 2007; Bajc



Preglednica 1. Indeksi genetske pestrosti populacij divijega petelina (T. urogallus L.) v Sloveniji: k - Stevilo
razliénih haplotipov; s - Stevilo polimorfnih nukleotidnih mest; n - nukleotidna diverziteta; H - haplotipska
diverziteta; HO - homozigotnost; SD - standardna deviacija

Populacija k S n + SD H + SD HO
Alpsko-SZ dinarska 15 13 0,0047 + 0,0030 0,8757 + 0,0179 0,1243
JV dinarska 3 3 0,0036 + 0,0027 0,6667 + 0,1318 0,3333
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Slika 3. Analize populacijske genetike gamsa
(Rupicapra rupicapra L.) v Sloveniji lahko razkrijejo
vpliv osamitve in obseg le-tega na genetsko sestavo
domnevno izoliranih populacij (foto: Peter cadez)

in sod., 2011).

Z rezultati genetske pestrosti divjega petelina lahko pod-
premo tudi predhodno izrazeno potrebo po povezovanju
trenutno lo¢enih obmogji razsirjenosti alpsko-SZ dinarske
in JV dinarske populacije na podrocju Slovenije ter ustre-
znega gospodarjenja z gozdnim prostorom potencialnih
habitatov vrste (Cas, 2010a). S tem bi zagotovili kontinui-
ran pretok genov, pripomogli k boljsi genetski strukturi in
posledi¢no dolgoroénemu prezivetju obeh, sedaj lo¢enih
populacij. Zlasti JV dinarska populacija je zaradi razdro-
blijenosti habitata, majhnega $tevila osebkov (Cas, 2006)
in haplotipov ter viSje homozigotnosti ogrozena z vidika
zmanjSevanja genetske pestrosti in potencialno tudi ne-
gativnih ucinkov parjenja v sorodstvu.

Genetske analize populacij gamsa (Rupicapra spp.) so na
Gozdarskem institutu Se v zacetnih fazah. Zbrali smo okoli
450 vzorcev tkiv za molekularne analize, ki so v teku. Ste-
vilo in distribucija vzorcev zadostuje za reprezentativno
analizo vseh pomembnejSih populacij in podpopulacij v
Sloveniji (Cas, 2010b, c). Populacije gamsa so v Sloveniji
najstevilénejSe v osrednjem alpskem habitatu, ki obsega
Julijske Alpe, Karavanke z obrobnim hribovjem, Kamnisko
Savinjske Alpe in Pohorje. Migracijska povezanost v teh
obmogjih predvidoma omogoc¢a dober pretok genov in
posledi¢no ohranjanje zadostne genetske pestrosti. Vedje

nejasnosti o morebitnem vplivu fragmentacije habitatov
na genetsko pestrost in viabilnost se potencialno poja-
vljajo v izoliranih habitatnih krpah v Zasavju, na Krimskem
obmo¢ju in ob Kolpi, kjer so migracijske poti vsaj delno
prekinjene tudi z umetnimi pregradami, npr. z avtocesta-
mi. V do sedaj analiziranih populacijah gamsa v Sloveniji
se izpostavlja predvsem problem zmanjSanja heterozigo-
tnosti kot posledica razdrobljenosti in izoliranosti (Buzan
in Krystufek, 2010). Rezultati do sedaj opravljenih genet-
skih raziskav gamsov v Evraziji pa nakazujejo, da je dana-
Snja diverzifikacija in subspeciacija predvsem posledica
krcitve habitata in geografske izolacije v asu poledenitev
in krizanj izvornih genetskih linij v ¢asu razSiritve habitata
ter da delitev rodu na dve vrsti (Rupicaprapyrenaica Bona-
parte in Rupicapra rupicapra L) ni povsem jasna in nedvo-
umna (Rodnguez in sod., 2009; Rodnguez in sod., 2010).

Genetske raziskave imajo v analizah gozdnih zivali Siroke
moznosti uporabe. Rezultati analiz divjega petelina naka-
zujejo na nujnost ohranjanja in zagotavljanja primernih
in ustrezno razporejenih habitatov s ciljem povezovanja
trenutno lo€enih populacij, saj le tako lahko ohranimo za-
dostno genetsko pestrost in posledi¢no viabilnost popu-
lacij. Pricakujemo, da bomo na osnovi podrobne analize
na lokalnem nivoju lahko sklepali tudi na stanje populacij
in morebitne ukrepe za gospodarjenje z gamsom, za ka-
terega je znacilno, da se v ve¢ podrogjih pojavlja v izrazito
osamelih habitatnih krpah.

Nadaljnje moznosti uporabe vpeljanih pristopov so na
primer identifikacija povzrociteljev plenjenja drobnice v
Sloveniji, ki naj bi ga zagresili volkovi (Cerne in sod., 2010;
Dolf in sod., 2000; Scandura in sod., 2006). Molekularni pri-
stopi lahko pripomorejo tudi pri ugotavljanju prisotnosti
in razSirjenosti genetskih bolezni in povzrociteljev okuzb v
populacijah prostozive€ih gozdnih zivali (Liz in sod., 2002;
Marco in sod., 2009; De Nardi in sod., 2005; Depner in sod.,
2006). Rutinskih testov za genetske bolezni gozdnih Zivali
se trenutno Se ne izvaja, Ceprav so postopki za tovrstne
analize za nekatere vrste, npr domace pse (Optigen®,
2011), ze razviti. Ravno tako molekularni pristopi $e niso
nadomestili seroloskih in klasi¢nih mikrobioloSkih preiskav
(Pravilnik o boleznih zivali, 2007) okuzenosti populacij goz-
dnih Zivali s povzrogitelji razli¢nih bolezni (Vengust in sod.,
2006b), tudi takih, ki predstavljajo nevarnost prenosa na
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ljudi in gospodarsko pomembne domace zivali (Meng in
sod., 2009) in poslediéno povzrocCitev gospodarske Sko-
de, kot sta na primer klasiéna praSi¢ja kuga (Vengust in
sod., 2006a) in Aujeszkijeva bolezen (Capua in sod., 1997,
Vengust in sod., 2005). Moznosti za vpeljavo in uporabo
molekularnih pristopov je $& mnogo, njihova vpeljava pa
bo, tako kot na primeru sodelovanja pri analizah divjega
petelina in gamsa, nujno vkljuéevala predloge in potrebe
vec vpletenih institucij in konénih uporabnikov.
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