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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

3.Povzetek raziskovalnega projektal

SLO

Jadranski lipan je endemit severno jadranskega porecja, v Sloveniji se nahaja v Soci. Od
donavskih populacij se razlikuje morfolosko in genetsko, kot vrsta pa formalno ni priznan,
Ceprav je bil |. 1848 opisan kot Thymallus aeliani. Jadranski lipan je ogrozen zaradi
genetskega pretapljanja z savskim lipanom (vrsta evropski lipan T. thymallus), ki je bil
desetletja intenzivno vnasan v Soco. Revitalizacija jadranskega lipana v Sloveniji je temeljila
na poribljanju Soce s potomci osebkov, ki so odrazali nadpovprecen avtohtoni genetski
delez. Le-ta je bil ocenjevan z mikrosatelitnim genotipizacijskim testom, ki ni bil optimalen.
Cilj projekta je bil izdelati na osnovi sodobne NGS tehnologije izpopolnjen genotipizacijski
test z nekaj deset tisoci jedrnimi SNP markerji, s katerim bo mogoce (1) zanesljivo loCevati
jadranskega lipana od drugih linij evropskega lipana, (2) pri krizancih dolocati genetske
deleze in njihovo poreklo, (3) genotipizirati muzejske vzorce lipanov in s tem dobiti
referencne podatke, (4) preveriti genetsko kompatibilnost jadranskih lipanov iz italijanske
reke Sesije z jadranskim lipanom iz SoCe za primer morebitne revitalizacije s translokacijo in
(5) revidirati taksonomski status jadranskega lipana.

Z metodo NGS ddRAD smo pridobili 118.000 polimorfnih SNP lokusov v celotnem naboru
vzorcev. Zaradi introgresije sedanje soske populacije smo referencni genom razbrali iz
muzejskih primerkov iz leta 1899. Na tej osnovi smo izmed polimorfnih SNP lokusov nasli
lokuse, ki nedvoumno razlikujejo med jadranskim in evropskim lipanom, med soskim in
savskim lipanom ter med populacijami jadranskega lipana. Ta nov genotipizacijski pristop
omogoca zanesljivo ugotavljanje genetskega deleZza za posamezen introgresiran osebek in
je primeren tudi za rutinsko testiranje. Rezultati raziskave so pokazali, da imajo vsi danasnji
soski osebki celoten genom enako in enakomerno premesan s savskimi geni, pri cemer je
izpodrinjeno priblizno tri Cetrt avtohtonega genoma. Zato med njimi ni mozno najti osebkov
z nadpovprecnim avtohtonim genetskim delezem niti ni mozno najti obseznih kontinuiranih
avtohtonih genetskih sekvenc, zaradi ¢esar zakljuCujemo, da samo na osnovi lipanov iz Soce
revitalizacija jadranskega lipana ne more biti uspesna.

Genomska analiza je pokazala, da je izmed lokusov, diagnosti¢nih za jadranskega lipana,
samo ca. 10% takih, ki loc¢ijo genetsko Ciste muzejske osebke jadranskega lipana iz reke
Soce in jadranskega lipana iz reke Sesije, kar nakazuje na visoko genomsko podobnost teh
dveh skupin. Po naSem mnenju bi bilo zato reSevanje soskega lipana lahko uspesno
predvsem s prenosom osebkov iz Sesije.

Z novo vzpostavljenim markerskim sistemom vklju¢no z analizo mitogenoma smo primerijali
zivece lipanske populacije v jadranskem porecju z muzejskimi vzorci zZe izumrlega genetsko
Cistega jadranskega lipana ter s stevilnimi kladi znotraj rodu Thymallus ter na genomski
ravni potrdili, da bi bilo jadranskega lipana potrebno obravnavati kot samostojno vrsto.

ANG

Adriatic grayling is endemic to the northern Adriatic basin, in Slovenia it is located in the
Soca. It differs morphologically and genetically from Danube populations and is not formally
recognized as a species, although |. 1848 described as Thymallus aeliani. Adriatic grayling is
endangered due to genetic fusion with the Sava grayling (European grayling; T. thymallus),
which has been intensively introduced into the Soca for decades. The revitalization of the
Adriatic grayling in Slovenia was based on the restocking of the Soca with the offspring of
specimens, which reflected an above-average autochthonous genetic share. This was
assessed by a microsatellite genotyping test that was not optimal.

The aim of the project was to develop an advanced genotyping test based on modern NGS
technology with several tens of thousands of nuclear SNP markers, which will (1) reliably
distinguish Adriatic grayling from other European grayling lines, (2) determine the genetic
proportions and origin of hybrids, (3) genotyping museum samples of grayling and thus
obtaining reference data, (4) checking the genetic compatibility of Adriatic grayling from the
Italian river Sesija with Adriatic grayling from the Soca in case of possible revitalization by
translocation and (5) revising the taxonomic status of Adriatic grayling.

Using the NGS ddRAD method, we obtained 118,000 polymorphic SNP loci in the entire set of
samples. Due to the introgression of the current Soca population, the reference genome
was deduced from museum specimens from 1899. On this basis, we found loci that clearly
distinguish between Adriatic and European grayling, between Soca and Sava grayling and
between Adriatic grayling populations among polymorphic SNP loci. This hew genotyping
approach allows reliable determination of the genetic proportion for an individual
introgressed individual and is also suitable for routine testing. The results of the research
showed that all today's Soca specimens have the whole genome equally and evenly mixed
with the Sava genes, displacing about three quarters of the autochthonous genome.
Genomic analysis showed that of the loci diagnostic for Adriatic grayling, only ca. 10% of
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those that distinguish genetically pure museum specimens of Adriatic grayling from the Soca
River and Adriatic grayling from the Sesija River, which indicates a high genomic similarity of
these two groups. In our opinion, therefore, the rescue of the marble grayling could be
successful mainly by transferring specimens from the Sessia river.

With the newly established marker system, including mitogenome analysis, we compared
living grayling populations in the Adriatic basin with museum samples of already extinct
genetically pure Adriatic grayling and with numerous clades within the genus Thymallus and
confirmed at the genomic level that Adriatic grayling should be considered a separate
species.

4.Porodilo o realizaciji predloZzenega programa dela oz. ciljev raziskovalnega projekta2

Osnovni cilji projekta so bili sledeci:

e identificirati SNP lokuse na jedrni DNA, ki bodo predstavljali izboljSane populacijsko
diagnosti¢ne markerje za razlikovanje med jadranskih in savsko-dravskih lipanov ter
njihovih krizancev

e pripraviti podlago za diagnosti¢ni laboratorijski test za rutinsko ugotavljanje genetske
Cistosti jadranskih lipanov, ki bo omogocal doloc¢anje jadranskega in savskega
genetskega deleza ne samo na ravni populacije ampak tudi za posamezen osebek.

Realizacija teh ciljev omogoca:
- odbiro genetsko primernega plemenskega materiala, ki bo zagotavljal kvalitetno
revitalizacijo jadranskega lipana
- izdelavo priporocil za revidiran rehabilitacijski program.
- taksonomsko revizijo jadranskega lipana za formalno dodelitev statusa
samostojne vrste tej ribi.
- vzpostavitev kvalitetne plemenske jate tudi za namene komercialne vzreje

KljuCne ugotovitve, znanstvena spoznanja, rezultati in ucinki raziskovalnega projekta:
JADRANSKI LIPAN KOT SAMOSTOJNA VRSTA

Jadranski lipan ze od samega zacetka raziskav (Cuvier in Valenciennes, 1848) velja za
posebno entiteto evropskega prostora, pa naj si bo to kot vrsta (Bianco, 2014) ali kot
filogenetska linija. Dokazov o edinstvenosti je precej, tako na podlagi morfologije (Baji¢ in
sod., 2018) kot genetskih raziskav (Susnik in sod., 2001; Meraner in Gandolfi, 2012), Ceprav
se izsledki prvih glede na razli¢ne avtorje razlikujejo (Kottelat in Freyhof, 2007; Bianco,
2014). Projektna raziskava je pokazala, da mtDNA haplotipi, ki jih najdemo izklju¢no v
jadranskem povodju, formirajo monofiletsko skupino, lo¢eno od drugih kladov na evropskem
prostoru. Uporaba celotnega mitogenoma je omogocila primerjave na razli¢nih evolucijskih
c¢asovnih komponentah. Jadranski lipan tvori sestrsko skupino evolucijsko najbolj sorodnim
populacijam evropskega lipana. Skupini loCuje genetska distanca 5,68% oziroma ¢asovni
interval 3,35 - 8,22 m.l.n, ko naj bi prislo do cepitve teh dveh linij. Podobno ¢asovno okno
cepitev je znacilno za mnoge priznane vrste znotraj druzine Salmonidae. Glede na dolgo
samostojno evolucijsko zgodovino jadranskega lipana bi torej po analogiji tudi ta takson
lahko smatrali za samostojno vrsto. Na znatno divergenco jadranskega lipana pokaze tudi
filogenetska primerjava med taksoni znotraj rodu Thymallus.

Z uradnim priznanjem vrstnega statusa jadranskega lipana bi prakse poribljanja s
tujerodnimi linijami postale nelegalne, varovanje in upravljanje jadranskega lipana na
celotnem arealu v smeri njegove zascite in/ali revitalizacije pa bi postalo veliko bolj
ucinkovito.

STANJE IN MOZNOSTI RESEVANJA JADRANSKEGA LIPANA V SOCI

Jadranski lipan v Soci je moc¢no ogrozen, saj smo tekom raziskave ugotovili, da je populacija
tam v mo¢nem upadu. Posledi¢no smo v naravi le s tezavo nasli dovolj osebkov za
genomske studije. Z genomsko analizo smo potrdili dognanja izpred dveh desetletij (Susnik
in sod., 2001), da so v soski populaciji lipana moc¢no prisotni tujerodni aleli, ki izvirajo iz
savskih lipanskih populacij in so posledica intenzivhega ve¢ desetletnega prenasanja
(vlaganja) savskih lipanov v Soco (Bertok in Budihna, 1999). Glede na Structure analizo
sosSke populacije jadranskega lipana odrazajo visji genetski delez znacilen za savske
populacije, od deleza, znadilnega za referencni vzorec soskih lipanov iz muzejske zbirke.

Nov genotipizacijski test, temelje¢ na SNP markerjih visoke genomske gostote, pridobljen
preko ddRAD-sekvenciranja, je razkril nekatere pomanjkljivosti preteklega testa, ki je baziral
na enajstih mikrosatelitnih lokusih. Za razliko od mikrosatelitnih analiz nov genotipzacijski
test izhaja iz sodobne NGS tehnologije, ki omogoca pregled genoma v enormnih
razseznostih in s tem predstavlja najvisjo stopnjo genotipizacijskih testov, podrejeno le
primerjavi celotnih genomov. Tako trenutno razpolagamo z 9.287 SNP markerji, s katerimi
lahko razlikujemo med jadranskim in evropskim lipanom, 19.963 SNP markerji za
razlikovanje med soskim in savskim lipanom ter 5.399 markeriji, s katerimi je mozno dolocati
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poreklo razlicnim populacijam znotraj jadranskega lipana. Z novimi markerji smo potrdili
prejSnje ugotovitve o introgresiji genoma jadranskega lipana s savskim lipanom. Stopnja in
porazdeljenost introgresije v genomu jadranskega lipana v Soci pa nakazujeta, da je
iskanje genetsko ustreznih osebkov za namen revitalizacije jadranskega lipana v Soci
neprimeren ukrep. Genomski podatki treh referencnih muzejskih osebkov Cistega sosSkega
lipana so s pomocjo novega testa namrec razkrili popolno pretopitev genoma danasnjega
soskega lipana z genomom savskega lipana. Ne samo da je introgresija skoraj 80% in med
osebki enakomerno porazdeljena, ampak v genomih trenutno zivecih lipanov v Soci tudi ni
vel vecjih avtohtonih genomskih blokov, s katerimi bi se lahko preko pravilne selekcije
plemenskih Zivali ter nadaljnje vecgeneracijske selekcije priblizali genomu cistega lipana.
Rezultati raziskave torej kazejo, da je revitalizacija jadranskega lipana v Soc¢i v smislu
poviSanja avtohtonega genetskega deleza populacije na osnovi lastnega materiala
prakti¢cno nemogoca.

Hibridne populacije, Se posebno tiste s popolnoma pretopljenimi genomi brez ostanka
primarnih parentalnih osebkov, so na¢eloma v varstveni genetiki nezazelene in se jih ne
ohranja (Allendorf s sod., 2001). Vendar pa se v primeru jadranskega lipana glede na Se
obstojeco Cisto populacijo, ki se nahaja v Sesiji v italijanskem Piemontu, ponuja alternativna
opcija, ki temelji na morebitnem prenosu tega materiala v Soco, kar bi pomagalo dvigniti
raven avtohtonega genetskega deleza jadranskega lipana kot tudi genetsko pestrost in
StevilCnost soske populacije.

Genomska sorodnost lipanov iz Sesije in muzejskih vzorcev iz SoCe potrjuje, da je v Sodi
pred antropogenimi prenosi bival T. aeliani, in nakazuje, da bi za njegovo revitalizacijo v Soci
osebki iz Sesije lahko predstavljali donorske kolonizatorje. Zaznali smo le 3.775 alelnih
variant, ki so bile v avtohtoni Cisti populaciji, ki je neko¢ naseljevala Soco, pristne, medtem
ko jih v Sesiji ni mocC zaznati, To predstavlja glede na celokupno Stevilo polimorfnih ddRAD-
znac¢k majhen delez (= 10%). Vseeno pa parna Fgt vrednost, izraunana med tema
populacijama na osnovi variabilnih lokusov, pri katerih se frekvenca alelov med populacijama
razlikuje, precej visoka. To pomeni, da bi menjava okolja lahko imela dolocen vpliv na
uspesnost kolonizacije. Zato bi bilo preneseni populaciji potrebno dati Cas in prostor, da
nanjo vpliva naravna selekcija in izbere tiste genotipe, ki so najprimernejsi za zivljenje v
Sodi, kar bi v nekaj generacijah omogocilo prilagoditev in utrditev prenesene populacije.
Tako selekcionirana populacija bi lahko sluZila kot vir za nadaljnje kolonizacije soSkega
porecja.

VZPOSTAVITEV KVALITETNE PLEMENSKE JATE

Funkcionalne plemenske jate jadranskega lipana zaradi razli¢nih tezav trenutno ne
obstajajo, zato tudi ni bilo mozno izvajati genetskih izboljsav le-teh, kot smo nacrtovali ob
prijavi projekta pred tremi leti. Neglede na trenutno stanje novi genotipizacijski test na
osnovi SNP markerjev omogoca ucinkovito odbiro plemenskih osebkov - tako za namen
varstvene ali komercialne vzreje - z nadpovprecno visoko stopnjo heterozigotnosti in to na
izjemno velikem Stevilu lokusov vklju¢no z adaptivnimi, kar je zanesljiv pristop za povecan
fitnes plemenskih osebkov in njihovega potomstva. Test je torej na voljo in ga bo mozno
implementirati v prakso takoj, ko se bo za to pojavila potreba.

Tekom izvajanja projektnega dela smo sodelovali z naslednjimi tujimi partnerji:

Izbira in izolaciji DNA muzejskih vzorcev lipana: Naturhistorische Museum Wien, Avstrija; dr.
Anja Palandacic

Vzorci jadranskega lipana iz Adize: Fondazione Edmund Mach - Istituto Agrario, San Michele,
Italija; dr. Andrea Gandolfi

Vzorci jadranskega lipana iz Sesije: Gestione Ricerca Ambientale Ittica Acque, Varano Borghi,
Italija; dr. Stefania Trasforini

Viri:

Allendorf FW, Leary RF, Spruell P, Wenburg JK, 2001. The problem swith hybrids: Setting
conservation guidelines. Trends in Ecology and Evolution 16: 613-622.

Baji¢, A., Joji¢, V., Snoj, A., Miljanovi¢, B., Askeyev, O., Askeyev, 1., Mari¢, S., 2018. Comparative
body shape variation of the European grayling Thymallus thymallus (Actinopterygii,
Salmonidae) from wild populations in hatcheries. Zoologischer Anzeiger 272, 73-80.
https://doi.org/10.1016/1.JCZ.2017.12.005

Bertok M, Budihna N (1999). Annual report of Fish Cadastral Register for year 1997.
Fisheries Research Institut, Ljubljana, Slovenia.

Bianco, P.G., 2014. An update on the status of native in exotic freshwater fishes of Italy.
Journal of Applied Ichthyology 30, 62-77. https://doi.org/10.1111/jai.12291

Cuvier & Valenciennes. 1848. Histoire Naturelle des Poissons, p. 447-448. (Reimpression
1969, A. Asher & Co, Amsterdam)

Kottelat, M., Freyhof, J., 2007. Maurice Kottelat, Jorg Freyhof -Handbook of European
Freshwater Fishes (2007). Publications Kottelat Cornol.

Meraner, A. & Gandolfi, A. 2012. Phylogeography of European grayling, Thymallus thymallus
(Actinopterygii, Salmonidae), within the Northern Adriatic basin: evidence for native
and exotic mitochondrial DNA lineages. Hydrobiologia 693(1): 205-221.
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Susnik S, Snoj A, Dovc P. 2001. Evolutionary distinctness of grayling
(Thymallus thymallus) inhabiting the Adriatic river system, as based on mtDNA
variation. Biological Journal of the Linnean Society, 74, 3, 375-385.

5.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev3

Cilji projekta so bili sledeci: (1) identificirati SNP lokuse na jedrni DNA, ki bodo predstavljali
izboljSane populacijsko diagnosti¢ne markerje za razlikovanje jadranskih in savsko-dravskih
lipanov ter njihovih krizancev, (2) pripraviti podlago za diagnosti¢ni laboratorijski test za
rutinsko ugotavljanje genetske Cistosti jadranskih lipanov, ki bo omogocal dolocanje
jadranskega in savskega genetskega deleza ne samo na ravni populacije ampak tudi za
posamezen osebek.

V okviru realiziranega projekta smo odgovorili na oba zastavljena cilja:

Identificirali smo vec deset tiso¢ SNP lokusov na jedrni DNA in dolocili tudi populacijsko
specificne markerje, s katerimi lahko zanesljivo in natancno ter rutinsko lo¢ujemo
jadranskega lipana od drugih linij evropskega lipana kot tudi geografsko lo¢ene populacije
jadranskega lipana med seboj. Genotipizacija SNP markerjev na jedrni DNA omogoca tudi
dolocanje krizancev in pri le-teh doloc¢anje genetskih delezev posameznih linij/populacij in
njihovo poreklo. Genotipizacijski sistem je primeren tudi za genotipizacijo muzejskih vzorcev
lipanov, kar omogoca pridobitev referencnih genomov. Z novim genotipizacijskim sistemom
smo ugotavljali stanje genoma jadranskega lipana v Soci in preverili genetsko
kompatibilnost genetsko distih jadranskih lipanov iz italijanske reke Sesije z jadranskim
lipanom iz SoCe za primer morebitne revitalizacije s translokacijo, kar tudi predlagamo kot
najboljSo mozno resitev za revidiran rehabilitacijski program jadranskega lipana v Soci.
Odbira genetsko primernega plemenskega materiala, ki bo zagotavljal kvalitetno
revitalizacijo jadranskega lipana v So¢i namrec zaradi popolne pretopljenosti genoma
jadranskega lipana s savskim lipanom, ni mogoca.

Uporaba sodobne NGS tehnologije nam je omogocila tudi vpogled v celoten mitogenom
proucevanih osebkov in na osnovi le-tega taksonomsko revizijo jadranskega lipana za
formalno dodelitev statusa samostojne vrste tej ribi.

Vzpostavljen genotipizacijski test je na voljo in ga bo mozno implementirati v prakso takoj,
ko se bo zacCela vzpostavljati funkcionalna plemenska jata jadranskega lipana oz., ko bo
sprejet nov rehabilitacijski program jadranskega lipana v Soci. Trenutno plemenske jate
jadranskega lipana v Sloveniji ni.

6.Spremembe programa dela raziskovalnega projekta oziroma spremembe sestave
projektne skupine?

Program dela je bil v vecini opravljen, kot je bilo predvideno. Edino odstopanje je v realizaciji
cilja »vzpostavitev kvalitetne plemenske jate tudi za namene komercialne vzreje«, saj
plemenske jate jadranskega lipana v Sloveniji od leta 2018 ni vec, zato vzpostavljenega
genotipizacijskega testa ni bilo mogoce implementirati za namen analize plemenske jate in
potencialnega izboljSanja za namen komercialne vzreje.

7.Najpomembnejsi dosezki projektne skupine na raziskovalnem podroéju2

Dosezek
1. [COBISS ID

Naslov |sLo

ANG

Opis sLo

ANG

Objavljeno v

Tipologija

8.Najpomembnejsi dosezek projektne skupine na podrocju gospodarstva, druzbenih in
kulturnih dejavnosti®

Dosezek
1. [COBISS ID 4163720 Vir: COBISS.SI
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Dosezek

Naslov

SLO

Adaptivna divergenca divjih in ribogojniskih jadranskih lipanov (Thymallus
aeliani) z ddRAD seq

ANG

Adaptive divergence in wild and hatchery reared adriatic grayling
(Thymallus aeliani) using ddradseq

Opis

SLO

Za raziskovanje selekcijskega pritiska v ribogojniskem okolju smo
sekvencirali 12 osebkov iz ribogojnice v starosti 1+ in 12 divjih
posameznikov, ujetih v reki Soci. Gensko skeniranje je bilo izvedeno z
ddRADseq s pomocjo kemije PE-125bp. Pridobljeni SNP so bili razvrséeni
kot nevtralni ali potencialno prilagodljivi, prvi se uporabljajo za izracun
populacijske statistike, drugi pa za dololitev potencialne selekcije v
ribogojniskem okolju.

Opazili smo specificen selekcijski podpis v genih z imunsko funkcijo (geni
MHC, imunoglobulinski gen), kar kaze na ogrozen imunski odziv
ribogojniskih osbkov v primerjavi z divjimi. Usmerjeno selekcijo v rib.
okolju smo opazili tudi pri genu rastnega hormona. Ti predhodni rezultati
kazejo na zmanjSanje sposobnost prezivetja v ribogojnici tistih osebkov,
ki izhajajo iz naravnega habitata, kar kaze na potrebo po spremembi
sedanjih postopkov upravljanja jadranskega lipana, da se podpre
trajnostno upravljanje ribiStva v bliznji prihodnosti. Da bi to vprasanje
podrobneje razjasnili, je na vrsti sekvenciranje dodatnih populacij lipana.

ANG

As one of the most popular species for fly-fishing, Adriatic grayling
(Thymallus aeliani) is under constant fishing pressure. Natural populations
are thus being stocked, as recuperation, with graylings raised and bred in
fish farms. Environment in fish farms is greatly altered compared to
natural habitat resulting in drastically different selective pressure acting
on these fish compared to their wild conspecifics. Although most of
hatchery reared individuals do not survive when released into the wild,
some nevertheless interbreed with wild grayling, reducing the overall
fitness of population and its ability to adapt to changes in natural
environment.

The Soca river has been stocked with hatchery reared grayling for
decades. In an effort to reduce accumulative selection in captivity, the
progeny propagation relies on male breeders caught in the wild, coupled
with hatchery based female breeders.

To investigate selection pressure in hatchery environment we deep
sequenced 12 hatchery reared individuals at age 1+, and 12 wild
individuals caught in the Soca river. Genomic scan was performed with
double-digest restriction site associated DNA sequencing (ddRADseq)
using PE-125bp chemistry. Obtained SNPs were classified as neutral or
potentially adaptive, with the former used for calculating population
statistics, and the latter to identify potential selection in hatchery
environment.

Selection signature in genes with immune function (MHC genes,
immunoglobulin gene) was detected, suggesting compromised immune
response of hatchery reared individuals when compared to their wild
counterparts when in natural habitat, reducing hybridized populations
ability to resist naturally present pathogens. Directional selection in
hatchery environment was also observed at growth hormone gene,
potentially favoring fast growing individuals that thrive when surplus food
is present, a situation rarely observed in the wild. These preliminary
results suggest a reduction of fitness for hatchery reared individuals when
introduced into the natural habitat, envisaging the need for emendation
of current Adriatic grayling management plans, to support a sustainable
fisheries management in the near future. Sequencing of additional
grayling populations is on the way, to clarify this question more
thoroughly.

Sifra

B.06 Drugo

Biotechnical Faculty, Department of Animal Science; Studying the
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Dosezek

Objavljen

ov

behaviour of animals; 2018; Str. 9; Avtorji / Authors: Bravnicar Jernej,
Susnik Bajec Simona, Snoj Ales

Tipologija

1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

2. [COBISS ID

4209288 Vir: COBISS.SI

Naslov

SLO

Varstvena genomika jadranskega lipana (Thymallus aeliani) s pomocjo
muzejskih vzorcev in tehnologije ddRADseq

ANG

Conservation genomics of Adiatic grayling (Thymallus aeliani) using
museum specimens and ddRAD seq technology

Opis

SLO

ddRAD seq analiza je pokazala, da je od 42.000 lokusov, ki so diagnosticni
za jadranskega lipana, samo ca. 9% takih, ki locijo genetsko Ciste
muzejske osebke jadranskega lipana iz reke Soce in jadranskega lipana iz
reke Sesije, kar nakazuje na visoko genomsko podobnost teh dveh
skupin. Po nasem mnenju bi bilo zato reSevanje soskega lipana lahko
uspesno predvsem s prenosom osebkov iz Sesije. Visoka FST vrednost
(0.33), ki smo jo opazili med soskimi muzejskimi in sesijskimi vzorci na
polimorfnih lokusih (8k/118k), bi pri prenosu zaradi spremembe okolja
lahko imela dolo¢en vpliv na uspesnost kolonizacije prenesenih rib, zato bi
bilo potrebno zagotoviti pogoje za stabilizacijo in prilagoditev novo
naseljene populacije, e.g. vecletno prepoved Sportnega ribolova kot tudi
vse druge motece posege v vodo.

ANG

ddRAD seq analysis showed that of the 42,000 loci diagnostic for Adriatic
grayling, only ca. 9% of those that separate genetically pure museum
specimens of Adriatic grayling from the Soca River and Adriatic grayling
from the Sesija River, which indicates a high genomic similarity of these
two groups. In our opinion, therefore, the rescue of the marble grayling
could be successful mainly by transferring specimens from the Session.
The high FST value (0.33) observed between marble museum and session
samples at polymorphic loci (8k / 118k) could have a certain impact on the
success of colonisation of transferred fish during transfer due to
environmental change, so stabilisation conditions should be provided. and
adaptation of the newly settled population, eg a multi-year ban on sport
fishing as well as any other disruptive interventions in the water.

Sifra

F.27
Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine

Objavljen

ov

Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko; Rodica ima talent 2019;
2019; Str. 3-4; Avtorji / Authors: Bravnicar Jernej, Susnik Bajec Simona,
Snoj Ales

Tipologija

1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

9.Drugi pomembni rezultati projektne skupine?

10.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupineg

10.1. Pomen za razvoj znanosti2

SLO

Za analizo, izvedeno v tem ciljnem raziskovalnem projektu, smo uporabili Ze uveljavljena
molekularna orodja, zato projekt ne prispeva neposredno k razvoju osnovnih znanosti. Z
znanstvenega vidika so rezultati projekta doprinesli k SirSemu poznavanju populacijske
genomike lipana, predvsem jadranskega lipana. Pomemben rezultat projektnega dela je
genotipizacija DNA izolirane iz muzejskih vzorcev in vkljulitev rezultatov genomskih analiz
teh vzorcev v SirSe statisti¢ne analize, s ¢imer smo pridobili referenéne genome posameznih
populacij in bolj realno ocenili stopnjo introgresije pri hibridnih osebkih in populacijah. Nasa
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Studija je pomembna tudi z vidika zooloSke sistematike, ker je potrdila tudi na ravni
genoma, da jadranski lipan predstavlja samostojno vrsto. K temu znanju so bistveno
pripomogle analize muzejskih vzorcev. K razvoju podrocCja varstvene genomike smo
doprinesli z novimi pristopi bioinformatskih analiz v smislu dolo¢anja ustreznosti
jadranskega lipana iz reke Sesija (Italija) za translokacijo in revitalizacijo populacije v
Sloveniji. Rezultati projektnega dela bodo predvidoma objavljeni v 2-3 publikacijah v
mednarodno priznanih znanstvenih revijah.

ANG

For the analysis performed in this target research project, we used already established
molecular tools, so the project does not contribute directly to the development of basic
sciences. From a scientific point of view, the results of the project contributed to a broader
knowledge of the population genomics of grayling, especially Adriatic grayling. An important
result of the project work is the genotyping of DNA isolated from museum samples and the
integration of the results of genomic analyses of these samples into broader statistical
analyzes, thus obtaining reference genomes of individual populations and more realistically
assessing the level of introgression in hybrid specimens and populations. Our study is also
important from the point of view of zoological systematics, because it also confirmed at the
genome level that the Adriatic grayling represents an independent species. Analyses of
museum samples significantly contributed to this knowledge. We contributed to the
development of the field of conservation genomics with new approaches to bioinformatics
analyses in terms of determining the suitability of the Adriatic grayling from the River Sesija
(Italy) for translocation and revitalization of the population in Slovenia. The results of the
project work are expected to be published in 2-3 publications in internationally recognised
scientific journals.

10.2. Pomen za razvoj Slovenijel?

SLO

Glavni pomen rezultatov predlaganega projekta za razvoj Slovenije je varovanje naravne
dediscine, katere del v Sloveniji je nedvomno tudi jadranski lipan. Razvili smo sistem za
genetsko identifikacijo in genetski opis osebkov, ki jih je potrebno varovati, in za genetski
monitoring populacije, ki bo potreben v primeru njene restavracije in varovanja. Predlagali
smo najprimernejsi nacin, kako bi lahko glede na dane moznosti obnovili populacijo
jadranskega lipana v Soci, to je s prenosom genetsko Cistih jadranskih lipanov iz reke Sesije
v Soco.

Z novim genotipizacijskim testom smo podali strokovho oceno stanja populacije jadranskega
lipana v Sloveniji. Ugotovili smo, da imajo vsi danasnji soski osebki celoten genom enako in
enakomerno premesan s savskimi geni, pri cemer je izpodrinjeno priblizno tri Cetrt
avtohtonega genoma, in da zato na osnovi lipanov iz Soce revitalizacija jadranskega lipana
ne more biti uspesna.

Novi genotipizacijski test na osnovi SNP markerjev omogoca tudi ucinkovito odbiro
plemenskih osebkov z nadpovprecno visoko stopnjo heterozigotnosti in to na izjemno
velikem Stevilu lokusov, kar je zanesljiv pristop selekcije na povecan fitnes zaradi heterozisa
(e.g. odpornost proti okuzbam etc.) tudi za plemenske osebke in njihovo potomstvo,
namenjene za konzumno vzrejo, s ¢imer bi se lahko delno izognili vzrejnim problemom, ki so
znacilni za lipane, in kar bi verjetno neposredno vplivalo, da bi se prireja gojenih lipanov
povecala.

Rezultate projekta in moznosti implementacije smo ze predstavili na MKGP, Zavodu za
ribiStvo Slovenije in predstavnikom ribiske druzine Tolmin, torej vsem pristojnim, ki
sodelujejo pri pripravi ukrepov za varovanje in obnovo jadranskega lipana v Sloveniji.

ANG

The main significance of the results of the proposed project for the development of Slovenia
is the protection of the natural heritage, part of which in Slovenia is undoubtedly the Adriatic
grayling. We have developed a system for genetic identification and genetic description of
specimens that need to be protected, and for genetic monitoring of the population, which
will be required in the case of its restoration and protection. We proposed the most
appropriate way to restore the Adriatic grayling population in the Soca, given the
possibilities, by transferring genetically pure Adriatic grayling from the Sesija river to the
Soca.

With a new genotyping test, we gave an expert assessment of the state of the Adriatic
grayling population in Slovenia. We found that all present-day marble specimens have the
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entire genome mixed equally and evenly with the Sava genes, displacing about three-
quarters of the indigenous genome, and that revitalisation of the Adriatic grayling cannot be
successful based on Soca grayling.

The new genotyping test based on SNP markers also enables efficient selection of breeding
specimens with an above-average high degree of heterozygosity at an extremely large
number of loci, which is a reliable approach to selection for increased fithess due to
heterosis (eg resistance to infections, etc.) for breeding specimens and their offspring
intended for human consumption, which could partially avoid the breeding problems specific
to grayling, and which would probably have a direct impact on increasing the production of
farmed grayling.

The results of the project and the possibilities of implementation have already been
presented at the MKGP, the Fisheries Institute of Slovenia and Angling Club Tolmin, i.e. to all
those responsible for preparing measures for the protection and restoration of the Adriatic
grayling in Slovenia.

11.Vpetost raziskovalnih rezultatov projektne skupine

11.1. Vpetost raziskave v domace okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

v domacih znanstvenih krogih
pri domacih uporabnikih

Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?1

Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano
Zavod za ribistvo Slovenije
Ribiska druzina Tolmin

11.2. Vpetost raziskave v tuje okolje
Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?
v mednarodnih znanstvenih krogih

pri mednarodnih uporabnikih

Navedite stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujini raziskovalnimi
institucijami:12

e Izbira in izolaciji DNA muzejskih vzorcev lipana: Naturhistorische Museum Wien, Avstrija;
dr. Anja Palandaci¢

¢ Vzorci jadranskega lipana iz Adize: Fondazione Edmund Mach - Istituto Agrario, San
Michele, Italija; dr. Andrea Gandolfi

e Vzorci jadranskega lipana iz Sesije: Gestione Ricerca Ambientale Ittica Acque, Varano
Borghi, Italija; dr. Stefania Trasforini

Oba partnerja iz Italije sta izrazila zanimanje za sodelovanje v okviru formalnega projekta
(npr. LIFE, INTEREG).

Kateri so rezultati tovrstnega sodelovanja:13

Pridobivanje vzorcev, skupna diskusija o rezultatih in pogovori o nadaljnjem sodelovanju.

12.0znacite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri projektu, katere konkretne
rezultate ste dosegli in v kak$ni meri so dosezeni rezultati uporabljeni

Cilj
F.01 |Pridobitev novih prakti¢nih znanj, informacij in vescin
Zastavljen cilj @ pa ONE
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Rezultat |

DosezZen J|

Uporaba rezultatov |

Uporabljen bo v naslednjih 3 letih J|

F.02

Pridobitev novih znanstvenih spoznanj
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen Jl

Uporaba rezultatov |

Uporabljen bo v naslednjih 3 letih J|

F.03

Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj

@ pa ONE

Rezultat |

Dosezen J

Uporaba rezultatov |

V celoti J|

F.04

Dvig tehnoloske ravni
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov |

V celoti Jl

F.05

Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov |

Uporabljen bo v naslednjih 3 letih J|

F.06

Razvoj novega izdelka

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat |

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.07

Izboljsanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj

@ pa ONE

Rezultat |

Dosezen J

Uporaba rezultatov |

Uporabljen bo v naslednjih 3 letih J|

F.08

Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj

O pa ®NE

Rezultat |

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.09

Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj

Cpba ®NE

Rezultat |

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.10

IzboljSanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat |

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.11

Razvoj nove storitve

ARRS-CRP-ZP-2020/51
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Zastavljen cilj

Cpba ®NE

Rezultat

| 5|

Uporaba rezultatov

5|

IzboljSanje obstojece storitve
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen Jl

Uporaba rezultatov

|Uporab|jen bo v naslednjih 3 letih J|

Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj

C pa @ NE

Rezultat

| |

Uporaba rezultatov

| B

IzboljSanje obstojec
procesov

ih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih

Zastavljen cilj

Cpba ®NE

Rezultat

| 5|

Uporaba rezultatov

5|

Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen Jl

Uporaba rezultatov

|V celoti J|

Izboljsanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

C pa @ NE

Rezultat

| |

Uporaba rezultatov

| B

Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso

Zastavljen cilj

@ pa ONE

Rezultat

| Dosezen J|

Uporaba rezultatov

|Uporab|jen bo v naslednjih 3 letih Jl

Posredovanje novih

znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,

konference)
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen Jl

Uporaba rezultatov

|V celoti J|

Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj

C pa @ NE

Rezultat

| |

Uporaba rezultatov

5|

F.20

Ustanovitev novega

podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj

O pa ®NE

Rezultat

| 5|
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Uporaba rezultatov

5|

F.21

Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov

Zastavljen cilj

C pa @ NE

Rezultat

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.22

IzboljSanje obstojec

ih zdravstvenih/diagnosticnih metod/postopkov

Zastavljen cilj

O pa ®NE

Rezultat

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.23

Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev

Zastavljen cilj

Cpba ®NE

Rezultat

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.24

Izboljsanje obstojec
resitev

ih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih

Zastavljen cilj

C pa @ NE

Rezultat

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.25

Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj

O pa ®NE

Rezultat

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.26

IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj

Cpba ®NE

Rezultat

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.27

Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine
Zastavljen cilj @ pa ONE

Rezultat | Dosezen Jl
Uporaba rezultatov |V celoti J|

F.28

Priprava/organizaci

ja razstave

Zastavljen cilj

Rezultat

C pa @ NE
|

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.29

Prispevek k razvoju

nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj

Rezultat

O pa ®NE
|

5|

Uporaba rezultatov

5|

F.30

Strokovna ocena stanja
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Zastavljen cilj @ pa ONE

Rezultat | Dosezen Jl

Uporaba rezultatov |V celoti J
F.31 [Razvoj standardov

Zastavljen cilj C'pa @ NE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
F.32 |Mednarodni patent

Zastavljen cilj C pa @ NE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
F.33 |Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj O pa ®NE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | Jl
F.34 |Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj O pa ®NE

Rezultat | Jl

Uporaba rezultatov | J
F.35 |Drugo

Zastavljen cilj C'pa @ NE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
Komentar

13.0znadite potencialne vplive oziroma ucinke vasih rezultatov na navedena podrocja

. Ni Majhen | Srednji| Velik
Vpliv . . . .
vpliva | vpliv vpliv vpliv
G.01 Razvoj visokosolskega izobrazevanja
Razvoj dodiplomskega
G.01.01. izobrazevanja o ® O O
Razvoj podiplomskega
G.01.02. izobrazevanja c ® o o
G.01.03. |Drugo: @] e O O
G.02 Gospodarski razvoj
Razsiritev ponudbe novih
G.02.01 izdelkov/storitev na trgu c o o ®
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov 5] & [ 5] #)
G.02.03. |Znizanje strogkov proizvodnje ® & [ 5] 5]
ZmanjSanje porabe materialov in
G.02.04. |t ® O O O
G.02.05. |Razdiritev podrodja dejavnosti [ 5] & [ 5] 5]

ARRS-CRP-ZP-2020/51
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G.02.06. [Vedja konkurencéna sposobnost
G.02.07. |Vedji delez izvoza

G.02.08. [Povecanje dobicka

G.02.09. [Nova delovna mesta

Dvig izobrazbene strukture

G.02.10. :
zaposlenih

G.02.11. |Nov investicijski zagon
G.02.12. (Drugo:

Ol®| O [@@@®|O
O|0| @ [O|C|O|C
O|0| © [O|C|0|®
O|0| © [O|C|O|C

G.03 Tehnoloski razvoj
Tehnoloska razsiritev/posodobitev
G.03.01. | 4oz vnosti O ) ® 5]
Tehnolosko prestrukturiranje
G.03.02. | ity nosti ® e ) O
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij O O ® O
G.03.04. |Drugo: O ) 5] O
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja ® 5] 5] [i#]
G.04.02. |Izbolj8anje vodenja in upravljanja @ L, L L
IzboljSanje delovanja
G.04.03. administracije in javne uprave @ o o O
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti & 5] 5] 5]
G.04.05. |Razvoj civilne druzbe ® & [ [
G.04.06. |Drugo: 5] 5] [ 5] #)
Ohranjanje in razvoj nacionalne
G.05. naravne in kulturne dediséine in & 3] [ 3] O]
identitete
Varovanje okolja in trajnostni
G.06. razvo] O @ O ®
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture

Informacijsko-komunikacijska

G.07.01. infrastruktura

G.07.02. |Prometna infrastruktura

G.07.03. |Energetska infrastruktura
G.07.04. (Drugo: |

Varovanje zdravja in razvoj

Ol ® |0@@| @
Ol O |0[0|0] O
Ol O |0[0|10] O
Ol O |0[0|0]| ©

G.08. zdravstvenega varstva
G.09. Drugo: |
Komentar

14.Naslov spletne strani za projekte, odobrene na podlagi Javnih razpisov za sofinanciranje
ciljnih raziskovalnih projektov za leta 2016, 2017, 2018 in 201914

http://www.bf.uni-lj.si/index.php?
eID=dumpFile&t=f&f=22763&token=9d8c3ba85bd3edd8af51ba233101a84c42cb1539

C. IZJAVE
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Podpisani izjavljam/o, da:

e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnic¢ni in tocni;

e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za
potrebe ocenjevanja in obdelavo teh podatkov za evidence ARRS;

e 5o vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki (v
primeru, da porocilo ne bo oddano z digitalnima podpisoma);

e so0 z vsebino zaklju¢nega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta;

e bomo sofinancerjem istoCasno z zaklju¢nim porocilom predlozili tudi elaborat na zgoscenki (CD),
ki ga bomo posredovali po posti, skladno z zahtevami sofinancerjev.
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raziskovalne organizacije:

Univerza v Ljubljani, Biotehniska Ale$S Snoj
fakulteta

Datum: [20.5.2020 I

Oznaka porocila: ARRS-CRP-ZP-2020/51

1 NapiSite povzetek raziskovalnega projekta (najve¢ 3.000 znakov v slovenskem in angleSkem jeziku). Nazaj

2 Navedite cilje iz prijave projekta in napiSite, ali so bili cilji projekta dosezeni. Navedite klju¢ne ugotovitve,
znanstvena spoznanja, rezultate in ucinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s tujimi
partnerji. Najvec¢ 12.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najvec¢ 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikost
pisave 11). Nazaj

4 Navedite morebitna bistvena odstopanja in spremembe od predvidenega programa dela raziskovalnega
projekta, zapisanega v prijavi raziskovalnega projekta. Navedite in utemeljite tudi spremembe sestave projektne
skupine v zadnjem letu izvajanja projekta. Ce sprememb ni bilo, navedite »Ni bilo sprememb«. Najvec¢ 6.000
znakov vkljuéno s presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj

5 Navedite dose¥ke na raziskovalnem podrocju, ki so nastali v okviru tega projekta. Raziskovalni dosezek iz
obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite COBISS kodo dosezka -
sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FORD podroéja ter podatek, ali
je dosezek uvrscen v A" ali A'. Nazaj

® Navedite doseZke na podrocju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti , ki so nastali v okviru tega
projekta. Dosezke iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite
COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FORD
podrocja ter podatek, ali je dosezek uvrsc¢en v A" ali A'.

Dosezek na podrocju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti je po svoji strukturi drugacen kot dosezek
na raziskovalnem podrocju. Povzetek dosezka na raziskovalnem podrocju je praviloma povzetek bibliografske
enote (¢lanka, knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek dosezka na podrocCju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti praviloma ni povzetek
bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je dosezek sklop vec rezultatov raziskovanja, ki je lahko
dokumentiran v razli¢nih bibliografskih enotah. COBISS ID zato ni enoznacen, izjemoma pa ga lahko tudi ni
(npr. prehod mlajsih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih raziskovalnih nalogah, ali ustanovitev podjetja
kot rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) v

primeru, da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 7 in 8 (npr. v sistemu COBISS rezultat ni
evidentiran). Najvec 2.000 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj

8 pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet porocanja. Nazaj

9 Najvec 4.000 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj
10 Najvec 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
11 Najvec¢ 500 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj

12 Najvec 500 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj
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13 Najvec¢ 1.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj

14 Izvajalec mora za projekte, odobrene na podlagi Javnega razpisa za izbiro raziskovalnih projektov Ciljnega
raziskovalnega programa »CRP 2016« v letu 2016, Ciljnega raziskovalnega programa »CRP 2017« v letu 2017 in
Ciljnega raziskovalnega programa »CRP 2019« v letu 2019 ter Javnega razpisa za izbiro raziskovalnih projektov
Ciljnega raziskovalnega programa »Zagotovimo.si hrano za jutri« v letu 2016 in Ciljnega raziskovalnega
programa »Zagotovimo.si hrano za jutri« v letu 2018, na spletnem mestu svoje RO odpreti posebno spletno
stran, ki je namenjena projektu. Obvezne vsebine spletne strani so: vsebinski opis projekta z osnovnimi podatki
glede financiranja, sestava projektne skupine s povezavami na SICRIS, faze projekta in njihova realizacija,
bibliografske reference, ki izhajajo neposredno iz izvajanja projekta ter logotip ARRS in drugih sofinancerjev.
Spletna stran mora ostati aktivna Se 5 let po zakljucku projekta. Nazaj

Obrazec: ARRS-CRP-ZP/2020 v1.00
CE-82-F1-4D-3E-53-86-67-32-7D-A2-8C-CE-97-07-E2-46-0E-0B-BA
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1 OPIS PROBLEMA IN CILJEV

V evropskih rekah Zivi splosno razsirjena vrsta evropski lipan Thymallus thymallus, ki se pojavlja v
vec evolucijskih linijah, vezanih na specifi¢na geografska obmocja. Mednje sodita tudi savska in
jadranska linija, ki sta si geografsko blizu, genetsko pa dokaj dalec. Areal jadranskega lipana (J.
lipan) so reke severnega jadranskega povodja v severni ltaliji (porecje Pada in AdiZe) in zahodni
Sloveniji (predvsem zgornje porecje Soce). Kljub temu, da se J. lipana vec¢inoma uvrsc¢a v vrsto T.
thymallus, je bil prvi¢ znanstveno opisan |. 1848 na osnovi primerkov iz jezera Maggiore v Italiji in
poimenovan kot T. aeliani. Edinstvenost J. lipana so potrdile tudi genetske raziskave. J. lipan je v
Sloveniji Ze nekaj desetletij ogrozen predvsem zaradi poribljanja s evropskim lipanom iz Save
(savski lipan). Rezultat poribljanja je hibridna populacija v sosSkem porecju. Ker Ciste populacije J.
lipana v Sloveniji ni vec, je resitev mogoca le s ponovno vzpostavitvijo populacije s ¢im vedjim
avtohtonim genetskim delezem, kar je morda mozno doseci z genetsko odbiro najprimernejsih
osebkov za nadaljnjo vzrejo in poribljanje. Trenutni genotipizacijski test, ki se vsakoletno izvaja v
Casu drsti, temelji na nezadostnem Stevilu mikrosatelitnih lokusov, ki ne dajejo dovolj zanesljive
informacije o stopnji introgresije. Velik problem predstavlja tudi dejstvo, da v Soci ni vec Ciste
avtohtone populacije, ki bi sluZila kot referenca za nativne alele. V prirodoslovhem muzeju na
Dunaju hranijo muzejske vzorce lipana, ki izvirajo iz 19. stoletja, torej verjetno Se pred vnasanjem
savskih lipanov v Soco. Ta zbirka bi lahko sluzila kot referen¢ni material genetsko Cistih J. lipanov,
vendar je zaradi visoke degradiranosti DNA na teh vzorcih ucinkovitost klasicnihh diagnosticnih
testov nezadostna. Obenem so v italijanski reki Sesiji v Piemontu odkrili populacije J. lipana z vec
kot 90% avtohtonim genetskim deleZzem. Te predstavljajo dragocen material, potencialno
uporaben pri revitalizaciji J. lipana v Soci, vendar bi bilo predhodno nujno potrebno izvesti teste
genetske kompatibilnosti J. lipana v Soci in Sesiji. Zaradi naStetega se je pojavila potreba po
novem genetskem testiranju, ki bo temeljil na toc¢kovnih nukleotidnih polimorfizmih (SNP) jedrne
DNA in bo poleg hitrejse diagnostike imel tudi ve¢jo zmoZnost lo¢evanja med populacijami,
ugotavljanja evolucijske sorodnosti ter stopnje hibridizacije. Identifikacijo SNPjev nameravamo
izvesti preko sekvenciranja naslednje generacije (NGS) in sicer preko RAD genotipizacije, ki
omogoca identifikacijo mnoZzice nevtralnih SNP markejev, in hkrati tudi populacijsko genetsko
Studijo sekvenciranih populacij: ugotavljali bomo stopnjo introgresije naravnih in ribogojniskih
populacij J. lipana v Soci in genetsko podobnost J. lipanov iz Soce in Sesije. Ta pristop bo omogocil
tudi analizo muzejskih vzorcev in s tem vpogled v genetsko strukturo populacij lipana izpred 100
do 200 let.

Osnovni cilji projekta so sledeci:

e identificirati SNP lokuse na jedrni DNA, ki bodo predstavljali izboljSane populacijsko
diagnosti¢ne markerje za razlikovanje jadranskih in savsko-dravskimi lipanov ter njihovih
krizancev

e pripraviti podlago za diagnosticni laboratorijski test za rutinsko ugotavljanje genetske
Cistosti jadranskih lipanov, ki bo omogocal dolocanje jadranskega in savskega genetskega
deleza ne samo na ravni populacije ampak tudi za posamezen osebek.
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Realizacija teh ciljev bo omogodila:

- odbiro genetsko primernega plemenskega materiala, ki bo zagotavljal kvalitetno
revitalizacijo jadranskega lipana

- izdelavo priporocil za revidiran rehabilitacijski program.

- taksonomsko revizijo j. lipana za formalno dodelitev statusa samostojne vrste tej ribi.

- vzpostavitev kvalitetne plemenske jate tudi za namene komercialne vzreje

2 KRATEK POVZETEK KLJUCNIH UGOTOVITEV IZ LITERATURE

Studije na jadranskem lipanu so v primerjavi s $tudijami drugih linij evropskega lipana, ki so
povzete v Gum s sod. (2009) in Mari¢ s sod. (2012), relativno redke. Prva resnejsa raziskava sega v
I. 1848, ko je Valenciennes opisal lipana iz jezera Maggiore v Italiji na osnovi morfologije kot
samostojno vrsto Thymallus aeliani (Cuvier & Valenciennes, 1848).

Jadranskega lipana je kot morfolosko posebnega v odnosu do savskega prepoznala tudi
Jankoviceva (1960) in ga predstavila kot rasno diferencirano endemno populacijo. Vendar
jadranski lipan ni zadrzZal statusa samostojne vrste in mnogi kasnejsi ihtiologi ime T. aeliani
obravnavajo kot sinonim imena T. thymallus (Kottelat, 1997), obenem pa ga najnovejse
publikacije zopet obravnavajo kot samostojno vrsto (Bianco, 2013). Prve genetske raziskave na
jadranskem lipanu, te so temeljile na analizi mtDNA, so izvedli na populacijah iz slovenskega dela
soSkega porecja (Susnik s sod., 2001), kasneje pa tudi na populacijah jadranskega povodja v
severni Italiji (zgornje padsko porecje in reke AdiZa, Brenta, Tagliemento in Livenza; Meraner &
Gandolfi, 2012). Genetske distance, ki so jih izracunali na osnovi mtDNA zaporedij, ter
preliminarni rezultati mikrosatelitnih analiz (Snoj s sod., 1999; Susnik s sod., 1999 etc.) so
opredelili lipana iz jadranskega povodja kot klad, ki se je prvi odcepil od skupnega prednika
preostalih linij evropskega lipana, zaradi ¢esar so zanj predlagali ime “jadranski lipan” (Susnik s
sod., 2001). Polimorfizem mtDNA, ki so ga odkrili v Italiji (17 avtohtonih haplotipov), je bil v
primerjavi s Slovenijo (en avtohtoni haplotip) precej visji; v obeh primerih pa so poleg avtohtonih
haplotipov nasli Se donavske genetske variante (v nekaterih italijanskih rekah tudi atlantske;
Meraner & Gandolfi, 2012) in sicer v razmerju 1:1 v Sloveniji in 1:2 v Italiji v prid neavtohtonim. To
je bil prvi znanstveni dokaz, da ima poribljanje jadranskega povodja z neavtohtonim lipanom vpliv
na genetsko strukturo divjih domorodnih populacij. Poribljanje soskega porecja s savskim lipanom
se je v Sloveniji zacelo |. 1960 (Bertok & Budihna, 1999). Genetsko pretapljanje (introgresija) med
jadranskimi in vnesenimi lipani so prvi¢ dokazali z mikrosatelitno DNA z analizo, temeljeco na
bayesianski statistiki, ki omogoca izracun genetskih delezev za posamezen osebek (individual
admixture analysis, IAA). Ta analiza je pokazala, da je v soskem porecju ostalo samo od 50 do 60%
jadranskega genetskega fonda in izjemno nizko Stevilo potencialno Cistih primerkov, ki so se uspeli
ohraniti kljub vec desetletnemu vnosu neavtohtonih osebkov (Susnik s sod., 2004). IAA je v
nadaljevanju postala pomembno orodje za identifikacijo osebkov v soskem porecju z adekvatnim
deleZzem jadranskih genov (Susnik & Snoj, 2005). L. 2004 je bil osnovan projekt z naslovom
»Jadranski lipan«, v okviru katerega je potekal pilotni poskus vzreje in odbire jadranskega lipana
za repopulacijo, ki je vklju€eval tudi genetske analize (Jesensek & Sumer, 2004). Nedavna
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raziskava mtDNA na lipanih iz italijanskega dela jadranskega povodja je pokazala, da v nekaterih
recnih odsekih v sistemu reke Pad in pa predvsem v reki Sesiji moc¢no prevladujejo (nad 90%)
avtohtoni haplotipi (Meraner & Gandolfi, 2012). Nadaljnja, zelo obseZna Studija, ki je temeljila na
analizi mikrosatelitnih podatkov severno jadranskih lipanskih populacij v Italiji, je potrdila ta
opazanja ter razkrila, da je pri teh populacijah tudi delezZ introgresije tujih alelov nizek (pod 10%);
Se posebno je bilo to ocitno v Sesiji (Meraner s sod., 2014). Avtorji ugotavljajo, da gre za
pomembno odkritje v smislu varovanja jadranskega lipana, in da je to odkritje v ostrem nasprotju
s splosno razsirjeno introgresijo v Sloveniji, o kateri porocajo Susnik s sod. (2004).

Do relativno nedavnega so bili glavno orodje v molekularnih studijah in varstveni genetiki
predvsem jedrni mikrosatelitni lokusi in dolo¢eni odseki mitohondrijske DNA (Morin s sod., 2004).
Dejavnosti za ohranjanje biodiverzitete in upravljanje z vrstami in populacijami pa lahko v
novejSem Casu pri¢akujejo ucinkovito pomo¢ preko informacij, ki niso vezane na omenjena
markerska sistema, ampak prihajajo iz celotnega genoma; ta nov pristop se imenuje varstvena
genomika (Shaffer s sod., 2015). Varstvena genomika temelji na genomskih podatkih (ve¢inoma so
to tockovni nukleotidni polimorfizmi, »SNPji«), katerih u¢inkovito identifikacijo omogoca
tehnologija »sekvenciranja naslednje generacije« (NGS). Zaradi neprimerljivo vecjega Stevila
markerjev genomski pristop predstavlja sredstvo, s katerim je mogoce precej bolj doloc¢eno in
natancno preucevati prakti¢no vsa klasi¢na vprasanja varstvene genetike, kot so npr. ocena
efektivne velikosti populacije in preucevanje gibanja populacij (Lecis s sod., 2006), preucevanje
filogenetskih vprasanj in taksonomskih nejasnosti, zaznavanje introgresijske hibridizacije in ocena
stopnje genetskega pretapljanja (Fitzpatrick s sod. 2012; Miller s sod., 2012), dolocanje varstvenih
enot (Frankham, 2010), ugotavljanje sorodnosti med osebki (Santure s sod., 2010) etc. Princip
NGS, ki temelji na generiranju obseZnega Stevila zelo kratkih naklju¢nih sekvenc, omogoca
ugotavljanje zaporedja starodavne DNA (npr. iz muzejskih vzorcev), ki je praviloma precej slabe
kvalitete (e.g. fragmentirana), kar pa v primeru NGS tehnologije zaradi kratkosti dobljenih sekvenc
predstavlja precej manjSo omejitev (Meyer at al., 2013).

Antropogeno pogojena hibridizacija med domorodnimi in vnesenimi taksoni predstavlja zaradi
zmanjsanega »fitnessa« (Muhfeld s sod., 2009), izginjanja avtohtonih genomov in propadanja
genetske in okoljske prilagojenosti (Kelly s sod., 2010) veliko skrb v smislu ohranjanja in zakonskih
dolocil prizadetih vrst in populacij (Allendorf s sod., 2001). Hibridizacija, pogojena s ¢loveskimi
vplivi, je Se posebej razsirjena med sladkovodnimi ribami, zlasti med salmonidnimi vrstami,
katerih divje populacije so Ze desetletja podvriene translokacijam in dopolnilnemu vlaganju z
ribogojniskimi domesticiranimi linijami. SNP lokusi so idealen marker za odkrivanje in spremljanje
omenjenih hibridizacij, kajti na stotine SNP lokusov je s pomocjo sodobnih genotipizacijskih
platform mogoce tipizirati hitro, zanesljivo in relativno poceni (Seeb s sod., 2011; Angeloni s sod.,
2011; Twyford & Ennos, 2012). Na lipanih hibridizacijskih studij, ki bi temeljile na odkrivanju SNP-
jev na ravni genoma, Se ni bilo, obstaja pa nekaj takih studij v okviru varstvene genomike na
Sarenki (Onchorhynchus mykiss), ki predstavlja najbolj prenasano in najbolj problemati¢no
invazivno vrsto rib nasploh (Halverson 2010). Hohenlohe s sod. (2013) so preucevali stopnjo
genetskega mesanja med domorodno vrsto O. clarki in vneseno Sarenko. Uporabljali so RAD-
sekvenciranje in na ta nacin pridobili 3.180 vrstno diagnosti¢nih SNP lokusov. Genomski podatki
pri salmonidih omogocajo tudi natancnejSe ocenjevanje populacijske strukture (Avise 2010; Funk s
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sod. 2012; Narum s sod. 2013) (Allendorf s sod. 2010; Angeloni s sod. 2012), kar potencialno
omogoca uporabo genomskih podatkov za upravljanje divjih salmonidnih populacij.

3 MATERIAL IN METODE

3.1 FILOGENIJA SALMONIDOV NA PODLAGI MITOGENOMA

3.1.1 Vzorci in genetski material

Genetski material za izdelavo mitogenomov smo izolirali iz dveh mladic lipana in sicer pred prvim
hranjenjem, da bi se izognili vnosu bakterijskega dednega materiala iz prebavnega trakta.
Jadranskega lipana smo vzor<ili v valis¢u RD Tolmin, evropskega pa pa v valis¢u RD Bled. Poreklo
mtDNA (jadransko ali savsko) obeh vzorcev smo preverili s sekvenciranjem kontrolne regije
mtDNA, ki se glede na prejsnje raziskave med jadranskim in savskim lipanom loci za ca. 5%. Oba
vzorca smo takoj po odvzemu zamrznili v teko¢em dusiku in ju shranili na -80°C.

3.1.2 Izolacija RNK in RNAseq

Izolacijo RNK smo opravili s kitom Qiagen RNeasy Lipid tissue kit (Qiagen, Nemcija). Po izolaciji
smo oba izolata tretirali s kitom AMBION DNA-free KIT (Thermofisher Scientific, ZDA), in s tem
odstranili genomsko DNK. Celovitost (angl. Integrity) izolirane RNK smo preverili na sistemu za
gelsko elektroforezo Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent, ZDA) in pridobili vrednosti RIN (angl. RNA
integrity number).

RNK smo na suhem ledu poslali podjetju BGI (Shenzhen, Kitajska), kjer so izdelali knjiznici in izvedli
sekvencirnje po metodi standardni RNAseq (Wang in sod., 2009). V prvem koraku so iz RNK
izolatov izvlekli mMRNK molekule in sicer s pomocjo magnetnih kroglic z ligiranimi oligo-T repi (dT),
kateri se vezejo na poli-A rep mRNK. Izlovljene mRNK molekule so fragmentirali ter iz njih
sintetizirali cDNK. Na sistemu Agilent Bioanalyer 2100 (Agilent, ZDA) so prevreili kvaliteto cDNK in
jo kvantificirali s sistemom ABI StepOnePlus Real-Time PCR (ThermoFisher Scientific, ZDA).
Knjiznici za sekvenciranje so pripravili s kitom TruSeq RNA (lllumina, ZDA), fragmente vsake
knjiznice zakodirali z unikatnimi zacetniki in po normalizaciji knjiznic z DSN kitom (Illumina, ZDA)
sekvencirali na sevenatorju naslednje generacije Illumina HiSeq2000 (lllumina, ZDA) s kemijo za
pridobivanje 100bp dolgih obojestranskih odcitkov, 100 PE (angl. pair-end sequencing).

3.1.3 Bioinformatska analiza — sestavljanje mitohondrijskih genomov

Bioinformatske analize smo opravili na lastnem strezniku. Sekvencam smo z orodjem
Trimmomatic (Bolger in sod., 2014) prirezali adapterje in odstranili odCitke slabe kvalitete. Oba
mitogenoma smo sestavili s programom MITObim 1.6 (Hahn in sod., 2013) s funkcijo --quick, ki
lepi odcitke na referencni mitogenom. Za referenco smo predlozZili mitogenom evropskega lipana
(T. thymallus; NCBI pristopna Stevilka FJ853655). Pridobljeni zaporedji mitogenomov smo
zaokroZili z orodjem Circlator (Hunt in sod., 2015) in s spletnim orodjem MITOS2 (Bernt in sod.,
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2013) anotirali regije oziroma gene. Anotacijo smo opravili na naboru vseh do sedaj objavljenih
mitogenomov salmonidnih vrst rib, ki se nahajajo v podatkovni zbirki NCBI (GenBank, Preglednica
1). Nabor mitogenomov salmonidov smo poravnali z algoritmom ClustalW, ki je del programskega
orodja MEGAG6 (Tamura in sod., 2013).

Preglednica 1: Nabor mitogenomov uporabljen za vrstne primerjave. Pristopne Stevilke se
nanasajo na NCBI bazo podatkov, poudarjena sta mitogenoma pridobljena v tej analizi

Pristopna Pristopna
Znanstveno ime Stevilka Znanstveno ime Stevilka

mitogenoma mitogenoma
Oncorhynchus clarkii henshawi AY886762 Hucho taimen HQ897271
Oncorhynchus gorbuscha EF455489 Hucho bleekeri HM804473
Oncorhynchus keta AP010773 Coregonus artedi MF621765
Oncorhynchus kisutch EF126369 Coregonus autumnalis KP452507
Oncorhynchus masou 'Biwa' EF105342 Coregonus chadary KU530206
Oncorhynchus masou formosanus DQ858456 Coregonus clupeaformis JQ390060
Oncorhynchus masou ishikawae DQ864464 Coregonus lavaretus AB034824
Oncorhynchus masou masou DQ864465 Coregonus muksun KT824877
Oncorhynchus mykiss L29771 Coregonus nasus JQ390058
Oncorhynchus nerka EF055889 Coregonus oxyrinchus JQ661418
Oncorhynchus tshawytscha AF392054 Coregonus peled KM361633
Salvelinus albus KT266870 Coregonus sp. 'cluncaformis’  KT375339
Salvelinus alpinus AF154851 Coregonus ussuriensis KM210289
Salvelinus curilus KJ746619 Prosopium cylindraceum JQ390062
Salvelinus fontinalis AF154850 Prosopium williamsoni JQ390061
Salvelinus kuznetzovi KU674351 Thymallus aeliani MNO031594
Salvelinus leucomaenis KF513161 Thymallus thymallus MNO031595
Salvelinus malma MF680544 Thymallus arcticus FJ872559
Salvelinus namaycush MF621742 Thymallus baicalolenensis KY078221
Stenodus leucichthys JQ390059 Thymallus brevirostris KJ866486
Parahucho perryi KC897653 Thymallus burejensis KJ866485
Salmo ischchan MG599465 Thymallus grubii KF649073
Salmo salar U12143 Thymallus mertensii KT867088
Salmo trutta JQ390057 Thymallus pallasii KJ866482
Salmo trutta trutta AM910409 Thymallus thymallus FJ853655
Brachymystax lenok 10686730 Thymallus tugarinae KJ866483
Brachymystax lenok tsinlingensis ~ 1Q686731 Thymallus yaluensis KJ866484
Brachymystax tumensis KJ730524 Esox lucius AP004103
Hucho hucho KM588351 Esox reichertii KF758446

V programskem okolju R (R Core Team, 2017) smo vizualizirali polimorfizme med mitogenomi T.
aelianiin T. thymallus s paketom Stat, in ocenili gostoto polimorfizmov z oceno gostote jedrc
(angl. Kernel Density Estimation).
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Za potrebe izdelave filogenetskega drevesa smo iz anotirane fasta datoteke, ki vsebuje za vsak
vzorec loCena zaporedja regij, vse regije vzorcev zdruZili v programu BioEdit (Hall in sod., 2011) ter
vsako regijo za celoten nabor podatkov loceno poravnali z algoritmom ClustalW, ki je del
programskega orodja MEGA6 (Tamura in sod., 2013). Zaporedji kontrolne regije (CR, angl. control
region) na novo pridobljenih mitogenomov T. aealianiin T. thymallus smo z algoritmom BLAST
primerjali z drugimi, v podatkovni zbirki NCBI Ze opisanimi, kontrolnimi regijami (Preglednica 1).
Drugih regij nismo primerijali, zaradi pomanjklivosti obsega zbirke podatkov za preostale regije.

3.1.4 Filogenetska analiza mitogenomov

V filogenetsko analizo smo vkljucili vrste, ki so predstavljale vse rodove v druZini salmonidov
(Preglednica 22).

Filogenetsko drevo in ¢ase divergenc posameznih taksonov smo izracunali z bayesiansko inferenco
v programu BEAST 2.5.2 (Bouckaert et al., 2014). V programu BEAUTI, s katerim ustvarimo vnosno
datoteko za program BEAST, smo poravnave regij mitogenoma nalozili lo¢eno. Pri kodirajocih
regijah smo vsak kodon tretirali kot lo¢eno zaporedje (1+2+3). Substitucijske modele za regije
mitogenoma smo ugotavljali s statisti¢no analizo v programu PartitionFinder2 (Lanfear et al.,
2017) in ustvarili particije regij, ki smo jih v programu BEAUTI potem zdruZili s skupnim
parametrom substitucijskega modela (Preglednica 1). Zaradi odsotnosti rekombinacij v
mitohondrijskem genomu ta v praksi funkcionira kot en lokus, zato smo model drevesa vseh regij
tretirali vezano (angl. linked). Globalno stopnjo molekularne ure smo nastavili po spros¢enem
modelu (angl. relaxed molecular clock model). Drevo smo koreninili z mitogenomi dveh
predstavnikov Esociformes (Esox lucius in E. reichertii).

Za dolocitev ¢asovnih obdobij divergenc smo hitrost molekularne ure kalibrirali s Stirimi casovnimi
intervali, ki so vezani na datirane fosilne ostanke predstavnikov druzine Salmonidae. Korenino
drevesa, to je razvejitev Salmonidae-Esociformes, smo z a priori nastavitvijo molekularne ure
kalibrirali na srednjo vrednost 127 milijonov let (m.l.), s standardno deviacijo 12,5 m.l. (Macqueen
and Johnston, 2014; Ma et al., 2015), ki je bila dolo¢ena na osnovi Zarkoplavutaric s 36 fosilnimi
podatki (Near et al., 2012). Najbolje proucevan fosilni takson salmonidov tEosalmo driftwoodensis
(Stearley and Smith, 2016) je na podlagi morfoloskih studij klasificiran kot sestrski takson skupine
Salmoninae (Wilson and Li, 1999), vendar se na podlagi genetskih analiz druzine obravnava kot
kalibracijska tocka in najblizji skupni prednik Salmonidae (Créte-Lafreniere et al., 2012; Macqueen
and Johnston, 2014). Arheoloska datacija ga umesca v ¢as pred 51,43 m.l., zato smo za kalibracijo
razcepiS¢a Salmonidae uporabili sledece a priori nastavitve za molekularno uro: lognormalna
razporeditev z 1,6 srednje vrednosti, 1,11 standardne deviacije (SD) in odmika 50,8 m.l.
(Macqueen in Johnston, 2014). Poleg omenjenih dveh kalibracijskih intervalov smo uporabili se
dve kalibracijski tocki vezani na takson Oncorhynchus iz miocenskih depozitov (Stearley in Smith,
2016), ki sta se izkazali za uporabni v preteklih filogenetskih analizah druzine Salmonidae (Créte-
Lafreniére in sod., 2012). Fosil vrste 70. (Smilodonichthys) rastrosus najden v depozitih izpred 5-
12 milijonov let (m.l.), sluzi kot skupni prednik liniji (0. masou, (O. nerka, (O. keta, O. gorbuscha))),
za katerega smo uporabili lognormalno razporeditev s srednjo vrednostjo 1, SD 0,8 in odmikom 11
milijonov let nazaj. Drugi fosil je skupni prednik linije (O. nerka, (O. keta, O. gorbuscha)), katere
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razcepiS¢e smo kalibrirali z lognormalno razporeditvijo, srednjo vrednostjo 1, SD 0,8 in odmikom 8
milijonov let nazaj.

Izracune bayesianske inference smo pridobili v treh neodvisnih simulacijah, pri cemer je vsak niz
potekal 100 milijonov generacij, vzoréena pa je bila vsaka 10.000 generacija. Konvergenco vsakega
niza smo preverili v programu Tracer 1.6 (Rambaut in Drummond, 2007) kot tudi zadovoljivost
efektivne velikosti vzorca (ESS, angl. Effective sample size) vseh parametrov. S programom
LogCombiner (Bouckaert in sod., 2014) smo vse tri nize zdruZili in zanemarili prvih 20% vzorcenj
vsakega niza. Podatke vzorcnih dreves zdruZzenega niza smo povzeli s programom TreeAnnotator
(Bouckaert in sod., 2014) in jih zdruZili v enotno drevo z izracunanimi posteriornimi verjetnostmi.
Drevo smo vizualizirali v programu FigTree (Bouckaert in sod., 2014).

3.2 DNK IZ MUZEJSKIH VZORCEV LIPANA

3.2.1 Muzejski primerki lipana ihtioloske zbirke naravoslovnega muzeja na Dunaju

Za vpogled v stanje populacij pred znanimi antropogenimi prenosi lipanov med povodiji in
identifikacijo Cistega genotipa jadranskega lipana smo v raziskavo vkljucili primerke, ki jih hrani
ihtioloska zbirka Dunajskega naravoslovnega muzeja (Naturhistorisches museum Wien).
Osredotocili smo se na izolacijo DNK iz primerkov jadranskega povodja, ter tistih, ki izvirajo iz
populacij donavskega povodja med leti 1861 — 1899 in ki bi lahko predstavljale izvorne populacije
prenosov.. Skupno smo izolirali DNK 35 primerkov, od tega 18 iz jadranskega povodja (Preglednica
551 in Slika 25, glej poglavje 4.2.). Primerki so se nahajali v 18-ih arhivskih posodah, fiksirani in
shranjeni v etanolu, kar prepoznamo po za ihtioloske preparate znacilnih belih oceh (angl. white-
eyed specimen). Fiksacija v formalinu v vecini primerov nepovratno spremeni DNK in zato
onemogoci genetsko analizo na tako hranjenih preparatih.

3.2.2 Izolacija DNK iz arhivskih vzorcev

DNK smo izolirali iz koS¢ka leve prsne plavuti, da bi ¢im manj unicili arhivski material, ki se za
morfoloske Studije ponavadi slika iz desne strani primerka. Zaradi majhnih koli¢in ohranjene DNK
v muzejskih primerkih smo posebno pozornost namenili preprecitvi kontaminacij s tujo DNK in
mesanjem DNK med muzejskimi vzorci. Delovno povrsino smo zascitili z aluminijasto folijo in ez
njo polozili brisacke, na katere smo nato poloZili muzejski primerek lipana. Povrsino primerka smo
ocistili z dekontaminacijsko raztopino »DNA-exitusplus« (AppliChem, Nemcija), ki unici proste
molekule DNK in RNK. S skalpelom za enkratno uporabo smo odstranili kos¢ek leve prsne plavuti
in ga prenesli v sterilno 1,5 ml mikrocentrifugirko. Folijo, brisacke, rokavice in skalpel smo zavrgli
po vsakem posamic¢nem odvzemu vzorca. V izogib kontaminaciji smo material odvzemali vsakemu
primerku v povsem lo¢enem postopku. Po opravljenem odvzemu vzorca smo odvzemno pinceto
vsaki¢ ponovno obZgali ter jo ocistili z dekontaminacijsko raztopino. Postopek smo za vsak vzorec
ponovili s svezimi laboratorijskimi rokavicami, oc¢is¢enim orodjem in delovno povrsino. Vzorcem
smo tkivo jemali v dvojnikih, saj smo enega potrebovali izklju¢no za sestavo knjiznic sekvenciranja
naslednje generacije (poglavje 3.4.1).

11



Rehabilitacija jadranskega lipana v Sloveniji z novimi genetskimi oznacevalci

DNK smo izolirali s kitom »First-DNA all tissue kit« (Gen-ial, Nemcija) v nadtlacnem laboratoriju s
kontrolirano atmosfero centralnega raziskovalnega laboratorija za molekularno sistematiko
Dunajskega naravoslovnega muzeja (»Die Zentralen Forschungslaboratorien umfassen das
Forschungslabor fiir molekulare Systematik«). Izolirali smo najvec osem vzorcev hkrati, obenem pa
smo za vsako skupino izolatov izvajali Se negativno kontrolo in sicer od mesta odvzema do koncne
izolacije in pomnoZevanija.

3.2.3 Preverjanje uspesnosti izolacije in pomnoZevanje mtDNK

Uspesnost izolacije in potencialne kontaminacije smo zaznali z amplifikacijo treh prekrivajocih se
fragmentov kontrolne regije mtDNK (preglednica 2), ki smo jih sekvencirali po Sangerju. Zaradi
fragmentiranosti muzejske DNK smo s programom Primer3 (Untergasser in sod., 2012) izdelali
zacetne oligonukleotide za pomnoZevanje fragmentov krajsih od 350 bp. Pri izdelavi zacetnikov
smo pazili, da se le-ti nalegajo izven polimorfnih mest, katere smo identificirali na podlagi
poravnave vseh dostopnih sekvenc CR mtDNK za vrsto T. thymallus, ki se nahajajo v bazi podatkov
NCBI. Optimizacijo pogojev pomnoZevanja smo opravili na mtDNK vzorcev ekstantnih
(nemuzejskih) populacij.

Preglednica 2: Zacetni oligonukleotidi za pomnoZevanje krajsih fragmentov CR mtDNK

Ime fragmenta  Dolzina fragmenta (bp) Ime zacetnika Zaporedje zacetnika 5' - 3'
A »67 LR-25 AGAGCGCCGGTGTTGTAATC
dThy_267R TGTGCTGATGTATGAGGGGT
B 308 dThy 248F ACCCCTCATACATCAGCACA
dThy_555R TCGGCTTTCAGTGAGTGGTT
c 579 dThy 560F CATGCATCTGGTTGATGCGG
dThy_838R CGCGTAGAAGCCGGGGGA

PomnozZevanje muzejske DNK smo izvedli v namiznem mikroprocesorsko vodenem termostatu
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA), pri ¢emer smo uporabili 25 puL mesanico, in je
vsebovala:

e 2 ulizolirane DNK muzejskega vzorca (1-100ng/ul)

e 0,25 posameznega zacetnega oligonukleotida

e 0,2 mM vsakega nukleotida (dNTP)

e 2 mM MgCl,

e 1 mM AmpliTaq Gold 360 pufra 10X

e 2 enoti AmliTag Gold 360 DNA polimeraze (Thermofisher scientific, ZDA)

e 16,3 uLH,0
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Pogoiji veriine reakcije s polimerazo so bili za vse fragmente enaki:

e ZacCetna denaturacija 95°C 10 minut

e Denaturacija faze 1 95°C 30 sekund |

e Naleganje zacetnikov faze 1 55°C 30 sekund L 5 ciklov
e Podaljsevanje faze 1 72°C 30 sekund

e Denaturacija faze 2 95°C 30 sekund |

e Naleganje zacetnikov faze 2 52°C 30 sekund L 40 ciklov
e PodaljSevanje faze 2 72°C 30 sekund

e Koncno podaljSevanje 72°C 7 minut

Uspesnost pomnoZevanja smo preverili z gelsko elektroforezo na agaroznem gelu (1%). Uspesno
pomnozene fragmente smo poslali v podjetje LGC Genomics (Nemcija), kjer so jim dolocili
nukeltidno zaporedje po Sangerjevi metodi. Dobljena nukleotidna zaporedja vsakega vzorca smo v
programu BioEdit (Hall in sod., 2011) sestavili v haplotipe.

3.2.4 Filogenetska analiza CR mtDNK muzejskih primerkov

Da bi posameznim haplotipom pridobljenih iz muzejskih primerkov dolocili pripadnost filogenetski
liniji evropskega lipana, smo izdelali filogenetsko drevo. Pridobljena nukleotidna zaporedija,
sestavljena v haplotipe, smo zdruZili s haplotipi ekstantnih populacij lipana v Evropi, ki smo jih
pridobili v bazi podatkov GenBank (NCBI). Celoten nabor zaporedij smo v programu MEGA6
(Tamura in sod., 2013) poravnali z algoritmom ClustalW, manjkajoce fragmente pa smo zapolnili s
kodo neznanega nukleotida (N).

S programom jModeltest2 (Darriba et al., 2012) in Bayesoveim informacijskim kriterijem (BIC) smo
dolocili najprimernejsi evolucijski model, ki opisuje potek substitucij v analiziranih zaporedjih.
Filogenetsko drevo smo naredili z bayesiansko inferenco v programu BEAST 2.5.2 (Bouckaert et
al., 2014) v stirih neodvisnih simulacijah, pri ¢emer je vsak niz potekal 100 milijonov generacij,
vzorcéena pa je bila vsaka 10.000. generacija. Konvergenco vsakega niza smo preverili v programu
Tracer 1.6 (Rambaut and Drummond, 2007), nize zdrufZili s programom LogCombiner (Bouckaert
et al., 2014) ter zanemarili prvih 20% vzoréenj vsakega niza. ZdruZzenim nizom smo s programom
Tracer 1.6 preverili, ali je za vse parametre efektivna velikost vzorca (ESS, angl. Effective sample
size) zadovoljiva. Drevesa zdruzenega niza smo s programom TreeAnnotator (Bouckaert et al.,
2014) zdrutzili v enotno filogenetsko drevo posteriornih verjetnosti, ki smo ga prikazali s
programom FigTree (Bouckaert et al., 2014). V nadaljevanju smo celoten nabor zaporedij z
znanimi nukleotidnimi mesti v poravnavi (brez N) zdruzevali (angl. collapse) v identic¢ne haplotipe
in na podlagi literaturnih virove identificirali, na katerih lokalitetah so bili ti haplotipi Ze opisani.
Opravili smo tudi primerjavo deleza haplotipov razli¢nih filogenetski linij v Savi, Soci, Adizi, jezeru
Magiore in Dravi za muzejske vzorcv in in ekstantne populacije. Podatke za ekstantne populacije
smo pridobili v naslednjih objavah: reka Soca (Weiss et al., 2002), Adiza, obmocje jezera Magiore
(Meraner and Gandolfi, 2012), Sava Bohinjka (Mari¢ et al., 2012) in Drava (Gum et al., 2009) in le
te primerijali s pridobljenimi haplotipi muzejskih vzorcev.
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3.3 OVREDNOTENJE GENOTIPIZACIJSKEGA TESTA TEMELJECEGA NA MIKROSATELITNI DNK
3.3.1 Vzorci in izolacija DNK

Med leti 2009 in 2018 smo v sodelovanju z RD Tolmin pregledovali genetsko strukturo lipanov,
ujetih na treh drstiscih v Soci. Skupno smo pregledali 118 osebkov, vsi vzorci pripadajo samcem, ki
so bili ujeti na drsti pri sotocjih Soce s pritokoma Glijun inU¢ja, in na prodis¢u 200 m pod sotoc¢jem
Soce in Ucje (Preglednica 3). Omenjene lokacije se nahajajo na 2,8 km dolgem odseku Soce, ki je
za lipane povsod prehoden, zato smo vzorce, ujete v isti drstni sezoni, tretirali kot enotno
populacijo. Narkotiziranim ribam smo odvzeli 2-5 mm? predrepne plavuti in jo shranili v 95%
etanolu. Vzorcem smo izolirali celokupno DNK po metodi z izsoljevanjem (Miller et al., 1988).

Preglednica 3: Stevilo ujetih in genotipiziranih samecev lipana tekom drstnih sezon 2009-2017 na
drstisc¢ih v bliZzini sotocja reke Soca in Ucje (Y: 383756, X: 130464)

Leto odvzema Stevilo ujetih in genotipiziranih & lipana

2009 13
2010 14
2011 25
2012 21
2013 23
2014 9
2015 7
2016 4
2017 2

3.3.2 Ugotavljanje uspesnosti programa repopulacije

Populacijsko strukturo smo ugotavljali z 11 mikrosatelitnimi lokusi (Preglednica 4), izdelanimi za
ocenjevanje genetske Cistosti jadranskega lipana (Susnik in sod., 2001). Mikrosatelitne lokuse smo
pomnozevali v Sestih locenih reakcijah (glej preglednico 4). Vse reakcije so bile izvedene v
namiznem mikroprocesorsko vodenem termostatu GeneAmp ® PCRSystem 2720 (Applied
Biosystems, ZDA). Za vse reakcije smo uporabili rekombinatno Taq polimerazo (ThermoFisher
Scientific, ZDA) in sledece pogoje:

e ZacCetna denaturacija 95°C 3 minut

e Denaturacija 95°C 45 sekund
e Naleganje zacetnikov 55°C/ 60°C 20 sekund 30 ciklov
e Podaljsevanje 72°C 5 sekund
e Koncno podaljsevanje 72°C 1 minut
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Reagenti in njihove koncentracije, uporabljeni v 10uL PCR:

50 ngizolirane DNK

0,25 mM posameznega zacetnega oligonukleotiad
0,2 mM vsakega nukleotida (dNTP)

2,5 mM MgCl,

1 mM KAPA2G pufra 5X

1 enoto KAPA2G Fast polimeraze

6,3 ul H,0

Fluorescentno oznacene amplikone smo zmesali s HIDI formamidom in dolZinskim standardom

GeneScan-ROX 500 (Applied Biosystems, ZDA) in jih genotipizirali na avtomatizirani kapilarni

elektroforezi ABI 3130XL (Applied Biosystems,. ZDA). Pridobljene podatke smo vizualizirali s

podporno programsko opremo GeneMapper Software 4.0 (Applied Biosystems,. ZDA) in ro¢no

odcitali dolZine alelnih variant za vsak lokus.

Preglednica 4: Nabor mikrosatelitnih lokusov in strategija zdruZevanja za pomnoZevanje
dupleksov v verizni reakciji s polimerazo, ter genotipizaciji na kapilarni elektroforezi;; povzeto po
(Susnik in sod., 2001).

Ime Ime Nukleotidno zaporedje zacetnika 5' - 3' T Qaleganja Zdruzevanje .
‘L . N zaCetnikov dupleksov pri
lokusa zacCetnika in barva fluorescentne znacke dupleksa genotipizaci]l
Thy 1 BFROO0O5_F NED-CGCATCTGTATGAAAAACCT
BFRO0O05_R TGGTTTGGTAGGAGTTTCGT .
Thy18 BFROO09_F VIC-AAATTGTCCCCGTTGGCAGA >>C
BFRO0O09_R ACATACACCGCAACACCCAG
Thy7 BFRO006_F VIC-GCCTGGTTTTACCCTTTAGA Multipleks A
BFRO006_R AGGCATTTTACACTGGCATT .
Thyo BFRO0O07_F PET-AGACCCCCAAAAACTATGCT >>C
BFRO007_R TAAGGTCCCCAACACTACGA
Thya BFROO13_F FAM-CATTGCTTGCTCTTTGGGGT 60°C
BFRO013_R CCCGTTGATTATTTTGTTTCCA
Thys2 BFRO014_F NED-ACTACATTACTACATTCTCTCGCA
BFRO014_R CAAACTCCACTTCCTCTATCTCAG .
BFRO004_F FAM-GCTCCAGTGAGGGTGACCAG >>C
Thy2/2 BFRO004_R AGGCCACTGATTGAGCAGAG
BFRO016_F PET-GTAGAGGCAGGGTTCAGGCA
Thyl7 BFRO016_R ATCAGCCCAAGGTTGTAACA 60°C Multipleks B
BFRO015_F PET-GACTCAGTGAAGAACTAAAGTACA
Thy72 BFRO0O15_R GAAAAGTTATGAAGGTCAACCC
Thy62 BFROO10_F VIC-GGACGGAGCCAGCATCAC
BFRO010_R GATTTCATAATCAGGTCAATAGTCAT 60°C
Thy49 BFROO17_F VIC-GCCCCTCTGCTAAACACAC
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T naleganja  ZdruZevanje
zaCetnikov dupleksov pri
dupleksa genotipizaciji

Ime Ime Nukleotidno zaporedje zacetnika 5' - 3'
lokusa zacetnika in barva fluorescentne znacke

BFROO17_R TCTATTGGGTTGAGGTCTGG

Pridobljene podatke smo preverili s programom Micro-Checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004)
za identifikacijo potencialnih nultih alelov. Iz pridobljenih podatkov smo vsem osebkom dolodili
genetsko populacijsko podskupino na osnovi Bayesove statistike v programu STRUCTURE 2.3.4
(Falush in sod., 2003, 2007; Hubisz in sod., 2009; Pritchard in sod., 2000), kot so predlagali Porras-
Hurtado in sod. (2013). V statisti¢ni analizi smo uporabili tudi referencne populacije tako za
jadransko (reka Sesija) kot za donavsko filogenetsko linijo (Sava in Unica). Uporabili smo model
mesanja (angl. Admixture model), korelirane alelne frekvence med populacijami (angl. correlated
allele frequencies) in model LOCPRIOR (Hubisz et al., 2009). Veriga MCMC vzorcenja verjetnostne
porazdelitve je tekla 500 000 generacij, ob tem smo prvih 20% generacij zavrgli kot fazo preziga
(angl. burn-in). Stevilo genetsko enotnih skupin (grozdov; angl. cluster ) K () smo iskali med ena in
deset, za vsako vrednost K smo naredili tri ponovitve in Stevilo grozdov dolocili v spletnem orodju
Structure Harvester (Earl and vonHoldt, 2012) z metodo ad hoc statistike AK (Evanno et al., 2005),
ki primerja razlike v varianci najvecjega verjetja dveh zaporednih grozdov (K=n, K=n+1). Ker
vrednosti AK pri K=1 ni mogoce izracunati, smo v primeru dolocitve K = 2 pravilnost rezultata
preverili Se na osnovi LnP(D), pri kateri opazen padec rasti LnP(D) po K = 2 pomeni potrditev
izbrane vrednosti K.

V programu STRUCTURE pridobljene Q vrednosti vzorcev ( deleZ dolo¢ene genetske skupine v
vzorcu) smo primerjali med leti odvzema, ter za vsako leto izrisali grafi¢ni prikaz kvantilov (angl.
boxplot) s srednjo vrednostjo vzorcev (mediana) in povprecno vrednostjo letnega vzoréenja. Letne
spremembe povprecne Q vrednosti smo opisovali z regresivno statistiko ter s tem izracunati vpliv
vsakoletne odbire divjih samcev z najvecjim delezem jadranskih alelov na spremembo Q
vrednosti skozi ¢as.

3.4 GENOMSKE ANALIZE JADRANSKEGA LIPANA
3.4.1 Vzorci in izolacija DNK

Genomsko analizo s sekvenciranjem naslednje generacije smo opravili na 128 ekstantnih vzorcih iz
12 lokacij ter na 16 muzejskih vzorcih iz 5 lokacij (Preglednica 5). Vzorce za analizo trenutnega
stanja v jadranskem porecju v Sloveniji smo pridobili na dveh lokacijah v porecju Soce, poleg tega
smo v jadranskem povodju vzorcili Se v italijanskih rekah Sesiji in AdiZi, ki naj bi ju naseljevali
potencialno donorski populaciji za revitalizacijo jadranskega lipana v Sloveniji. V donavskem
porecju smo vzorcili v Savi Bohinjki, Unici in Bistrica, ki je pritok Drave . Ti vzorci predstavljajo
referenéne populacije za zaznavanje prenosov alohtonega lipana v jadransko porecje in stopnje
introgresije pri danasnjih populacijah jadranskega lipana. V analizo smo vkljucili tudi sedanje
vzorce iz ribogojnic RD Tolmin, RD Bled in Zavod za ribistvo Slovenije. . Za ¢asovno primerjavo
genetske strukture jadranskega lipana in ugotavljanje vpliva repopulacijskega programa na

16



Rehabilitacija jadranskega lipana v Sloveniji z novimi genetskimi oznacevalci

genetsko strukturo smo pridobili tudi starejSe vzorce iz leta 2009 in sicer iz ribogojnice Tolminke

ter reke Tolminke. Genomske podatke smo pridobivali tudi iz izolatov muzejskih primerkov;

analizirali smo osem primerkov iz Soce, , Stiri primerke iz jezera Magiore, , dva primerka iz Save

Bohinjke (donavsko-savsko povodje) in dva primerka iz reke Fische (pritok Donave pri Dunaju)
(Preglednica 145).
Vse sedanje populacije smo vzorcili z elektroribolovom in muharjenjem. Narkotiziranim ribam

smo odvzeli 2-5 mm? predrepne plavuti in to shranili v 95% etanolu. Po rekuperaciji v vodni kopeli

smo ribe na mestu odvzema spustili. DNK smo izolirali s kitom »First-DNA all tissue« (Gen-ial,

Nemcija).

Kvaliteto DNK smo preverili na agarozni elektroforezi in izmerili koncentracijo DNK na
spektrofotometru NanoVue (GE, ZDA) in Qubit (Invitrogen, ZDA) z esejem 1x dsDNA HS.

Preglednica 5: Nabor vzorcev za genomske analize

Oznaka n

Lokaliteta

Vzorci

Koordinate
(N, E)

Glavni vodotok Povodje

Leto
vzorcéenja

SC 12

RT 12

BS 12

RB 12

UN 12

Soca

Ribogojnica
Tolminka

Sava
Bohinjka

Ribogojnica
Bled

Unica

L001, LOO2,
L003, L0O4,
L005, LOOS,
L007, LOOS,
L009, LO10,
L011, LO12
L013, LO14,
LO15, LO16,
L017, LO18,
L019, L020,
L021, L022,
L023, L024
L025, L0286,
L027, L028,
L029, LO30,
L031, L032,
L033, L034,
L035, L036
L037, LO38,
L039, L040,
L041, L042,
L043, L044,
L045, L046,
L047, L048
L049, LO50,
L051, LO52,
L053, LO54,
LO55, LOS6,
L057, LOSS,
L059, LO60

46.333042,
13.590026

46.185400,
13.738184

46.333763,
14.061532

46.370334,
14.087798

45.839901,
14.272737

Soca

Sava

Ljubljanica

Jadransko 2017

2017

Jadransko

Crnomorsko 2017

Crnomorsko 2017

Crnomorsko 2017
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Oznaka n

Lokaliteta

Vzorci

Koordinate
(N, E)

Glavni vodotok Povodje

Leto

vzorcéenja

ID 6

RH 12

AD 10

RO 12

DR 8

SE 8

Idrijca

Ribogojnica
Tolminka

Tolminka

Adiza

Ribogojnica
Obrh

Bistrica

Sesia

LO65, LO66,
L067, LO6S,
L069, LO70
L071, LO72,
L073, LO74,
LO75, LO76,
L077, LO7S,
L079, LOSO0,
L081, LO82
L083, L84,
LO85, LOSS6,
L087, LOSS,
L089, L090,
L091, L092,
L093, L094
L095, L09S,
L097, L09S,
L099, L100,
L101, L102,
L103, L104
L107, L108,
L109, L110,
L1111, L112,
L113, L114,
L115, L116,
L1117, L118
L119, L120,
L121, L122,
L123, L124,
L125, L126
L133, L134,
L139, L140,
L141, L143,
L144, L145

46.097163,
13.835843

46.185400,
13.738184

46.193669,
13,738747

46.142961,
11.074941

45.709000,
14.501199

46.640175,

15.131198

45.772898,
8.097358

Soca

Soca

Pad

Drava

Pad

Jadransko

Jadransko

Jadransko

Jadransko

Crnomorsko

Crnomorsko

Jadransko

2017

2009

2009

2014

2017

2016

2018

HT 3

HS 5

HB 2

HM 4

Soca

Soca

Sava
Bohinjka
Jezero
Magiore

NMWO03,
NMWO5,
NMWO06
NMWO1,
NMWO07,
NMWOS,
NMW12,
NMW15
NMW?20,
NMW21

NMW?28,
NMW?29,

46.18264,
13.717337

46.324752,
13.545251

46.333763,
14.061532

45.723654,
8.624557

Soca

Soca

Sava

Pad

Jadransko

Jadransko

Crnomorsko

Jadransko

1888

1899

1880

1888
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Koordinate Leto
Oznaka n Lokaliteta Vzorci (N, E) Glavni vodotok Povodje vzorcéenja
NMW30,
NMW31
HD 2 Fischa pri NMW34, 47.861248, Donava Crnomorsko 1882

Lichtenworth NMW35 16.325958

3.4.2 Sekvenciranje naslednje generacije po metodi ddRADseq

Sekvenciranje naslednje generacije je bilo izvedeno preko podjetja IGA Technology (Udine,
Italija), in sicer po metodi zmanjSane reprezentativnosti genoma z restrikcijskimi encimi (Miller et
al., 2007; Baird et al., 2008), po protokolu sekvenciranja DNK markerjev, asociiranih z
restrikcijskimi mesti z dvojno digestijo (ddRADseq, Peterson et al., 2012). Izdelava knjiznic in
sekvenciranje vzorcev iz muzejskih primerkov je potekalo povsem loc¢eno od sedanjih primerkov v
izogib potencialnim navzkriznim kontaminacijam.

Za izbiro primernih kandidatov restrikcijskih encimov smo s programom sim-RAD (Lepais in Weir,
2014) opravili in silico simulacijo encimatskega rezanja sorodnega genoma atlantskega lososa (S.
salar), in na podlagi najboljSega razmerja pridobljenih ddRAD-znack in polimorfnih mest izbrali
dve kombinaciji restrikcijskih encimov (Pstl + Mspl in Pstl + Mbol). Za dolocitev bolj primerne
kombinacije restrikcijskih encimov smo na 24 vzorcih opravili preliminarno sekvenciranje, in izbrali
kombinacijo, ki nam je dala optimalno pokritost genoma z dovoljsnim stevilom polimorfnih mest.

3.4.3 Bioinformatska analiza odc¢itkov

Bioinformatsko analizo od filtriranja surovih odcitkov do sestavljanja genotipov sekvenciranih
vzorcev smo opravili s programskim orodjem STACKS 2.4 (Rochette in sod., 2019) na lastnem
strezniku. Zaradi boljSega delovanja in povecanih moznosti nadaljnjih analiz smo za izdelavo
kataloga homolognih lokusov med vzorci, ki smo jih poimenovali ddRAD-znacke, uporabili
referenéno nalaganje odcitkov na zaporedje sorodnega genoma, za kar smo. uporabili referencni
genom evropskega lipana (T. thymallus, Genbank: GCA_004348285.1), ki smo ga dobili v bazi
podatkov NCBI in je sestavljen do nivoja lo¢enih kromosomov.

Surovim odc¢itkom smo z orodjem Trimmomatic (Bolger in sod., 2014) odstranili adapterje knjiznic.
Odcitke smo nato procesirali z orodjem process _radtags (STACKS 2.4) in se tako znebili odcitkov z
neznanimi nukleotidi N (angl. Quality trimmed) in tistih s slabo kakovostjo sekvenciranja. Hkrati
smo odcitke de-multipleksirali - jih razdelili po vzorcih glede na kodno zaporedje zna¢nih na
adapterjih. Kvaliteto surovih odcitkov smo ocenili s programskim orodjem FastaQC (Andrews,
2010).

Pridobili smo po vzorcih lo¢ene sprednje in zadnje odcitke, ki smo jih poravnali na referencni
genom evropskega lipana (GCA_004348285.1) z algoritmom bwa-mem programskega orodja
Burrows-Wheeler Aligner 0.7.12 (Li in Durbin, 2009). Tako poravnane odcitke smo sortirali glede
na genomske koordinate s programom Samtools 1.9.20 (Li in sod., 2009). Iz pridobljenih datotek
poravnav *.bam smo z algoritmom drsecega okna (angl. sliding window alrogithm) modula
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gstacks (STACKS 2.4) izdelali katalog lokusov oziroma ddRAD-znack. V programu smo dolocili
izloCitev vseh odcitkov brez para ( --rm-unpaired-reads) ter tistih s kvaliteto baz nizjo od 30 po
PHRED-ovi lestvici, torej vse, ki so imeli to¢nosti branja za vsako bazo < 99,9% (--min-mapq 30).
Skripta gstacks identificira tockovne mutacije (SNPs) metapopulacije za vsak lokus in izdela
genotip za vsak osebek. Na podlagi parno zdruzenih odcitkov in pridobljenih podatkov
metapopulacije izdela faze tako imenovanih mikrohaplotipov, ki vsebujejo vezane SNP-je. Produkt
te skripte je katalog konsenznih sekvenc (angl. consensus sequence) vseh ddRAD-znack s
pripadajo¢imi genotipizacijskimi podatki vsakega osebka (genotip in aleli).

3.4.4 Populacijske analize in dolo¢anje stopnje introgresije v Soci

Za pridobitev ¢im bolj informativnih lokusov za nas nabor podatkov, t.j. za lo¢evanje Suma od
informativnih podatkov, smo po preliminarnih analizah v programu populations nastavili
parametre filtriranja glede na prisotnost dolocenega lokusa v dolocenem deleZu vzorcev v vsaki
populaciji (—r 0.3), v delezu vseh vzorcev (—R 0.9) in v delezu populacij (—p 17) in najnizjo frekvenco
malih alelov (minor allel frequency; od 0 do 0.5). Program je na podlagi SNP-ov in mikrohaplotipov
izdelal tudi vstopne datoteke za nadaljnje populacijske analize. Manjkajoce lokuse smo vizualizirali
z orodjem Matrix_condenser (de Medeiros and Farrell, 2018) ter na oko ocenili uporabnost
ddRAD-znack. Pri nastavitvi parametrov smo se ozirali na pridobivanje najvecjega Stevila lokusov
ob najmanjsem deleZzu manjkajocih podatkov v celotnem naboru podatkov, vklju¢no z muzejskimi
VZOrci.

S programom populations (STACKS 2.4) smo izracunali osnovne populacijske parametre za vsako
nukleotidno mesto posebej, kot so pricakovana in opazena heterozigotnost (Hops, Hexp), genetska
pestrost (1), Fis in parne fiksacijske indekse (Fs) med populacijami; na osnovi pridobljenih
mikrohaplotipov pa tudi haplotipno diverziteto, ®s; in Fsr. Za populacijske parametre m, Fis, Fsr, Fst'
in @sr smo uporabili tudi metodo glajenja jedrc (angl. Kernel smoothing, --smooth) s ponovnim
vzoréenjem (angl. Bootstraping, --bootstrap-reps 1000).

Genetsko raznolikost med vzorci in populacijami smo predstavili z analizo glavnih komponent
(PCA, angl. Principal component analysis) na podlagi mikrohaplotipnega niza podatkov. Razlike
med skupinami smo izracunali z diskriminantno analizo glavnih komponent (DAPC, angl.
Discrimnant analysis of principal components). Stevilo skupin smo dolo¢ili z Bayesovim
informacijskim kriterijem (BIC) z razvri¢anjem zaporednih k-povprecij (angl. K-means). Stevilo
ohranjenih glavnih komponent smo dolodili z optimizacijo vrednosti a, medtem ko smo zadrzali
vse diskriminante funkcije. Obe analizi smo opravili in vizualizirali v programskem okolju R (R Core
Team, 2017) z uporabo programskega paketa adegenet (Jombart and Ahmed, 2011).

Analizo populacijskih struktur smo opravili s programom FASTSTRUCTURE (Raj et al., 2014), ki je
optimiziran za delovanje na vecjem stevilu SNP lokusov in temelji na splosno uporabljenih
algoritmih bayesianske inference programa STRUCTURE (Falush et al., 2007; Hubisz et al., 2009).
Program smo zagnali z krovnim programom Structure_threader (Pina-Martins et al., 2017), ki
omogoci hkratni zagon vecih iteracij programa na razlicnih procesorskih nitih, obenem opravi
statisticno oceno optimalnega Stevila skupin/populacij, ki jih zaznava v naboru podatkov in
rezultate tudi vizualizira. Izbiro opravi z metodo najvecjega verjetja po dveh modelih in sicer: (1) z
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modelsko kompleksnostjo, ki maksimira mejno verjetnost in (2) z modelom komponent, ki opisuje
strukturo v podatkih. Ker te metode zahtevajo nevezane markerje, smo pri ddRAD-znackah z vec
SNP mesti izracune opravili le z enim SNP mestom na znacko. Programu smo predloZili iskanje po
17 skupinah (K=17). Q vrednosti smo dodatno ocenili s programom STRUCTURE in jih primerijali z
Q vrednostmi pridobljenimi na podlagi mikrosatelitnih lokusov (glej poglavje 3.3.2.).

Zgodovinske odnose med populacijami smo ocenili s programom TreeMix (Pickrell et al., 2012), ki
grafi¢no predstavi populacijske cepitve ter oceni zaznane migracije med skupinami. Za zunanjo
skupino smo dolodili populacijo —HS, ter racune izvedli na 1000 bootstrap ponovitvah.
Introgresijo alohtonih alelov v genomu jadranskega lipana osebkov iz So¢e smo izracunali in
vizualizirali s programom Introgress (Gompert and Alex Buerkle, 2010). S tem programom smo na
podlagi rezultatov analize populacijskih struktur lahko dolocili Ciste osebke jadranskega in
savskega lipana, med katerimi prihaja do krizanja v So€i, ter jih uporabili kot referenéne osebke za
vizualizacijo introgresije po kromosomih. Vstopne datoteke smo izdelali s skriptama
convert_vcf2introgress_genotypes.py in convert_vcf2introgress_loci.py programskega jezika
Python. Vizualizirali in primerjali smo samo SNP lokuse, ki se v celoti razlikujejo med muzejskimi
referenénimi vzorci Cistega jadranskega lipana, ki predstavljajo avtohotni genotip, in ekstantnimi
vzorcev savskega lipana, ki predstavljajo alohtoni genotip.

4 REZULTATI
4.1 MITOGENOM

4.1.1 Uspesnost sekvenciranja RNAseq, sestavljanje in poravnava mitogenoma (mtDNA)

Z metodo RNAseq smo uspesno sekvencirali oba izolata s celovitostjo RNK molekul 9,9 RIN (angl.
RNA integrity number). Od vseh sekvenciranih odcitkov jih je 5% pripadalo zaporedjem
mitohondrijskega genoma. Globina od¢itkov je segala med 210x do 450x z najnizjo pokritostjo v
intergenih regijah in najviSjo v rRNK kodirajocih regijah. Po treh iteracijah v orodju MITObim 1.6
(Hahn et al., 2013) smo uspeli sestaviti celotna 16,657 bp dolga mitogenoma jadranskega in
evropskega lipana, ki smo ju nalozili v bazo podatkov NCBI pod zaporednima Stevilkama
MNO031594 in MN031595.

Struktura genov mtDNA sledi standardni organizaciji znacilni za vretencarske mitohondrije: 13

genov, ki kodirajo proteine, 22 genov za tRNK in dva za rRNK ter znacilni presledki med geni
vkljuéno s kontrolno regijo (Slika 1).
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Slika 1: Sestavljen kroZni mitogenom jadranskega lipana T. aelian

Zunanji obod prikazuje anotirane regije, s protein kodirajocimi geni v ¢rni barvi, tRNK geni v rdeci
barvi, rRNK genoma v oker barvi in kontrolno regijo v rjavi barvi. Na notranjem obodu so z
razlicnimi sivinami prikazane baze (A,G,C,T) in nukleotidno skalo v kilo bazah.

BLAST analiza anotiranih kontrolnih regij mitogenomov je pokazala, da je zaporedje CR na novo
pridobljenega mitogenoma jadranskega lipana T. aeliani (MN031594) identi¢no CR haplotipa
Ad7cs (GenBank st. JX099344) in da se v 99% ujema s preostalimi CR haplotipi jadranske
evolucijske linije lipana. Primerjava CR mitogenoma evropskega lipana T. thymallus (MN0O31595)
je pokazala identi¢nost s haplotipom Da25cs (GenBank §t. HM636922) in 99% podobnost s
preostalimi haplotipi balkanske filogenetske linije lipana (Mari¢ in sod., 2012).

Med mitogenomom jadranskega lipana (MN031594) in genomoma evropskega lipana (MN031595
in F1853655) smo nasli 529 oziroma 544 variabilnih mest, med mitogenomoma evropskega lipana

pa 129 variabilnih mest (Slika 2).
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Slika 2: Parna primerjava poravnanih mitogenomov T. aeliani (MN031594) in T. thymallus
(MNO031595 in FJ853655) Variabilna mesta so prikazana z zelenimi ¢rticami, medtem ko ¢rna linija
oznacuje relativno gostoto SNP mest izracunano z oceno glajenja jedrc (angl. Kernel density
estimate).

4.1.1 Filogenetska umestitev mitogenoma T. aeliani

S programom PartitionFinder2 smo glede na substitucijske modele mitogenom lahko razdelili na
Stiri particije, ki smo jih uporabili za filogenetsko rekonstrukcijo (Preglednica 6).

Preglednica 6: Substitucijski modeli za particije regij mitogenoma uporabljene v filogenetski analizi

Particija Substitucijski model Regije v particiji

P1 GTR+I4+G+X 12S rRNA, 16S, rRNA, 22 tRNA,
kodonsko mesto 1 vseh
kodirajocih genov, kodonsko
mesto 3 gena ATP8

P2 GTR+I+G+X kodonsko mesto 2 vseh
kodirajocih genov

P3 GTR+I+G+X kodonsko mesto 3 genov :
ATP6, COb, CO1, CO2, CO3,
NAD1, NAD2, NAD3, NAD4,
NAD4I, NAD5

P4 HKY+I1+G+X intergene regije, vkljucno z
kontrolno regijo in kodonsko
mesto 3 gena NAD6

S programom BEAST 2 smo dobili filogenetsko drevo mitogenomov vrstoz taksonov, ki

predstavljajo vse rodove v druZini salmonidov (Slika 3). Drevo je bilo ve¢inoma dobro statisticno
podprto (pp /angl. posterior probability/ = 1). Posteriorne verjetnosti nizje od 1 smo opazili le na
razcepis¢ih Salmoninae-Coregoninae (pp=0.97) in znotraj rodu Oncorhynchus. Vsi do sedaj znani
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taksoni so na drevesu zaznani kot monofiletski, Poddruzina Thymalinae predstavlja sestrsko
skupino poddruZini Salmoninae, od katere se je glede na filogenetske podatke locila pred 56,28
milijoni let. Jadranski lipan (T. aeliani) in evropski lipan (T. thymallus), ki ju po uradni klasifikaciji
obravnavamo kot T. thymallus, tvorita sestrski skupini, ki sta se locili pred 5,68 m.l., se pravi v
obdobju Miocena. Mitogenoma evropskega lipana, ki glede na CR pripadata balkanski (Mari¢ et
al., 2012) in skandinavski filogenetski liniji (Weiss et al., 2002), sta se locila pred 1,38 milijoni let,
i.e. v obdobju Pleistocena. Ta »jadransko-evropska« skupina tvori sestrsko skupino z vecjimi
monofiletskimi skupinami lipana; t.i. »Arkticni« (T. arcticus in T. mertensii, TMRCA = 1,82 m.l.n.),
»Sibirski« (T. baicalolenensis in T. pallasii, TMRCA = 1 m.l.n.) in »Mongolski« (T. brevirostris). Vse
omenjene skupine pa tvorijo sestrski odnos z lipani iz povodja Amurja in povodja Yalu na
korejskem polotoku, kateri tvorijo tako imenovano »juzno Azijsko« skupino (T. burejensis, T.
tugarinae, T. grubii in T. yaluensis, TMRCA = 10,72 m.L.n.). Skupni prednik vseh lipanov naj bi Zivel
pred 13,01 m.l., s tem da se je jadransko-evropska skupina locila po treh milijonih let (pred 10,56
m.l.). Podobne ¢asovne intervale samostojnega evolucijskega razvoja kot med T. aeliani in T.
thymallus najdemo $e pri rodu Brachymystax (6,08 m.l.n.), Hucho (4,22 in 2.71 m.l.n.), skupino
Salvelinus alpinus (od 5,89 do 0,88 m.l.n.) in med O. keta in O. gorbuscha (5,83 m.l.n.). Prav tako
podoben ¢as locitve opazimo znotraj rodu Coregonus (od 5,96 do 0 m.l.n.).
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Oncorhynchus masou formosanus_DQB858456
Oncothynchus masou masou_DQ864465
Ongcorhynchus masou ishikawae_DQ864464
Oncorhynchus masou 'Biwa' EF105342
Oncorhynchus gorbuscha_EF455489
Oncorhynchus keta_AP010773
Oncorhynchus nerka_EF055889
Oncorhynchus kisutch_EF126369
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Salvelinus kuznetzovi KU674351

Salvelinus alpinus AF154851

Salvelinus curilus_KJ746619
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EE Brachymystax lenok_JQG686730
] Brachymystax lenok tsinlingensis_JQ686731
Brachymystax tumensis_KJ730524
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Hucho hucho KM588351
4.22 Hucho taimen_HQB897271
.53 Coregonus peled_KM3671633
o - - Coregonus ussuriensis_KM210289
% Coregonus oxyrinchus_JQ661418

' Coregonus lavaretus_AB034824
Coregonus muksun_KT824877
Coregonus sp. ‘cluncaformis’ KT375339
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E
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298 Coregonus autumnalis_KP452507
5.96 Coregonus clupeaformis_JQ390060
c = Coregonus chadary_KU530206
7.99 Coregonus nasus_JQ390058

56.25 3037 Coregonus artedi MF621765
1 = . $ T %:I::D 0.86 Stenodus leucichthys_JQ390059
Prosopium cylindraceum_JQ390062
e Prosopium williamsoni_JQ390061

Thymailus arcticus_FJ872559
Thymaillus mertensii_KT867088
Thymallus baicalolenensis_KY078221
Thymailus pallasii_KJ866482
Thymailus brevirostris_KJ866486
Thymailus thymallus_FJ853655
Thymalius thymallus_MN031595
Thymalius aeliani_MN031594
Thymailus burejensis_KJ866485
Thymallus tugarinae_KJ866483
B Thymailus grubii_KF649073
E Thymailus yaluensis_KJ866484
! Esox lucius_AP004103
Esox reichertii KF758446
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Slika 3: Kalibrirano filogenetsko drevo mitogenomov druZine Salmonidae. Vse posteriorne
verjetnosti zna$ajo 1, €e ni prikazano drugace z odebeljeno $tevilko pod razcepi$¢em. Stevilke nad
razcepiSci predstavljajo ¢as najblizjega skupnega prednika skupin, modri trakovi pa 95% €asovni
interval zaupanja (HPD, angl. Highest posterior density) cepitev. Cepitev med T. aeliani in T.
thymallus je obarvana z zelenim trakom. Rdece pike so kalibracijski intervali molekularne ure,
doloceni na podlagi fosilov
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4.2 ANALIZA MUZEJSKIH VZORCEV NA PODLAGI CR mtDNK

4.2.1 Uspednost izolacije in pomnoZevanja PCR

Preglednica 7: Seznam pregledanih muzejskih primerkov, uspesnost pomnozevanja PCR in
haplotipna identiteta primerka Uspesnost pomnozevanja in sekvenciranja fragmentov A/B/C je v

tabeli podana z 1 za uspesno pomnzitev in 0 za neuspesno pomnozitev. Pridobljeni haplotipi
predstavlajajo zdruzeno zaporedje fragmentov A, Bin C

Oznaka/  Arhivska Originalno Lokaliteta Letnica UspesSnost Pridobljen
zaporedna Stevilka vrstno ime (originalna arhivira pomnoZevanj haplotip
st. primerka oznaka) nja ain
sekvenciranja
frag. A/B/C

NMWO01 NMW68007  T. vexillifer 1ISONZO 1861 1/1/1 HAP1
NMWO02 NMW68008:1 T. vexillifer 1ISONZO 1861 1/0/0
NMWO03 NMW68008:2 T. vexillifer 1SONZO 1861 1/1/1 HAP5
NMWO04 NMW68008:3 T. vexillifer 1ISONZO 1861 0/0/1
NMWO05 NMW68009:1 T. vexillifer 1ISONZO 1888 1/1/1 HAP4
NMWO06 NMW68009:2 T. vexillifer 1SONZO 1888 1/1/1 HAP4
NMWO07 NMW68010:1 T. vexillifer 1ISONZO 1899 1/1/1 HAP1
NMWO08 NMW68010:2 T. vexillifer 1SONZO 1899 1/1/1 HAP1
NMW10 NMW68019  T. vexillifer FISHMARKT 1877 1/1/0

MILANO
NMW11 NMW68022  T. vexillifer ETSCH 1856 1/1/1 HAP5
NMW12 NMW68074  T. vexillifer FLITSCH 1888 1/1/1 HAP2
NMW13 NMW&68075  T. vexillifer FLITSCH 1888 1/1/0
NMW14 NMW68011:1 T. vexillifer TOLMINEN 1899 1/0/0
NMW15 NMW68011:2 T. vexillifer TOLMINEN 1899 1/1/1 HAP2
NMW16 NMW68017  T. vexillifer WOCHEINER 1880 1/1/1 HAP8

SAVE
NMW18 NMW68072:1 T. vulgaris WOCHEINER 1880 1/1/1 HAP6

SAVE
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Oznaka/  Arhivska Originalno Lokaliteta Letnica UspesSnost Pridobljen

zaporedna Stevilka vrstno ime (originalna arhivira pomnoZevanj haplotip

st. primerka oznaka) nja ain

sekvenciranja
frag. A/B/C

NMW19 NMW68072:2 T. vulgaris WOCHEINER 1880 1/1/0
SAVE

NMW20 NMW68072:3 T. vulgaris WOCHEINER 1880 1/1/1 HAP6
SAVE

NMW21 NMW68072:4 T. vulgaris WOCHEINER 1880 1/1/1 HAP6
SAVE

NMW22 NMW68031:1 T. vexillifer VITEZ,BIH 1896 0/0/0

NMW23 NMW68031:2 T. vexillifer VITEZ,BIH 1896 0/1/0

NMW24 NMW68031:3 T. vexillifer VITEZ,BIH 1896 1/1/0

NMW25 NMW68031:4 T. vexillifer VITEZ,BIH 1896 0/1/1

NMW?26 NMW68031:5 T. vexillifer VITEZ,BIH 1896 0/1/1

NMW28 NMW68027:1 T. vexillifer LAGO 1888 1/1/1 HAP3
MAGGIORE

NMW29 NMW68027:2 T. vexillifer LAGO 1888 1/1/1 HAP3
MAGGIORE

NMW30 NMW68090:1 T. aeliani  LAGO 1881 1/1/1 HAP3
MAGGIORE

NMW31 NMW68090:2 T. aeliani  LAGO 1881 1/1/1 HAP3
MAGGIORE

NMW32 NMW68023:1 T. vexillifer SCHAGL 1880 1/1/1 HAP6
(AUTHAL)

NMW33 NMW68023:2 T. vexillifer SCHAGL 1880 1/1/1 HAP7
(AUTHAL)

NMW34 NMW62263:3 T. vexillifer FISCHA BEI 1882 1/1/1 HAP5
LICHTENWORTH

NMW35 NMW62263:4 T. vexillifer FISCHA BEI 1882 1/1/1 HAPS
LICHTENWORTH

NMW36 NMW20237  T.vulgaris UNGARN 1861 0/0/0

NMW37 NMW20238  T. vulgaris UNGARN 1861 0/0/0

4.2.2 Identifikacija haplotipov in filogenetska analiza

Iz treh fragmentov muzejske DNK smo pridobili 582 bp dolga zaporedja, skupna poravnava z
ekstantnimi haplotipi, pridobljenimi iz baze podatkov NCBI, pa je bila dolga 763 bp. Zaporedjem
muzejskih vzorcev smo za odseke z manjkajo¢im nukleotidnim zaporedjem dodali identifikator N,
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ki predstavlja neznani nukleotid. Pri muzejskih vzorcih smo nasli osem haplotipov, ki so skupaj z
ekstantnimi haplotipi tvorili dobro podprte (pp=1) monofiletske skupine (Slika 4 in preglednica 8).
Muzejski vzorci pripadajo Stirim razlicnim filogenetskim linijam, ki smo jih v vseh nadaljnjih
grafi¢nih podobah barvno kodirali; Jadranski (angl. Adriatic, modra barva,), Balkanski (angl.
Balkan, zelena barva), Donavski severno alpski (angl. Danubian northern Alps, rdeca barva) in
Donavski juzno alpski (angl. Danubian southern Alps, rdeca barva).
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Slika 4: Filogenetsko drevo na podlagi CR mtDNK. Filogenetske linije so barvno zakodirane, Stevilke
nad razcepisci predstavljajo posteriorno verjetnost. Identifikacijska oznaka haplotipa predstavlja
zaporedje uporabljeno v analizi, z barvnimi ¢rtami so do haplotipov povezani muzejski primerki,
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pri katerih smo nasli doti¢ni haplotip. Barva Crte, ki povezuje vzorce, dolo¢a povodje oz. poredje, iz
katerega primerek izhaja; modra — jadransko povodje, rdeca - dravsko porecje, zelene — savsko
porecje

Pri treh muzejskih primerkih iz Soce (I. 1861 in 1899) smo nasli haplotip HAP1, ki je identicen Ze
opisanemu haplotipu AD7cs, znacilnem za sedanje jadranske lipane iz Soce. Poleg tega smo $e pri
dveh muzejskih primerkih iz Soce (l. 1888 in 1899) nasli haplotip HAP2, ki se od HAP1 razlikuje za
en bp, oba pa sta znacilna za jadransko filogenetsko linijo lipana. Za jadransko linijo znacilen
haplotip HAP3 smo nasli pri primerkih iz jezera Magiore (. 1881 in 1888), ki je glede na 582 bp
dolge sekvence identi¢en haplotipom, ki so znacilni za lipana v reki Sesiji, Magiji in AdiZi. Pri vseh
ostalih uspesno posekvenciranih vzorcih smo nasli haplotipe, ki pripadajo filogenetskim linijam,
znacilnim za donavsko povodje. Pri preostalih primerkih iz So¢e smo nasli dva haplotipa, znacilna
za donavsko severno alpsko filogenetsko linijo (dravsko) in sicer HAP4 (l. 1888) in HAPS (l. 1861),
slednjega smo nasli tudi v edinem primerku iz AdiZe (l. 1856), ki se nahaja v severnem delu
jadranskega povodja v Italiji. HAP5 smo nasli tudi pri primerkih iz reke Fische (l. 1882), ki je v
preteklosti tekla v blizini Dunaja. Oba omenjena haplotipa (HAP4 in HAP5) sta znacilna za reki
Dravo in Inn ter njune pritoke (Weiss in sod., 2002), najdemo pa jih tudi v rekah jadranskega
povodja; Adiza, Adda in Brenta (Meraner in Gandolfi, 2012). Pri primerkih iz Save Bohinjke (I.
1880) smo nasli haplotip HAP8 in HAP6. Haplotip HAPS je najbolj podoben ekstantnemu haplotipu
Da25cs, katerega najdemo tudi dandanes na tej lokaciji in se uvrséa v balkansko filogenetsko linijo
(Mari¢ in sod., 2012). Haplotip HAP6 pa je znacilen za donavsko juzno alpsko filogenetsko linijo,
sorodne ekstantne haplotipe pa najdemo v porecju Drave (Weiss in sod., 2002). Haplotip HAP6 je
bil dolocen tudi pri enem primerku iz lokacije Schagl (Authal), katero prepoznavamo kot levi pritok
reke Mure nad Gradcem, vendar o pravi lokaliteti na podlagi muzejskega kataloga ne moremo biti
povsem prepricani, se pa zagotovo nahaja v Donavskem povodju. Na tej lokaciji smo nasli Se
haplotip HAP7, ki se od halotipa HAP6 razlikuje v eni mutaciji.

Preglednica 8: Identifikacija haplotipov pridobljenih iz muzejskih primerkov

Filogenetska linija Oznaka Lokaliteta Letnica Haplotip Identi¢nost Vecje rekez
lipana vzorca Z znanim ekstantnih
haplotipom populacij z

opisanim
haplotipom

Jadranska NMWO1 Soca 1861 HAP1 Ad7cs Soca, Adiza

filogenetska linija NMWO7 Soca 1899

(AD: angl. Adriatic) NMWOS Soca 1899

NMW12 Soca (Bovec) 1888 HAP2 Ad7cs*
NMW15 Soca (Tolmin) 1899

NMW?28 Jezero 1888 HAP3 Ad1, Ad7, Sesija, Magija,
Magiore Ad8, Ad18, Adiza
NMW?29 Jezero 1888 Ad22
Magiore
NMW30 Jezero 1881
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Magiore
NMW31 Jezero 1881
Magiore
Donavska severno NMWO5 Soca 1888 HAP4 Dal, Da20 Drava, Inn,
alpska filogenetska NMWO6 Soca 1888 AdizZa, Brenta,
linija (DNA: angl. Adda
Danubian northern NMWO03 Soca 1861 HAP5S Da4, Dall, Drava, Sava,
Alps) NMW11 Adiza 1856 Dal4, Inn, Adiza,
NMW34 Fischa p. 1882 Dal7, Brenta
Lichtenworth Da22, Da30
NMW35 Fischa p. 1882
Lichtenworth
Donavska juzno NMW18 Sava Bohinjka 1880 HAP6 Da31*, Drava, AdiZa
alpska filogenetska ~ NMW20 Sava Bohinjka 1880 Da32*%,
linija (DSA: angl. NMW21 Sava Bohinjka 1880 Da36*
Danubian southern NMW32 Schagl (Mura) 1880
Alps) NMW33 Schagl (Mura) 1880 HAP7
Balkanska NMW16 Sava Bohinjka 1880 HAP8 Da25cs*, Sava Bohinjka
filogenetska linija Da24*,
(BA: angl. Balkan) Da34*

Primerjava deleza haplotipov razli¢nih filogenetski linij med obdobjem 1861-1899 (muzejski
vzorci) in danasnjim stanjem je v reki Soci razkrila premik iz zastopanosti jadranske in donavske
filogenetske linije pri muzejskih primerkih v zastopanost jadranske in balkanske filogenetske linije
pri ekstantnih primerkih (Slika 5). Ce tretiramo vse muzejske primerke iz reke Soce kot eno
populacijo, vidimo, da je bila zastopanost haplotipov jadranske filogenetske linije 55% (5 vzorcev).
Dandanes je zastopanost haplotipov jadranske linije v reki Soci 50%, s tem da preostali delez
pripada haplotipom balkanske linije, medtem ko je preostali delez pri muzejskih primerkih
pripadal donavsko severno alpski filogenetski liniji. Podobno haplotipov znacilnih za donavsko
juzno alpsko filogenetsko linijo ne najdemo vec pri populaciji iz Save Bohinjke, kjer vseh devet
ekstantnih vzorcev poseduje haplotip znacilen za balkansko filogenetsko linijo, medtem je delez te
linije pri muzejskih 50%, dva vzorca namrec pripadata zgoraj omenjeni donavski juzno alpski liniji.
Nespremenjeno stanje opazimo le pri populaciji iz jezera Magiore, kjer je tako za muzejske kot
ekstantne vzorce znacilen haplotip jadranske linije. Sprememb stanja v AdiZi, ki je verjetno
posledica enega samega muzejskega primerka, in vzorcih, ki jih lahko tretiramo kot vzorce Drave
in Donave (4 vzorci), ne moremo ovrednotiti. Slednji se nahajajo na zelo oddaljenih lokalitetah s
slabo katalosko identifikacijo in prave lokalitete za primerjavo ne moremo dolociti, vendar vemo,
da se lokaliteti muzejskih primerkov nahajajata v SirSem obmocju, kjer najdemo haplotipe
donavsko alpskih filogenetskih linij, katerima pripadajo tudi haplotipi muzejskih vzorcev.
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Slika 5: Zemljevid lokalitet in primerjava zastopanosti haplotipov glede na filogenetsko linijo
lipana. Stevilke v zgornjem levem kotu prikazujejo letnice obdobja vzoréenja, tortni diagrami
prikazujejo deleZ prisotnosti dolocene filogenetske linije na lokaliteti, ki jo opisujejo s pozicijo na
zemljevidu. Stevilke v tortnih diagramih prikazujejo skupno stevilo vzorcev. Filogenetske linije so
barvno kodirane in sicer; modra — jadranska linija, rde¢a — donavsko alpska (dravska) linija, zelena
— balkanska (savska) linija

4.3 REZULTATI GENOTIPIZACIJ LIPANOV V REKI SOCI

4.3.1 Vzorci in nabor podatkov

Genotipizirani vzorci izvirajo iz samcev, ki se v okviru ene populacije pojavljajo na treh bliznjih
drstiscih v porecju reke Soce. V obdobju med 2009 in 2017 smo izvajali genotipizacijski test pri
vseh ujetih samcih na osnovi 11 mikrosatelitnih lokusov. Ustreznost za razplod ujetih samcev je
bila dolo¢ena na podlagi deleZa za Soco in jadransko povodje specifi¢nih (avtohtonih) alelov.
Samci z najvec »avtohtonimi« aleli so skupaj s selekcioniranimi samicami ribogojniske linije
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prispevali v reprodukcijski bazen tistega leta. Mladice, vzrejene v ribogojnici, so bile naslednjo
sezono dopolnilno vloZene v ribolovne vode RD Tolmin, med drugim tudi na lokaliteto
genotipiziranih vzorcev.

Pridobili smo nabor podatkov 11 mikrosatelitnih lokusov za 118 vzorcev iz obdobja devetih drstnih
sezon. Nultih alelov nismo zaznali, delez manjkajocih podatkov iz drstnih sezon 2009 do 2017 je
znasal 21,1%. Glede na Evannovo metodo in ob hkratni analizi referenc¢nih vzorcev lipana iz
savskega povodja, ki so bili v preteklosti uporabljeni za poribljanje soSkega porecja, smo v
vzorénem setu zaznali dve genetski skupini (K=2), kar se sklada s predpostavljenimi filogenetskimi
informacijami, da sta v Soci zastopani dve filogenetski liniji, jadranska in balkanska.

4.3.2 Analiza populacijske strukture in primerjava med drstnimi sezonami

Rezultati, ki jih predstavljamo, temeljijo na izsledkih populacijske analize s programom
STRUCTURE 2.3.4., kjer je tako-imenovana Cistost osebka v Soci predstavljena kot Q vrednost
pripadnosti jadranski filogenetski liniji posameznega vzorca (Slika 6). Ugotovili smo, da so vsi
genotipizirani lipani v porecju Soce hibridi jadranske in balkanske skupine. Povprecje deleza
jadranske filogenetske linije vseh osebkov, ujetih v Soci med leti 2009 in 2017, je 0,50. Genetsko
»najCistejSega« samca jadranskega lipana smo ujeli leta 2011 in sicer z 0,89 delezem genoma,
znacilnim za jadransko skupino, medtem ko je bil samec z najvecjim delezem, znacilnim za lipane
iz donavskega povodja oziroma Save, ujet leta 2013, z jadransko Q vrednostjo le 0,13. Tekom
drstnih sezon je opazen trend zmanjSanja vracanja lipanov na drstis¢a, oziroma upad Stevila ujetih
samcev. V prvih letih smo brez teZav ujeli vsaj deset samcev, medtem ko se je trud za pridobitev
divjih samcev obcutno povecal v letih od 2014 do 2017, ko smo nazadnje ujeli zgolj dva osebka.
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Slika 6: Rezultati analize STRUCTURE. Vertikalne ¢rte predstavljajo osebek, z genetskim delezem
ki pripada doloceni skupini. Z zeleno je kodirana skupina balkanske filogenetske linije, z modro pa
jadranske filogenetske linije. Crne vertikalne érte delijo populacije oziroma drstne sezone
oznacene s Stevilkami

Primerjali smo povprecne vrednosti deleza jadranske filogenetske linije med drstnimi sezonami. V
prvih letih vzorcenj (2009 do 2013) lahko spreminjanje deleza opiSemo linearno (R, = 0,94) z
vsakoletnim povecanjem deleZa avtohtonosti za 2,2% (Slika 7). NajniZjo povprecno vrednost
avtohtonega deleZza smo zaznali leta 2009 in sicer 0,41, medtem ko je bila leta 2013 vrednost 0,55.
V letih 2014 in 2015 smo opazili padec povprecne »Cistosti« ujetih lipanov, kar leta 2014 sicer
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lahko pripiSemo predvsem vecji varianci Q vrednosti pri analiziranih osebki, Povprecen delez
jadranske filogenetske linije je leta 2015 zopet znasal zgolj 0,47. Leta 2016 smo zaznali najvisjo
povprecno vrednost Q 0,61, kar sledi linearnemu zviSevanju jadranskega deleza za 2,2% (2,25%)
na leto od leta 2013. Kljub zaznanemu trendu pa povprecnih vrednosti od leta 2014 naprej zaradi
majhnega stevila vzorcev ni mogoce jemati z enako mero statisticne verodostojnosti kot pri prvih
letih vzorcenj. Zadnje zabelezeno povprecje Q = 0,47 leta 2017 je bilo izracunano le na podlagi
dveh vzorcev. Leta 2018 na tej lokaciji nismo uspeli ujeti lipanov na drsti.
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Slika 7: DeleZ jadranske filogenetske linije pri lipanih ujetih tekom zaporednih devetih drstnih
sezon. Posamezni vzorci so predstavljeni kot prazni krogi, vsake drstne sezone, oznacene z letnico.
Povprecje je oznaceno z x, medtem ko je mediana oznacena z horizontalno ¢rto. Modre pike
znotraj drstnih sezon oznacujejo uporabljene populacije pri izracunu linearne regresije, oznacene
z modro ¢rtkano ¢rto

4.4 KVALITETA SEKVENCIRANJA IN NABOR ddRAD-znack

4.4.1 Uspesnost izolacij, izbor restrikcijskih encimov in uspeh sekvenciranja

Preverjanje uspesnosti izolacij, koncentracije in celovitosti DNK molekul v izolatih je pokazala, da
so vsi izbrani vzorci primerni za pripravo knjiznic sekvenciranja naslednje generacije po metodi
ddRAD-seq.

Simulacija in silico restrikcije genoma atlantskega lososa je kot mozne encime predlagala
kombinaciji Pstl in Mbol, ter Pstl in Mspl. Preliminarno sekvenciranje smo opravili na vzorcih iz
reke Soce (SC) in Save Bohinjke (BS). Preliminarna bioinformatska analiza opravljena s programom
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STACKS 1.8.2 je pri analizi obeh kombinacij restrikcijskih encimov pokazala, da s kombinacijo Pst/ -
Mspl sicer pridobimo manjse stevilo ddRAD-znack, ki pa so med vzorci bolj polimorfne. Analize
smo opravili z razli¢nimi filtracijskimi in izbirnimi parametri, rezultati katerih so vedno pokazali na
boljse razmerje med Stevilom ddRAD-znack in SNP mesti pri kombinaciji encimov Pst/ — Mspl, ki
smo jo uporabili za ddRAD-seq celotnega nabora vzorcev. Povprecna globina sekvenciranja
preliminarnih vzorcev je znasala 9,2X. Zaradi relativno nizke globine branja smo za sekvenciranje
celotnega nabora ekstantnih in muzejskih vzorcev povecali trud sekvenciranja in tako pridobili
skupno 1.119.026.641 surovih zaporedij, od tega smo jih 99,4% uspesno de-multipleksirali.

4.4.2 Bioinformatska analiza odcitkov in sestavljanje ddRAD-znack

Bioinformatske analize smo opravili na 128 ekstantnih in 11 muzejskih vzorcih. Sekvenciranje
muzejskih vzorcev NMWO01, NMWO03, NMW12, NMW30 in NMW32 Zal ni bilo uspesno, saj nismo
pridobili zadostnega Stevila odCitkov na vzorec, zato smo jih iz nadaljnjih analiz odstranili (Slika 8).
Od vseh odcitkov (1.119.025.641) 139 uspesno sekvenciranih vzorcev jih 2,5 % nismo uspeli
prilepiti in poravnati na 51 kromosomov referencnega genoma lipana. Zanemarili smo tudi 19,9%
odcitkov slabse kvalitete (<30 Phred), 3,3% odcitkov, ki so bili prekomerno obrezani in 6,9%
odcitkov, katerim nismo uspeli dolociti sekvenénega para (angl. pair-end). Skupno smo za
sestavljanje ddRAD-znack uporabili 67,4% primarno sekvenciranih odcitkov, katerih povprecna
dolZina inserta knjiznic je bila 350,4 bp (SD: 54,7bp) s povprec¢no 210,4 bp dolgim znanim
zaporedjem. To pomeni, da smo s kemijo PE-125 uspeli pridobiti 105,2 bp zaporedja vsake strani
sekvenciranih fragmentov. Povprecna globina sekvenciranja je znasala 26,5x (SD: 6,0x), z
najmanjso globino 7,7x pri vzorcu NMW?21 in najvecjo globino 51,6x pri vzorcu NMWO06. Pri svezZih
vzorce, povprecna globina ne odstopa pretirano od povprecja celotnega nabora vzorcev (27,4x,
SD: 4x), medtem ko so razlike pri muzejskih vzorcih precej vecje, s povprecno globino odcitkov
19,7x in standardno deviacijo 14,1x. To pripisujemo razlicni kvaliteti DNK muzejskih vzorcev,
predvsem zaradi relativno dolgih (350bp) insertov knjiznic. Vzorca NMWO05 in NMWO06 imata za
muzejske vzorce Se posebej izrazito globino sekvenciranja (43,1x in 51,26x).
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Slika 8: Globina sekvenciranja naslednje generacije ter delez manjkajocih podatkov. S svetlo sivo je
oznacena globina branja odcitkov, s temno pa delez manjkajocih zaporedij.

Nastavitve modulov gstacks in populations programa STACKS 2.4.2, smo nastavili tako, da smo za
nadaljnje populacijske Studije pridobili kar se da popoln nabor podatkov. Po filtraciji smo za
celoten nabor podatkov (139 vzorcev) konsenzne dolzine 11.736.930 bp pridobili 112.493
polimorfnih SNP mest na 40.213 ddRAD-znackah, katere smo uporabili za nadaljnje analize.
Povprecno smo genotipizirali 254,8 baznih mest (SD 0,19). V celotnemu naboru vzorcev smo imeli
1,74% manjkajocih podatkov. Najve¢ manjkajocih podatkov smo zaznali pri muzejskih vzorcih in
sicer med 2,7% in 11,7% z izjemo vzorcev NMWO5 in NMWO06, populacije HT, ki sta bila glede na
manjkajoce podatke pod povprecéjem celotnega nabora vzorcev (1,27% in 1,28%). Ve¢ manjkajocih
podatkov smo opazili tudi pri vzorcih populaciji SC in BS, ki smo jih sekvencirali lo¢eno v
preliminarni seriji in sicer med 1,7% in 4,2%.

4.5 POPULACIJSKE ANALIZE NA PODLAGI ddRAD-znack
4.5.1 Opisna populacijska statistika in pimerjava parnih distanc

Osnovni parametri opisne populacijske statistike na osnovi ddRAD-znack so pokazali (Preglednica
9), da imajo populacije iz povodja reke Soce (Soca-SC, Idrijca-ID, Tolminka-TT in dve populaciji iz
populaciji iz reke Tolminke, ki izvira iz leta 2009. Podobno smo opazili tudi pri opaZeni
heterozigotnosti (He,ys) teh populacij, katera se je gibala med 0,198 in 0,307, z najvecjo
heterozigotnostjo v populaciji ribogojnice Tolminka iz leta 2009. Visoko Stevilo polimorfnih mest
smo opazili Se pri populaciji iz reke AdiZe jadranskega povodja, 38.932, malo manjso pa pri
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populaciji iz reke Bistrice , 17.849. Medtem ko je bila opazena heterozigotnost populacije iz reke
Adize 0,191, je bila opaZena heterozigotnost dravske populacije le 0,085. Vse populacije iz
savskega povodja (Sava Bohinjka-BS, Unica-UN in populaciji iz ribogojnic, Bled-RB in Obrh-R0O), so
imele opaZeno heterozigotnost prakticno identi¢no 0,076-0,077, medtem ko je bila pri populaciji
iz Sesije Se nizZja (0,062). Pri teh populacijah smo zaznali tudi niZje Stevilo polimorfnih mest, in sicer
med 7.335 in 7.838 pri savskih populacijah in 8.508 v Sesiji. Te vrednosti so niZje kot pri vzorcih
muzejskih primerkov, pri katerih se je Stevilo polimorfnih mest gibalo med 10.941-14.338, z
izjemo osebkov iz reke Soce (HS), kjer smo dolocili 7.485 polimorfnih mest. OpaZena
heterozigotnost je bila najniZja pri muzejskih vzorcih, kar lahko pripiSemo majhnemu Stevilu
vzorcev in degradirani DNK. Podoben trend kot pri Stevilu polimorfnih mest in opaZeni
heterozigotnosti opazimo tudi pri genetski raznolikosti (m), ki je najvisja pri populacijah iz povodja
reke Soce (0,191-0,293) in AdiZi (0,191), medtem ko je pri populacijah iz Drave in savskega porecja
precej niZja (0,067-0,082). Genetska raznolikost je bila od ekstantnih populacij najnizja v reki Sesiji
(0,055), kar je podobno kot pri muzejskih vzorcih (0,016-0,046). Vzorci muzejske Soce HS, so imeli
vrednost 0,025.

Glede na parameter parjenja v sorodstvu - Fis, populacije ne izkazujejo parjenja v sorodstvu.
Najvisje vrednosti F;s so imele ribogojniske populacije, z najvisjo (Fis = -0,129) zaznano v
ribogojnici Tolminka leta 2009,. Ostale vrednosti pri ribogojniskih populacijah (Ribogojnica Bled,
Ribogojnica Obrh) so se gibale med -0,014 in -0,020. Opazili smo zanimiv trend v savskem porecju,
kjer so bile enake vrednosti Fs prisotne v ribogojnici in bliznji divji populaciji lipana (Ribogojnica
Bled in Sava Bohinjka (Fis =-0,017), Ribogojnica Obrh in Unica (Fis =-0,014)

Preglednica 9: Osnovni populacijsko genetski parametri populacij. N predstavlja poracun stevila
sestavljenihcelotnihgenotipov, SNP oznacuje delez variabilnih tockovnih mutacij v populaciji,
He(obs) je opaZzena heterozigotnost, He(exp) pricakovana heterozigotnost, m genetska diverziteta
in F;s indeks parjenja v sorodstvu

St.
Oznaka n privatnih SNP He(obs) He(exp) Tt Fis

alelov
SC 11,7 364 24733 0,294 0,280 0,293  -0,004
RT 11,7 420 24915 0,290 0,269 0,281  -0,020
BS 12,0 142 7335 0,076 0,065 0,067 -0,017
RB 12,0 166 7533 0,077 0,066 0,069 -0,017
UN 11,9 216 7747 0,077 0,067 0,070 -0,014
ID 6,0 170 20944 0,198 0,176 0,192 -0,011
RH 11,9 178 21754 0,307 0,237 0,248 -0,129
1T 11,9 520 25871 0,283 0,273 0,285 0,009
AD 9,9 8671 38932 0,191 0,181 0,191 0,005
RO 12,0 178 7838 0,077 0,067 0,070 -0,014
DR 7,9 2627 17849 0,085 0,077 0,082 -0,004
SE 8,0 1845 8508 0,062 0,052 0,055 -0,014
HT 2,0 6129 14338 0,039 0,026 0,036  -0,005
HS 2,8 4642 7485 0,028 0,020 0,025 -0,006
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St.
Oznaka n privatnih SNP He(obs) He(exp) T Fis
alelov
HB 1,8 8450 13394 0,044 0,026 0,039 -0,008
HM 1,8 8010 12488 0,045 0,033 0,046 0,001
HD 1,8 6861 10941 0,019 0,011 0,016 -0,004

Pri primerjavah parnih distanc (Fs;) polimorfnih mest med pari populacij (Slika 9), smo zaznali
najniZje vrednosti med savskimi populacijami (0,025-0,049), z najniZjo med populacijama
ribogojnic Bled in Obrh. V populacijah Soskega porecja smo zaznali vrednosti med 0,028 in 0,12.
Najbolj podobni sta si bili divji populaciji iz Soce in Tolminke 0,034, medtem ko so bile zaznane
distance najvecje pri parnih primerjavah populacij iz Soce s populacijo iz Idrijce 0,071-0,12.
Populaciji iz ribogojnice Tolminka, se razlikujeta za vrednost 0,053, kar je najvec v Soskih
populacijah. Primerjava Soskih populacij z muzejskima vzorcema, pri katerih smo identificirali
jadranski mitohondrijski haplotip (HS) prikazuje vrednosti med 0,19-0,23, podobno se Soske
populacije razlikujejo od Savskih populacij 0,14-0,22. Populacija iz Idrijce se napram Soskim od
Savskih populacij razlikuje manj, 0,094-0,098 in ve¢ od muzejske populacije HS 0,44. Ti trije
muzejski vzorci so najbolj podobni populaciji iz reke AdiZze 0,12, medtem ko so od muzejskih
vzorcev iz reke Soce, pri katerih smo nasli Dravski mitohondrijski haplotip razlikujejo za 0,42, od
Dravske populacije pa 0,46. Razdalja z muzejskima vzorcem iz jezera Magiore 0,36 je prakti¢no
enaka razdalji s populacijo iz reke Sesije 0,37, medtem ko se od Savskih loci za 0,61, kar je ena
Sesije in Savskimi 0,64 in Sesije in dravskimi 0,49. Podobne razlike s preostankom nabora
podatkov, kot jih zaznavamo pri dravski populaciji napram ostalim, zaznamo tudi pri muzejskih
vzorcih, pri katerih smo nasli mitohondrijske haplotipe znacilne za donavsko alpsko filogenetsko
linijo, HT, HB, HD, razlike med njimi pa so bile prav tako visoke 0,56-0,62, z izjemo populacije iz
Drave in muzejskima vzorcema iz Save Bohinjke 0,15. Populacija iz reke Adize se je z vrednostmi

0,11-0,13 shajala s populacijo iz reke Sesije in muzejskimi vzorci HS in HM., malo visje vrednosti pa

smo zaznali s Soskimi populacijami 0,16-0,18, ter 0,23 z Dravsko populacijo.
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Slika 9: Parne distance Fs; med populacijami. Barvna koda, s katero je pobarvan graf, oznacuje
deleZ FST s prikazano skalo na desni strani, vrednosti so zapisane tudi v kvadratih, ki oznacujejo
vrednost primerjave dveh populacij.

Rogersove distance poracuane na vseh variabilnih lokusih nabora podatkov prikazujejo razmerja
med populacijami na eni osi (Slika 10), kjer se loCijo skupine: I. HS,SE,HM, Il. Ekstantne populacije
SoSkega povodja napram skupini I., lll. Ekstantne populacije Soskega povodja med seboj in Savi
Bohinjki, IV. Dravska populacija napram skupini lll., V. Skupina I: napram Savi Bohinjki, VI. Skupina
| napram Dravi. Distance prikazujejo, najvecjo lo¢enost populacij SE, HM in HS skupine | napram
ostalim populacijam, medtem ko so si najblizje ekstantne populacije Soca in Ribojnica Tolminka iz
leta 2009, z enako distanco kot sta si ti dve populaciji v relaciji do Save Bohinjke. Populacije
znotraj Savskega povodja, so si Se bliZje pri distanci 10000, vendar zaradi preglednosti nismo risali
vseh razmerji, in primerjav.
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Slika 10: Parne distance med populacijami, izraCunane po Rogersovi metodi. Violinski grafi
predstavlajjo koncentracijo distanc med lokusi doti¢ne parne primerjave. Siri in 0Zji pomenijo
vecja razhajanja.

4.5.2 Multivariantne analize

V analizo glavnih komponent (na podlagi mikrohaplotipov) smo vkljucili tri komponente, s
katerimi smo opisali 72% variacije med vzorci na podlagi 40.213 polimorfnih ddRAD-znack (Slika
10). Vzorci so se zdruZevali z vzorci, ki so prihajali iz iste populacije; recentnih migrantov ali
recentnih prenosov osebkov med populacijami torej nismo zaznali. Najvec variacije smo opisali v
prostoru prve in druge komponente (67%), ki sta vzorce locili glede na razlicna povodja. S PCA1, ki
je opisala 55% variacije, smo razlikovali med vzorci nekaterimi vzorci Jadranskega povodja (Sesija
in muzejski populaciji Soce HS in jezera Magiore HM) ter ekstantnimi vzorci iz Savskega povodja.
Vsi ekstantni vzorci iz SoSkega povodja so bili glede na PCA1 razprostrti na premici med vzorci
Savskega in vzorci Jadranskega povodja, vkljuéno z muzejskima vzorcema reke Soce, pri katerih
smo odkrili jadranski mitohondrijski haplotip (HS). Vzorci ekstantnih Soskih populacij so tvorili
najmanj prekrivno skupino, medtem ko vzorcev savskih populacij na tej skali nismo uspeli lo¢iti, in
so vsi vzorci tvorili »to¢kovno« skupino. Najblizje savskim populacijam je bila populacija iz Idrijce.
Muzejska vzorca HS iz reke Soce se glede na PCA analizo umescata v blizino muzejskih vzorcev iz
jezera Magiore, ter ekstantnih vzorcev iz reke Sesije in AdiZze. Muzejska vzorca reke Soce HT, za
katera je znacilen donavsko alpski haplotipi CR mtDNK, pa se umescata v blizino muzejskih vzorcev
z donavsko alpskimi haplotipi in ekstantnimi vzorci iz reke Bistrice (Drava). Ti vzorci so se od
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ostalih locili na osnovi PCA2, ki opise 12% variacije. PCA3 z variacijo 5% je skupino vzorcev DR-HB-

HT-HD locila na 2 skupini (DR-HB in HT-HD), ki ustrezata tudi filogenetskim linijam donavske

severno alpske in donavske juzno alpske.
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Slika 11: Analiza glavnih komponent (PCA). Zgornja slika opisuje PC1 in PC2, spodnja PC1 in PC3
(zgorniji levi kot), Vzorci so predstavljeni s praznimi krogi, barvno kodiranii glede na populacijo

izvora. PC1 =55%, PC2 =12%,PC3=5%
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Z diskriminantno analizo glavnih komponent (DAPC), smo ugotavljali strukturiranost vzorcev brez
predhodnih informacij pripadnosti povodju ali populaciji in sicer na podlagi 112.493 SNP-jev.
Stevilo skupin DAPC smo na osnovi desetih zaporednih analiz na podlagi ocene bayesianskega
informacijskega kriterija BIC ocenili na 4. Glede na vrednost a smo zadrzali 4 glavne komponente,
ki opisujejo 64,3 % variabilnosti in vse diskriminante funkcije (3). Rezultati na podlagi DAPC analize
SNP-ov so prakti¢no identicni PCA analizi na osnovi mikrohaplotipov. Pri DAPC analizi smo zaznali
4 skupine, ki sovpadajo s filogenetskimi linijami. T.i. jadransko skupino, (Slika 11, oznaceno z
modro barvo), tvorijo vzorci lipanov iz populacij Sesije, Adize, in muzejski primerki NMWO07,
NMWO08 in NMW15 iz reke Soce in primerka NMW28 in NMW30 iz jezera Magiore. Med vzorci te
skupine smo opatzili najvecjo razprsenost. Populacije Savskega povodja tvorijo svojo skupino (na
Slika 11 oznaceni z zeleno barvo), in med njimi ni opaziti variacij. V tej skupini se nahajajo tudi
lipani iz reke Idrijce. V neposrednem kontaktu z vzorci Idrijce je skupina, oznacena s cian barvo
(»soska» skupina), v kateri najdemo vse ekstantne vzorce iz reke Soce. Vzorci te skupine so
razvrs¢eni na premici med Savsko skupino in Jadransko skupino. V zadnji t.i. dravski skupini (na
Slika 11 oznaceni z rdeco barvo) so vzorci iz ekstantne populacije reke Drave, ter muzejski
primerki iz reke v okolici Dunaja NMW34 in NMW35, primerka iz Save Bohinjke NMW?20 in
NMW?21 in primerka iz reke Soce NMWO03 in NMWO5. Pri vseh muzejskih primerkih dravske DAPC
skupine smo nasli mitohondrijske haplotipe, ki se uvr$c¢ajo v donavsko severno alpsko in donavsko
juzno alpsko filogenetsko linijo.

HD

DR

HB

Slika 12: Diskriminantna analiza glavnih komponent (DAPC). Vzorci so barvno kodirani glede na
pridobljene skupine, imena populacij so pripisana gruci vzorcev kateri pripadajo.
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4.5.3 Analize krizanj, migracij in introgresij

Na osnovi analize podatkovnega niza enega SNP-a na ddRAD-znacko v programu FASTSTRUCTURE,
z modelom kompleksnosti, ki na podlagi najvecjega verjetja maksimira mejno verjetnost, kot tudi
z modelom komponent, ki najbolje opisSe strukturo podatkov, smo dolocili, da je najverjetnejse
Stevilo genetskih skupin med analiziranimi vzorci 4 (Slika 12). Skupine so podobno kot pri DAPC
analizi sovpadale z geografsko lokacijo oz. s povodji: Jadranska, Savska skupina in dve skupini
znotraj dravskega povodja. Stevilo skupin je torej ustrezalo $tevilu filogenetskih linij, ki smo jih
zaznali pri analiziranih vzorcih (glej poglavje 4.2). FASTSTRUCTURE analiza ni pokazala lo¢ene
skupine za Soske populacije, saj smo v teh populacijah zaznali izklju¢no hibridne osebke jadranske
in savske skupine. Jadranski skupini so v celoti pripadali vzorci reke Sesije, muzejski primerki iz
jezera Magiore in vzorci NMWO07, NMWO08 in NMW15, ki izvirajo iz reke Soce leta 1899. Preostala
dva vzorca NMWO05 in NMWO6 iz leta 1888 pripadata isti skupini kot vzorca iz Fische pri
Lichtenworthu, ki je pritok Donave. Cetrti skupini pripadajo ekstantni vzorci iz Drave in muzejska
primerka iz leta 1880 ujeta v Savi Bohinjki. Tudi pri slednjima ni zaznati hibridizacije z avtohtonimi
lipani Save. Savski skupini, oznaceni z zeleno, pripadajo vsi vzorci populacijah reke Save. Zaznali
smo tudi hibridizirane osebke, in sicer v reki Adizi med jadransko in dravsko skupino, ter pri
populacijah Soskega porecja med jadransko in savsko skupino. Pri hibridnih populacijah Soskega
povodja najvecji deleZ savske skupine zaznamo pri vzorcih iz reke Idrijce (Q = 0,86; sd = 0,031).
Najvedji delez avtohtonosti jadranskega lipana smo zaznali pri populaciji iz ribogojnice Tolminke
izmed Soskih populacij (Q = 0,32), a hkrati tudi najvedji razpon pri vzorcih in najcistejsi zaznani
hibridni osebek (Q = 0,55) izmed 48ih analiziranih vzorcev iz soskega porecja. Trenutna situacija v
reki Soci je s povprec¢nim delezem avtohotnosti 0,38 precej slaba, z enim odkritim osebkom z zgolj
0,13 in dvema z 0,52 Q vrednostjo jadranske skupine, Nehibridiziranih ekstantnih osebkov v
soSkem porecju tako nismo zaznali, hibridni indeks osebkov v populacijah pa nakazuje tako
imenovano popolno hibridizacijo oziroma hibridni roj. Pri hibridnem roju jadranske in dravske
skupine v reki Adizi je bil delez avtohtonega jadranskega lipana precej vecji (Q = 0,75 - 0,88) v
primerjavi s populacijami soSkega porecja.

EF P:MFLE & S &< & 9@ &S L

Slika 13: Analiza populacijske strukture FASTSTRUCTURE. Vertikalne ¢rte predstavljajo osebek, z
genetskim deleZzem ki pripada doloc¢eni skupini. Z zeleno je kodirana skupina balkanske

43



Rehabilitacija jadranskega lipana v Sloveniji z novimi genetskimi oznacevalci

filogenetske linije, z modro jadranske filogenetske linije, z rde¢o donavsko juzno alpske linije, ter
bordo donavsko severne alpske Crne vertikalne ¢rte delijo populacije oziroma oznacene pod
grafom

Z uporabo programa Treemix smo izdelali filogenetsko drevo, ki prikazuje genetski zdrs in
migracije med populacijami. Na filogenetskem drevesu populacije iz reke Adize, Sesije in muzejski
vzorci iz jezera Magiore tvorijo sestrsko skupino ¢istim muzejskim primerkom iz reke Soce, in
skupaj tvorijo t.i. jadranski klad (Slika 13). Jadranski klad tvori sestrski odnos z Dravsko-Savskim
kladom, znotraj katerega lahko lo¢imo t.i. dravski klad, ki ga sestavljajo vzorci iz Drave in muzejska
populacija iz Save Bohinjke, in t.i. savski klad, ki ga tvorijo vsi primerki iz populacij Savskega
povodja in Idrijce, in se sestrsko grupirajo s populacijami iz reke Soc¢e. Muzejski primerki iz Ciste
referencne populacije iz reke Soce (HS) se torej grupirajo skupaj s preostalimi jadranskimi
populacijami, ekstantne Soske populacije pa se grupirajo s Savskimi populacijami. Zaznana je bila
precejSna stopnja migracij, in sicer iz predpostavljene avtohtone populacije reke Soce (refernéni
muzejski vzorci) v ekstantne populacije Soskega porecja. To nakazuje na visoko stopnjo
introgresije, kjer so glede na genetski zdrs populacije v reki Soci prepoznane kot sestrke Savskim, s
tem ko je delez jadranskega klada pri populacijah soskega laZje opisan z visoko stopnjo
potencialnih migracij. Migracije smo zaznali tudi iz Dravskih populacij v populacijo reke Adize.
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Slika 14: Drevo maksimalnega verjetja izdelano s TREEMIX. Po globini drevo opisuje parameter
genetskega zdrsa, medtem ko je s puscico prikazana smer in intenziteta migracij, barvno kodiarna
glede na barvno lestvico (zgoraj levo). Imena populacij so barvno kodirana glede na pridobljene
skupine analize DAPC (slika 11)

Introgresijo genoma t.i. savskega lipana, ki se je uporabljal za poribljanje soskega porecja do leta
2006, v genom avtohtonega jadranskega lipana pri populacijah, ki danes naseljujejo Sosko
porecje, smo ocenjevali s programom Introgress (Slika 14). Za oceno introgresije smo uporabili
21.316 ddRAD-znack, ki se razlikujejo med Cistimi referencnimi genotipi jadranskega lipana iz reke
Soce (muzejski vzorci HS) in genotipi, ki so znacilni za populacije lipana iz savskega porecja.
Ugotovili smo, da je pri vseh ekstantnih vzorcih soskega porecja prislo do skoraj popolne
introgresije z rekombinacijo, kjer ni vec zaznati vecjih genomskih blokov jadranskega lipana. Tako
zaznavamo mesanje linij na nivoju genotipov, ter velik delez hibridne heterozigonosti izbranih
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5 RAZPRAVA

5.1 LIPAN KOT SAMOSTOJNA VRSTA

Jadranski lipan Ze od samega zacetka raziskav (Cuvier in Valenciennes, 1848) velja za posebno
entiteto evropskega prostora, pa naj si bo to kot vrsta (Bianco, 2014) ali kot filogenetska linija.
Dokazov o edinstvenosti je precej, tako na podlagi morfologije (Baji¢ in sod., 2018) kot genetskih
raziskav (Susnik in sod., 2001; Meraner in Gandolfi, 2012), ceprav se izsledki prvih glede na
razlicne avtorje razlikujejo (Kottelat in Freyhof, 2007; Bianco, 2014). Evolucijska edinstvenost tega
taksona je bila veckrat potrjena s kontrolno regijo mtDNK (Susnik in sod., 2001; Weiss in sod.,
2002; Gum in sod., 2009; Maric¢ in sod., 2012; Meraner in Gandolfi, 2012). Kot potrjujemo tudi mi
(Slika 4), haplotipi, ki jih najdemo izklju¢no v jadranskem povodju, formirajo monofiletsko
skupino, loceno od drugih kladov na evropskem prostoru. Vendar pa so bile vse filogenetske
analize jadranske linije narejene v le v odnosu do preostalih populacij v Evropi, medtem ko analize
na nivoju rodu ali druZine, iz katere bi lahko sklepali o odnosu T. thymallus — T. aeliani napram
drugimi pripadnikom druZine, Se ni bilo (Koskinen in sod., 2002). Vendar lahko kontrolna regija
mtDNK kot najbolj variabilna na mitogenomu (Brown in sod., 1982), zaradi povratnih mutacij pri
cepitvah, ki segajo globoko v Miocen (Créte-Lafreniére in sod., 2012), zamegli evolucijsko
zgodovino proucevanih taksonov. V nasprotju pa analiza in primerjava celotnih mitogenomov
omogoca lazje sledenje evolucijski dinamiki kogenericnih vrst (Gissi in sod., 2008) in s tem
hkratnemu razreSevanju evolucijskih odnosov tako bliZje sorodih kot bolj oddaljenih taksonov
(Miya in Nishida, 2014). Mitohondrijska DNK je idealna zaradi primerljive molekularne ure med
entitetami in preprostega mehanizma dedovanja ter s tem olajSane rekonstrukcije koalescence.
Prav uporaba celotnega mitogenoma pa omogoci primerjave na razli¢nih evolucijskih ¢asovnih
komponentah, se pravi dobro loci tako globje kot plitve cepitve in se je Ze izkazala kot zanesljiv
marker lo¢evanja na nivoju druzZine Salmonidae (Yasuike in sod., 2010; Miya in Nishida, 2014). S
filogenetsko analizo mitohondrijskega genoma smo Zeleli odnos mitogenoma jadranskega lipana
in evropskega lipana umestiti v kontekst rodu ter evolucijski odnos T. aeliani — T. thymallus
relativizirati s primerjavo odnosov priznanih vrst v rodovih druzZine Salmonidae.

Filogenetska razreSenost odnosov nasih analiz (Slika 3) na nivoju rodov je primerljiva z rezultati,
pridobljenimi z najobseZnejso analizo na podlagi matrike morfoloskih znakov ter jedrnih in
mitohondrijskih markerjev (Créte-Lafreniére in sod., 2012), kar potrjuje moc filogenetskega
signala mitohondrijskega genoma in s tem dodaja tezo temu markerskemu sistemu. Bazalna
cepitev druzine (Thymallinae, Coregoninae in Salmoninae), Se vedno ni nedvoumno razresen
odnos. Kot omenjeno ta cepitev na podlagi mitgenoma sovpada z matri¢nimi analizami, vendar se
razhaja s Studijo na najvecjem Stevilu jedrnih markerjev, ki prepoznava Coregoninae kot bazalno
skupino v druZini Salmonidov.

Sami rezultati v odnosu jadranskega in evorpskega lipana ne prinasajo nic pretresljivega, saj

pri¢akovano, kot je bilo dokazano Ze na haplotipih CR mtDNK, jadranski lipan tvori sestrsko
skupino evolucijsko najbolj sorodnim populacijam evropskega lipana. Zanimiva je tudi to¢nost
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molekularne ure (Shedlock in sod., 1992), ki se uproablja pri salmonidih, in je bila dolocena zelo
arbitrirano (Brown in sod., 1979), zato smo predvidevali, da je tudi ¢as cepitvemed jadranskim in
evropskim lipanom, izracunan na osnovi CR(med 3,45 — 7,84 m.l.n.) zelo priblizen (Susnik in sod.,
2001). Vendar pa se je izkazalo, da genetska distanca (5,68%) oziroma ¢asovni interval cepitve
(3,35 - 8,22 m.l.n), ki smo ju ocenili z analizo celotnega mitogenoma , dejansko sovpada s
prejsnjimi rezultati dobljenimi na CR, kar kaZze na precejsno tocnost kalibracije molekularne ure na
osnovi kontrolne regije. Kar nas je predvsem zanimalo, so razdalje oziroma ¢asi cepitev med
opisanimi vrstami lipanov in ali sta klasifikacija in posledi¢no poimenovanje jadranskega lipana
dejansko usklajena s trenutno prakso identifikacij in poimenovanj drugih vrst lipanov in vrst
drugih rodov v druZini salmonidov. Razvidno je da se je mnogo taksonov v okviru rodov
Brachymystax, Hucho, Salvelinus in Coregonus, ki se jih obravnava kot samostojne vrste, locilo v
prakti¢no istem ¢asovnem obdobju, kot sta se jadranski in evropski lipan, kar nakazuje, da bi lahko
glede na dolgo samostojno evolucijsko zgodovino jadranskega lipana po analogiji tudi ta takson
smatrali za samostojno vrsto.. Na tem mestu je pomembno omeniti, da je veliko vrst drugih
salmonidov bilo dolocenih in priznanih na podlagi morfoloskih razlik ter zasedanja razli¢nih
ekoloskih nis (Coregonus), medtem ko so lipani morfolosko dokaj siromasni predstavniki te
druZine. Tako se morfoloski znaki med T. thymallus in T. arcticus, katerih divergenca sega 11 m.l.n,
prakti¢no prekrivajo na vseh tockah (Kottelat in Freyhof, 2007), kar bi raziskovalcem bil lahko
namig, da klasifikacija na podlagi morfologije za lipane ne more biti odlocujo¢e merilo. Na znatno
divergenco jadranskega lipana pokaze tudi filogenetska primerjava med taksoni znotraj rodu
Thymallus. Cepitve med osmimi uradno priznanimi vrstami lipanov so namre¢ nekaj milijonov let
mlajSe kot cepitev med T. aeliani in T. thymallus. Zanimivo je, da sta bila taksona T. burjenensis
(Antonov, 2004) in T. tugarinae (Knizhin in sod., 2007) iz »azijske skupine« s ¢asom cepitve od
skupnega prednika 0,55 — 2 m.l.n. priznani kot samostojni vrsti, medtem ko zadnji pregled
evropske ihtiofaune (Kottelat in Freyhof, 2007) jadranskega lipana ni klasificiral kot samostojno
vrsto, ampak ga je umestil znotraj evropskega lipana. To bi lahko nakazovalo na drugacno
obravnavanje evropske ihtiofaune napram azijski, a prav nasprotno dokazuje klasifikacija vrste, s
katero si jadranski lipan deli areal, in sicer marmorirane postri (S. mamoratus), ki se po zunanjem
videzu —ne pa tudi po ostalih morfoloskih znakih- ocitno loci od sestrske potocne postrvi (S. trutta)
(Susnik in sod., 2015). Prav razli¢en zunaji videz je ocitno pripomogel k temu, da je bila
marmorirana postrv brez dilem Ze davno priznana kot samostojna vrsta, kljub temu, da je
genetska distanca marmorirane in potocne postrvi ca. dvakrat manjsa kot med jadranskim in
evrospkim lipanom. Najnovejsi izmed pristopov delimitacije vrst, ki se v praksi pogosto uporablja,
je »DNA barcoding« (Hebert in sod., 2004), kjer se vrste dolocajo na podlagi genetskih distanc
mitohondijskega gena za citokromoksidazo | (COI) (Collins in sod., 2012; Rannala, 2015). Za
priznavanje sladkovodnih vrst rib se v praksi uporablja mejna vrednost 2% (Geiger in sod., 2014);
genetska distanca na osnovi COI, ki smo je izracunali med T. aeliani in T. thymallus, pa je bila 3,2%.
Kljub prepricljivim genetskim distancam in ¢asu cepitve ter preostalim posrednim izpolnjenim
pogojem za prepoznavanje jadranskega lipana kot samostojne vrste T. aeliani, pa delineacija vrst
samo na mitohondrijski DNK, ni vedno zanesljiva. MtDNK predstavlja en sam lokus, ki je od jedrne
DNK dokaj neodvisen in zato ne odraza nujno tudi filogenije organizma oz. vrste (Jones, 2016).
Preko mtDNK ni mogoce zaznavati hibridizacije, izginotja avtohotnih linij, nepopolnega razvrs¢anja
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linij (angl. incomplete lineage sorting) ter zajemov mitogenenomov (angl. mtDNA capture) v vrste,
ki so potencialno recentni kolonizatorji (Wilson in Bernatchez, 1998). Vendar se, kot je razvidno iz
nasih populacijskih analiz, jadranske populacije nedvoumno grupirajo v lastno skupino tudi na
jedrnih SNP markerjih visoke gostote. Tejj skupini pripadajo tudi muzejski primerki iz jezera
Magiore, ki je tipska lokaliteta za takson T. aeliani. Obenem so tiprimerki, ki so bili ob vzorcenju
leta 1888 prepoznani kot T. aeliani, tudi najblizji priblizek tipskim primerkom te vrste;. originalni
tipski primerki iz leta 1848, ki so bili shranjeni v Naravoslovnem muzeju v Parizu (Muséum
National d'Histoire Naturelle), namrec vec ne obstajajo (osebna komunikacija s kuratorjem
zbirke).

Na podlagi tega, da jadranski in evropski lipan naravno poseljujeta geografsko locene areale, da
med njima obstajajo dolo¢ene morfoloske distinkcije ter ju tudi po jedrnih in mitohondrijskih
genetskih markerjih (CR, COIl, mitogenom in jedrni SNP markeriji) jasno lo¢imo in da sta glede na
medsebojno genetsko distanco primerljiva z drugimi pari taksonov v druZini salmonidov kot tudi v
poddruzini Thymallinae, ki se jih obravnava kot samostojne vrste, zagovarjamo stalis¢e, da se kot
samostojno vrsto prepozna tudi jadranskega lipana in se ga poimenuje z lastnim znanstvenim
imenom T. aeliani, ki ga je za jadranskega lipana prvi predlagal Valenciennes |. 1848.

Poleg zadostitve osnovnim nacelom bioloske klasifikcije in nomenklature je doloitev vrste za
takson zaradi specifi¢nih zakonodajnih smernic v EU bistvenega pomena tudi v smislu njegovega
varovanja. NiZje takonomske kategorije od vrste (e.g., evolucijsko signifikantna enota /ESU/, enota
upravljanja /MU/ etc) za razliko od zakonsko predpisanega varovanja, ki ga imajo le-te v Ameriki,
takega varstvenega statusa v Evropi nimajo, ker se na ravni evropske zakonodaje prvenstveno
varuje le vrste. Varovanje vrst v EU doloca Bernska konvencija in njej sledece implementacije, kot
sta Direktiva za varovanje ptic in Habitatna direktiva. Habitatna direktiva ima vec aneksov, s
katerimi se $¢itijo habitati in vrste. Tako aneks Il varuje okoli 900 vrst in njihove habitate, katere
uvrséamo v omreZje Nature 2000. Ta obmocja se morajo varovati glede na ekoloske potrebe
zascitenih vrst. Od salmonidov v aneksu Il najdemo atlantskega lososa (Salmo salar),
mediteransko postrv (Salmo macrostigma), marmorirano postrv (Salmo marmoratus) in sulca
(Hucho hucho), obenem pa se v tem aneksu nahaja tudi navadni kapelj (Cottus gobio), ki si
velikokrat deli habitat z jadranskim lipanom. Evropskega lipana (T. thymallus) najdemo v aneksu V,
v katerem je 90 vrst; ta aneks preprecuje eksploatacijo divjih populacij s ciljem ohranjanja le-teh v
ugodnem Stevilu. Vendar pa implementacija kljub dobri zasnovi Nature 2000 v praksi ni vedno
izvajanja predvsem zaradi krizanja z evropsko kmetijsko politiko (Crofts, 2014). V Sloveniji
evropskega lipana po pravilniku o uvrstitvi ogrozenih rastlinskih in Zivalskih vrst v rdeci seznam
(Uradni list RS, $t. 82/02 in 42/10) najdemo v prilogi 7, kjer je naveden kot ranljiva vrsta (PovZ,
1992; Povz, 1996). Jadranskega lipana se uradno Se vedno smatra kot linijo, ki spada v vrsto T.
thymallus, in se jo zato obravnava na enak nacin kot ostale populacije lipana v Evropi. Problem
nastane zaradi vecje ogroZenosti populacij jadranskega lipana od tistih iz ostalih evropskih rek,
obenem pa je eden izmed ogrozajocih faktorjev te entitete ravno hibridizacija z evropskim
lipanom, ki se ga je desetletja vnasalo v jadranske reke in se ga formalno pravno zaradi
nepriznavanja jadranskega lipana kot samostojne vrste lahko goji v jadranskem re¢nem sistemu Se
danes. Zakonodajne smernice, tako v Sloveniji kot v Italiji sicer preprecujejo prenos rib med
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povodiji, vendar se zaradi zakonske ohlapnosti, Se posebno v italijanskih provincah praksa vnasanja
donavskega lipana v jadranski sistem Se vedno nadaljuje (Splendiani in sod., 2019). Z uradnin
priznanjem vrstnega statusa jadranskega lipana bi tovrstne prakse postale nelegalne in varovanje
in upravljanje jadranskega lipana v smeri njegove zascite in/ali revitalizacijev bi postalo veliko bolj
ucinkovito.

5.2 SREDNJEVESKI PRENOSI IN PROBLEMI MUZEJSKIH ZBIRK

Zajem mitogenoma pri ribah ni redek pojav; pogost je predvsem pri morskih vrstah, ki imajo
drugacno evolucijsko dinamiko kot sladkovodne vrste, opazen pa je bil tudi pri salmonidih (Wilson
in Bernatchez, 1998). Da bi se o moZnosti tega dogodka prepricali pri evropske lipanu in i
jadranskem lipanu, bi bilo potrebno opraviti genetske analize Sirokega nabora filogenetskih linij v
Evropi zivecih lipanov na nivoju nuklearnih oznacevalcev, ki bi, kot je to opisano v novejsih
filogenetskih c¢lankih, lahko zaznali popolno zgodovino evropskega lipana sensu lato. Na podlagi
dosedanjih genetskih oznacevalcev, katerih Stevilo je sicer zadostno, za detajlno filogenetsko
analizo evropskega lipana manjkajo predstavniki Se drugih oddaljenih evropskih populacij in pa
dodaten nabor nuklearnih oznacevalceyv, s katerimi bi lahko zadovoljivo ocenili evolucijski
kontekst jadranskega lipana sensu lato. Vendar pa v naSem naboru podatkov, ki temelji na ve¢
tiso¢ nuklearnih SNP lokusih, in do katerih smo prisli na osnovi Cistih genomov jadranskega lipana,
kot je populacija iz italijanske Sesije in muzejski primerki iz Soce, pleistocenske introgresije v
jadranskih lipanih ni zaznati, nasprotno, jadranske populacije tvorijo mocno dinstinktno skupino,
kar smo pokazali z razliénimi analizami. Zanimiva izjema je populacija iz italijanske reke Adize, pri
kateri smo opazili histori¢no introgresijo z dravsko filogenetsko linijo. To so zaznali Ze s predhodno
analizo na mikrosatelitnih lokusih, ter jo umestili v obdobje srednjega veka ca. 116 (lipanskih)
generacij nazaj (Meraner in sod., 2014). Glede na zgodovinske vire, da naj bi cesar Maximilian 1.
Habsburski (1486—1519) podpiral poribljanje devastiranih rek in ob tem tudi transalpske prenose
rib iz Avstrije v vode severne ltaije (Meraner in sod., 2014), domnevajo, da je morda pojav
dravskih genov v AdizZi posledica njegovega ravnanja. Znano jesicer, da je tehnologija prenosa Zivih
lipanov zelo zahtevna zaradi njihove obcutljivosti na pomanjkanje kisika in potrebe po dodatnem
dovajanju le-tega. Prvi zabeleZeni uspesni prenosi salmonidov so bili izvedeni v 19. stoletju,
vendar le pri Sarenkah (Oncorhynchus mykiss; iz zahoda na vzhod ZDA ter proti koncu 19. stoletja
tudi v Evropo; Halverson, 2010) in potocnih postrvih (Salmo trutta; iz Evrope v Ameriko). Za lipana
nismo uspeli najti pisnih podatkov o njegovih starejsih prenosih. Tehnologija vzreje postrviv
ribogojnicah je napram vzreji lipana neprimerno lazja, tako so se ribogojniske plemenske jate
lipanov zacele pojavljati komaj proti koncu 20. stoletja. Prve zapise o prenosih iker lipana, ki so jih
dobili neposredno na drstis¢ih, najdemo Sele v zapisih po drugi svetovni vojni. To bi se nacelno
lahko zgodilo tudi zacasa srednjega veka, vendar zaradi zahtevnosti postopka to ni zelo verjetno.
Dopuséamo sicer moznost antropogenega vnosa dravskega lipana v AdiZzo v srednjem veku,
vendar zaradi v to zaradi zgoraj povedanega mo¢no dvomimo. Verjetneje se nam zdi, da je
introgresija pri jadranskih lipanih v AdiZi posledica ledeniskih re¢nih zajemov (angl. river capture)
zadnje pleistocenske glaciacije, ki so omogocili zacasno migracijo dravskih lipanov v Adizo; zgornji
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tokovi AdiZe so namrec v dolini Dobacchio razmejeni z zgornjimi dravskimi pritoki le z viSinsko
razliko 30 metrov.

Proti pricakovanju smo nasli pri analizi muzejskih vzorcev visok odstotek alohtonih (dravskih)
haplotipov v porecju Soce ter v porecju zgornje Save. Primerjava s sestavo sedanjih populacij na
istih obmocdjih nakazuje, da so vsi alohtoni haplotipi, ki smo jih nasli v muzejskih primerkih, tako v
Savi kot v Sodi izginili. Lahko domnevamo, da je to posledica antropogenih prenosov lipanov, saj je
malo verjetno, da bi dravski haplotipi prisli v zgornjo Savo po naravni poti; medtem ko pri
muzejskih zaznavamo prenose iz dravskega porecja, pri recentnih zaznavamo prenose iz savskega
povodja v reko Soco, kjer vec kot polovica haplotipov dandanes Zivecih lipanov pripada balkanski
filogenetksi liniji.

Za razlago take strukture se ob upostevanju mtDNA ponujata dva scenarija. Prvi zagovarja Ze
zgoraj omenjene antropogene prenose, ki so se pri pojavljali Ze z zacetkom industrijske revolucije,
kar je za lipana novo, saj so se ti zgodnji prenosi do sedaj nanasali le na postrvi. Ker so odrasli
lipani in mladice obcutljivi za transport, bi bile verjetno edina moZnost prenosa oplojene ikre, ki jih
je ob predpostavki preproste tehnologije mozno prenasati npr. v sodih z vlaznim mahom. Ta
scenarij je podprt tudi z dejstvom, da alohtoni haplotipi muzejskih vzorcev izvirajo iz dravske
regije, ki je bila center moci Avstro-ogrskega cesarstva, medtem ko alohtoni haplotipi danasnjih
populacij izvirajo iz savskega porecja, ki je (bil) pod upravo Jugoslavije in danasnje Slovneije.
Mozno je, da so bili ti prenosi izvedeni kot doplonilna vlaganja, saj so se v 18. stoletju izvajala
upravljanja ribjih populacij. Vendar proti temu scenariju govori teZzavnost prenosa iker v dolino
Soce, ki je bila do izgradnje ceste ¢ez Vrsic I. 1915 zelo izolirana in tezko dostopna. Drugi scenarij
oz. razlaga take strukutre bi bila, podobno kot v primeru AdiZe, naravna kolonizacija kot posledica
zajetja reke z ledeniskimi jezeri zacasa pleistocenskih poledenitev. Taki primeri so bili dokazani pri
drugih vrstah rib, npr. pri kaplju (C. gobio), pri katerem v zgornjih pritokih Drave najdemo samo
jadranske haplotipe.

Oba scenarija pa nekoliko spodbija dejstvo, da navkljub tako visokemu delezu dravskih haplotipov,
na katere sklepamo preko muzejskih vzorcev, danes niti v Savi niti v SoCi ne zazanamo vec
nobenega dravskega haplotipa. Na tem izhodis¢u ponujamo tretji scenarij, ki pa se razkrije Sele ob
podrobni analizi jedrnih markerjev; genotipizacija na podlagi ddRAD sekvenciranja, nuklearnih
SNP markerjev in populacijskhih analiz je pokazala, da prav noben izmed muzejskih dravskih
vzorcev ni introgresiran z aleli soskih ali savskih lipanov niti niso soski ali savski muzejski vzorci
introgresirani z muzejskimi dravskimi. Prav tako z omenjeno analizo nismo zasledili pri sedanjih
vzorcih soskih ali savskih lipanov niti najmanjse sledi introgresije z dravskimi aleli. Pri naravnih
populacijah taka strukturiranost populacije ni mozna, zato lahko scenarij naravne kolonizacije
izklju¢imo. Ostaja torej moZnost scenarija poribljanja, prav tako pa se ponuja zgoraj omenjen tretji
scenarij, ki uposteva moznost napake pri katalogiziranju muzejskih vzorcev v sami zbirki ali napake
pri oznacitvi mesta vzorcenja, saj vsi »problematicni« vzorci prihajajo iz leta 1888. Najbrz je z
materialom, ki je na voljo, nemogoce dokazati, kateri od obeh scenarijev je previlen, dejstvo pa je,
da odostnost introgresije pri vseh muzejskih vzorceih (11) kot tudi odsotnost genetskih sledi
muzejskih vzorcev v danasnjih vzorcih iz Soce in Save nakazuje, da v populacijah lipana v 19.
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stoletju ni prihajalo do mesanja osebkov med razli¢nimi linijami, kar Se dodatno izpostavlja
pomembnost ohranjanja jadranskega lipana v soskem poredju, saj je hibridizacija tu izklju¢no
posledica nedavne c¢loveske dejavnosti.

5.3 STANJE IN MOZNOSTI RESEVANJA JADRANSKEGA LIPANA V SOCI

Jadranski lipan v Soci je mocno ogrozen, saj smo tekom raziskave ugotovili, da je populacija tam v
mocnem upadu. Posledi¢no smo v naravi le s tezavo nasli dovolj osebkov za genomske Studije.
Trend upadanja populacije Ze od leta 2009 opazamo tudi pri vsakoletnih genotipizacijah, kjer se je
skozi leta mocno znizala Stevil¢nost lipanov na sami drsti. To je pravzaprav edini statisti¢ni dokaz
za upad lipana v Sodi, saj se je vzorcilo vsakoletno na enak nacin na isti lokaciji.

Z genomsko analizo smo potrdili dognanja izpred dveh desetletij (Susnik in sod., 2001), namre¢ da
so v soski populaciji lipana mocno prisotni tujerodni aleli, ki izvirajo iz savskih lipanskih populacij in
so posledica intenzivhega dokumentiranega vec desetletnega prenasanja (vlaganja) savskih
lipanov v So¢o (Marko Bertok in Budihna, 1999). Mocan vpliv vlaganja in upravljanja z lipanom
smo opazili ne samo v Soc¢i ampak tudi v savskem porecju v Sloveniji in sicer s populacijsko
genomskimi analizami, kjer genetske diferenciacije (nizke parne Fs; vrednosti) med divjimi
populacijami in ribogojniskimi jatami, ki se uporabljajo za podporno vlaganje doti¢nih divjih
populacij, prakticno nismo zasledili. Tudi z multivariantnimi analizami med savskimi populacijami
nismo zaznali genetske diferenciacije, torej so si vsi osebki genetsko gledano zelo podobni. To
nakazuje, da v vzorcenih populacijah odprtih vod v Sloveniji prevladujejo potomci ribogojniskih
osebkov oz. je v vseh populacijah zaznati mocan vpliv podpornega vlaganja in torej tezko
govorimo Se o pravih divjih populacijah. Glede na Structure analizo soske populacije jadranskega
lipana odraZajo visji genetski delez znacilen za savske populacije, od delezZa, znacilnega za
referencni vzorec soskih lipanov iz muzejske zbirke. To nakazuje tudi filogenetsko drevo, kjer se
visoko hibridirane jadranske populacije kladirajo skupaj s savskimi. Razlog temu je seveda
intenzivno poribljanje soskega porecja s savskimi lipani in njegovo genetsko mesanje z
avtohtonimi jadranskimi lipani.

5.3.1 Nov genotipizacijski test temelje¢ na SNP markerjih visoke genomske gostote

Nov genotipizacijski test, temelje¢ na SNP markerjih visoke genomske gostote, pridobljen preko
ddRAD-sekvenciranja, je razkril nekatere pomanijkljivosti preteklega testa, ki je baziral na enajstih
mikrosatelitnih lokusih. Za razliko od mikrosatelitnih analiz nov genotipzacijski test izhaja iz
sodobne NGS tehnologije, ki omogoca pregled genoma v enormnih razseznostih in s tem
predstavlja najvisjo stopnjo genotipizacijskih testov, podrejeno le primerjavi celotnih genomov.
Tako trenutno razpolagamo z 42.000 SNP markerji, ki razlikujejo med jadranskim in evropskim
lipanom, 24.000 SNP markerji za razlikovanje med soskim in savskim lipanom ter 8.158 markerji, s
katerimi ja mozZno dolocati poreklo dolo¢enim populacijam znotraj jadranskega lipana.
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5.3.2 Uporabnost novega genotipizacijskega sistema

Genotipizacijski test, temeljec¢ na 11 mikrosatlitnih lokusih, ki smo ga izdelali . 2001 z namenom
prepoznavati stopnjo introgresije jadranskih lipanov iz Soce z geni savskih lipanov in s tem odbiro
najprimernejsih osebkov za revitalizacijo jadranskega lipana, je bil problematicen Ze na samem
zacetku, ker lokusi, ki naj bi bili sposobni specificno prepoznavati jadranskega lipana, niso bili
odbrani na osnovi genetsko Cistih referencnih osebkov, ker le-teh Ze takrat v Soci ni bilo vec,
muzejskih vzorcev pa zaradi takratne tehnologije, ki je bila na voljo, ni bilo mogoce uporabiti v ta
namen. Te objektivne omejitve kot tudi relativno majhno Stevilo mikrosatelitnih lokusov (11) in
njihova nepoznana lokacija na genomu so privedli do delno nepopolnih spoznanj (Palti in sod.,
2015; Lemopoulos in sod., 2019). Rezultati analiz novega genotipizacijskega testa (42 tiso¢
markerjev — prbl. 800 markerjev na kromosom), nekatere ugotovitve, pridobljene s prejsnjim
genotipizacijskim testom, potrjujejo, medtem ko so se nekatere izkazale za ne povsem tocne.
Tako mikrosatelitni test omogoca dobro oceno raznih populacijskih parametrov, kot so genetska
pestrost, stopnja inbreedinga, efektivna velikost populacije itd. ter odkrivanje hibridizacij in
njihovega porekla. Mikrosatelitni markerji so se izkazali kot primerni tudi za prepoznavanje in
razloCevanje filogenetskih skupin, vendar pa je bila identifikacija genetskih deleZev pri hibridnih
osebkih in populacijah premalo obcutljiva; tako npr. pri jadranskih lipanih iz AdiZe ni bilo mo¢
zaznati sicerSnje skoraj 18-odstotne introgresije z dravskimi lipani, medtem ko je bila ocena
jadranskega genetskega deleza napram savskemu za jadranske lipane iz So¢e malenkostno
precenjena. Z novim genotipizacijskim sistemom smo sicer odkrili 24.000 markerjev, ki natancno
razlikujejo med jadranskim lipanom iz Soce in savskim lipanom ter podajajo zelo zanesljivo oceno
prisotnosti obeh genetskih deleZev za posamezen osebek ter bi bili kot taki zelo primerni za izbiro
najprimernejsih osebkov za razplod. Vendar stopnja in porazdeljenost introgresije (v genomu)
jadranskega lipana v Soci, kar smo ugotovili tudi s pomocjo SNP markerjev, nakazujeta, da je
iskanje genetsko ustreznih osebkov za namen revitalizacije jadranskega lipana v Soci neprimeren
ukrep. Genomski podatki treh referencnih muzejskih osebkov Cistega soskega lipana so s pomocjo
novega testa namrec razkrili popolno pretopitev genoma soskega lipana z genomom savskega
lipana; na prvi pogled se zdi, da proti hibridom ni nobene selekcije, vendar je vpliv naravne
selekcije v tako mocno upravljanih sistemih onemogocen, zato je o tem tezko presojati. Edine
obsezZnejSe avtohtone genomske komplekse smo zaznali pri vzorcih iz ribogojnice Tolmin, ki segajo
v leto 2009; opazili smo tri bloke, ki so se »upirali« vsesplosni introgresiji, vendar so se v sledecih
generacijah tudi ti zabrisali. Ne samo da je introgresija skoraj 80% in med osebki enakomerno
porazdeljena, ampak v genomih trenutno zivecih lipanov v Soci torej ni niti ve¢ vecjih avtohtonih
genomskih blokov, s katerimi bi se lahko preko pravilne selekcije plemenskih Zivali ter nadaljnje
vecégeneracijske selekcije priblizali genomu Cistega lipana. Z drugimi besedami, jadranski lipani v
Sodi predstavljajo hibridni roj (angl. hybrid swarm), znotraj katerega imajo vsi osebki celoten
genom enakomerno premesan s savskimi geni, pri ¢emer je izpodrinjeno priblizno tricetrt
avtohtonega genoma, zato med njimi ni moZno najti osebkov z nadpovprec¢nim avtohtonim
genetskim deleZzem niti ni moZno najti obseznih kontinuiranih avtohtonih genetskih sekvenc, zato
na osnovi danasnjih osebkov lipana v Soci ni mogoce povrniti v originalno stanje, kakor je bilo
sprva predvideno. To lahko potrdimo tudi preko analize rezultatov preteklega programa selekcije

53



Rehabilitacija jadranskega lipana v Sloveniji z novimi genetskimi oznacevalci

ter odbire plemenskih Zivali s predhodnim genotipizacijskim testom. Monitoring selekcije je jasno
kazal porast avtohtonega genetskega deleza skozi leta, vendar pa se je z novim genotipizacijskim
sistemom pokazalo, da je do zvisevanja avtohtonega genetskega deleza prihajalo samo na
odbranih markerjih, medtem ko je stanje celotnega genoma ostalo zaradi popolne genetske
pretopljenosti (angl. complete genetic admixture) prakticno nespremenjeno. Torej je bila ocena
stopnje introgresije tudi »najcistejsih osebkov, ki so kazali npr. 80-odstotno Cistost, prevec
optimisti¢na, ker ta vrednost zaradi popolne pretopljenosti genomov ni odrazala stanja na
celothem genomu.

Rezultati raziskave torej kaZzejo, da je revitalizacija jadranskega lipana v Soci v smislu povisanja
avtohtonega genetskega deleza populacije na osnovi lastnega materiala praktiéno nemogoca.
Hibridne populacije, Se posebno tiste s popolnoma pretopljenimi genomi brez ostanka primarnih
parentalnih osebkov, so naceloma v varstveni genetiki nezaZelene in se jih ne ohranja (Allendorf s
sod., 2001). Situacija pa je posebna, e taka populacija predstavlja poslednji preostanek
avtohtonega genoma neke vrste. V takem primeru je potreben razmislek, ali naj se hibridi
vendarle zascitijo, saj je to edini nacin, ¢e se Zelimo izogniti izumrtju celotnega genoma avtohtone
hibridizirane vrste. Vendar pa se v primeru jadranskega lipana glede na Se obstojeco Cisto
populacijo, ki se nahaja v Sesiji v italijanskem Piemontu, ponuja alternativna opcija, ki temelji na
morebitnem prenosu tega materiala v Soco, kar bi pomagalo dvigniti raven avtohtonega
genetskega deleZa jadranskega lipana kot tudi genetsko pestrost in Stevilénost soSke populacije.
Ta moznost je privlacna tudi zaradi trenutnega klavrnega stanja lipanov v Sodi, kateri tudi v
primeru, da bi se odlocili za reSevanje jadranskega lipana na osnovi lastnih moZnosti, morda ne
zagotavljajo zadosti Stevilnega in dovolj vitalnega materiala, ki bi bil nujen za uspesno
repopulacijo.

5.3.3 Potencialni prenos jadranskih lipanov iz Sesije v So¢o

S pomocjo genomske analize smo neitrogresirane (Ciste) genome jadranskega lipana nasli v
muzejskih primerkih iz jezera Magiore in v treh muzejskih vzorcih (HS-vzorec), ki izvirajo iz Soce in
so datirani z. |. 1861 in 1899; le-ti so edini obstojeci genomi jadranskega lipana iz Soce. Pri divjih
populacijah smo Ciste jadranske genome nasli tudi v Sesiji.

Genomska sorodnost lipanov iz Sesije in HS-vzorca potrjuje, da je v Soci pred antropogenimi
prenosi bival T. aeliani, in nakazuje, da bi za njegovo revitalizacijo v Soci osebki iz Sesije lahko
predstavljali donorske kolonizatorje. Vse opravljene analize namrec grupirajo vzorec sesijskih
lipanov in HS-vzorec skupaj v eno homogeno enoto; bistvenih razlik med genomomi obeh vzorcev
torej nismo zaznali. Zaznali smo le 3.775 alelnih variant, ki so bile v avtohtoni Cisti populaciji, ki je
nekoc naseljevala Soco, pristne, medtem ko jih v Sesiji ni mo¢ zaznati, To predstavlja glede na
celokupno stevilo polimorfnih ddRAD-znack (42.000) majhen delez (= 9%). Tudi glede na
adaptivne gene (rezultati niso prikazani), ki so znacilni za posamezne populacije oz. vrste lipana, je
analiza pokazala, da na teh med sesijskim in HS-vzorcem ni razlik. Vseeno pa parna Fsr vrednost,
izracunana med tema populacijama na osnovi 8.185 ddRAD-znacka, kolikor je variabilnih lokusov,
pri katerih se frekvenca alelov med populacijama razlikuje, precej visoka. To pomeni, da bi
menjava okolja lahko imela dolocen vpliv na uspesnost kolonizacije. Zato bi bilo preneseni
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populaciji potrebno dati ¢as in prostor, da nanjo vpliva naravna selekcija in izbere tiste genotipe,
ki so najprimernejsi za Zivljenje v Soci, kar bi v nekaj generacijah omogocilo prilagoditev in utrditev
prenesene populacije. Tako selekcionirana populacija, bi lahko sluzila kot vir za nadaljnje
kolonizacije soSkega porecja.

Mnenja smo, da je v dani situaciji za revitalizacijo jadranskega lipana v Soci najboljsa izbira prenos
osebkov iz Sesije v lipanski habitat v soskem porecju, ki je po moZnosti trenutno nenaseljen z
lipanom ali iz katerega bi izlovili do sedaj Zivece lipane, kar bi preprecilo introgresivno hibridizacijo
naseljenih osebkov s krizanci in s tem »razbijanje« koadaptivnih delov genoma. Zaradi relativho
visoke stopnje Fsr na polimorfnih lokusih med sesijskim in HS-vzorcem bi morali preneseno
populacijo zascititi pred ribolovom in upravljanjem, da se prilagodi na lokalne razmere. Ker se
lipani, ki so prilagojeni na lokalne razmere, ve¢inoma vracajo na ista drstis¢a (Pavlov in sod., 1998;
Ovidio in sod., 2004) ter so zelo obcutljivi za fizicne lastnosti habitata, kot so vsebnost kisika,
nihanja T, sestava substrata in ter hitrost vodnega toka (Northcote, 1995), je Se toliko bolj
pomembno, da se prenesenih osebkov in nekaj sledecih generacij njihovih potomcev ne vznemirja
niti s Sportnim ribolovom niti s kakrSnimi koli posegi za namene upravljanja. lzvzeto je vzoréenje
za obcasno spremljanje populacijsko genetske dinamike vnesene populacije z novim
genotipizacijskim testom, s katerim bi lahko sledili spremembam alelnih frekvencin s tem
priblizevanju originalnemu genotipu Jadranskega lipana.

Potencialno lokacijo za take prenose predstavlja reka Tolminka, ki gorvodno od jezu pri ribogojnici
v Mostu na Soci predstavlja primeren habitat za lipana. Vendar ta del Ze vec let z lipanom ni
naseljen, ker so celotno populacijo iz Tolminke unicili zemeljski plazovi koncem prejsnjega stoletja,
od cesar pa si je struga Tolminke do danes Ze precej opomogla in se obnovila. Gorvodno migracijo
lipanov v ta del preprecuje omenjeni jez. Za ucinkovitejSo realizacijo tega varstvenega ukrepa bi
bilo priporocljivo poleg omenjene lokacije poiskati ali vzpostaviti Se kaksno. V vsakem primeru bi
bilo modeliranje fizikalnih parametrov donorskega in recipientskega habitata ter odbira
najprimernejSe lokacije pred izvedbo samega prenosa zelo smiselno.

5.4 VZPOSTAVITEV KVALITETNE PLEMENSKE JATE

Funkcionalne plemenske jate jadranskega lipana zaradi razli¢nih tezav trenutno ne obstajajo, zato
tudi ni bilo moZno izvajati genetskih izboljSav le-teh, kot smo nacrtovali ob prijavi projekta pred
tremi leti. Neglede na trenutno stanje novi genotipizacijski test na osnovi SNP markerjev omogoca
ucinkovito odbiro plemenskih osebkov - tako za namen varstvene ali komercialne vzreje - z
nadpovprecno visoko stopnjo heterozigotnosti in to na izjemno velikem Stevilu lokusov vklju¢no z
adaptivnimi, kar je zanesljiv pristop za povecan fitness plemenskih osebkov in njihovega
potomstva. Test je torej na voljo in ga bo moZzno implementirati v prakso, takoj ko se bo za to
pojavila potreba.
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