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1. Rakendusuuringu eesmiirk
Tellitav uuring on osa hundipopulatsiooni geneetilisest seirest, mille eesmérk on vélja
selgitada 2010.-2014. a hooaegadel kiititud pesakondade geneetiline seotus (pesakonnasisene

ja pesakondadevaheline), kasutades selleks geneetilist mikrosatelliitanaliiiisi.

2. Materjal ja meetodid

Genoomse DNA eraldasime 168-st kogutud hundiproovist, milleks kasutasime High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche). Kboigil proovidel analiiiisisime 16
mikrosatelliitlookust: FH2001, FH2010, FH2017, FH2054, FH2079, FH2088, FH2096, vWF,
AHT130, M-CPH2, M-CPH4, M-CPHI12, C09.173, C466, (C20.253 ja CXX22.
Mikrosatelliitlookuste analiitisimiseks kasutati poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR), mis viidi
1dbi 10 mikroliitris (ul) ja reaktsioonisegu koosnes jargnevatest komponentidest: 1U Smart-
Taq Hot DNA poliimeraas (Naxo Ltd, Tartu, Estonia), 1 x PCR puhver ammoonium
sulfaadiga (Naxo Ltd), 2 mM MgCl, 0.2 mM dNTP, 5 pmol praimereid ja 10-50 nanogrammi

(ng) eelnevalt puhastatud genoomset DNAd. PCR viidi ldbi jirgmistel tingimustel:

20 min 95°C

30 sec 94°C

30 sec 58°C (touchdown -0.5°C tsiikli kohta) 12 tstiklit
1 min 72°C

30 sec 94°C

30 sec 52°C 18 tsiiklit
1 min 72°C

7 min at 72°C



Peale PCRi lahjendati reaktsioonisegu veega (20-ne kordne lahjendus). Proovid koondati
edasiseks analiilisiks kolme segu vahel: (1) lookused FH2010, FH2017, FH2054, FH2079,
FH2088, FH2096 ja vWF; (2) FH2001, AHT130, C466 ja C20.253; (3) M-CPH2, M-CPH4,
M-CPHI12, C09.173 ja CXX22. Igale segule lisati 0.2 ul molekulmassi standardit GeneScan™
500 LIZ (Applied Biosystems). PCRi produktid analiiisiti ABI PRISM 3100
kapillaarsekvenaatoril. Alleelipikkused identifitseeriti programmidega Genemapper v4.0 ja
Peak Scanner Software v1.0.

Mikrosatelliit-andmete statistiline analiitis viidi ldbi erinevate programmidega. Vigade
sagedused maédrati programmidega Allelogram (Morin et al. 2009) ja Micro-Checker v2.2.3
(van Oosterhout et al. 2004). Geneetilise mitmekesisuse ja demograafilise pudelikaela
nditajad arvutati programmidega Arlequin v3.5.2.1 (Excoffier et al. 2010), Genepop v4.2
(Raymond & Rousset 1995) ja Fstat v.2.9.3 (Goudet et al. 2001). Populatsiooni struktuuri
analiiiisiti programmidega Structure v2.3.4 (Pritchard et al. 2000) ja Genetix v4.05.2 (Belkhir
et al. 2004). Populatsiooni ruumiline analiiiis viidi 14bi DResD analiiiisi abil (Keis et al. 2013;
Hindrikson et al. 2013). Efektiivse populatsiooni suurus méaérati programmiga LDNe v1.31
(Waples & Do 2006). Isenditevaheline sugulus méérati programmiga ML-Relate (Kalinowski
et al. 2006), mis kasutab selleks suurima toepéara (maximum likelihood) meetodit ning arvutab
kodominantsete geneetiliste andmete pohjal tdendolisemad isendipaaridevahelised
sugulussuhted (vanem-jirglane paarid, oved — st. ded-vennad, kellel on samad vanemad (fu!/
siblings), pooldoved — st. poolded-poolvennad, kellel on iiks iihine vanem (half siblings) ja
suguluseta isendipaarid). Antud t60s vaadeldi ainult vanem-jdrglane ja Ovede paare.
Voimalikud sugulussuhtes olevad paarid ithendati kaardil omavahel joontega ning lisaks
mdddeti nendevaheline kaugus kilomeetrites.

Kuna Eestis on varasemalt tuvastatud hundi ja koera hiibriide (Hindrikson et al. 2009;

Hindrikson et al. 2012), siis selleks, et analiiiis sisaldaks vaid ,,puhtaid hunte®, elimineerisime



koik geneetilisel analiiiisil tuvastatud hiibriidikahtlusega isendid, keda oli kokku 21. Algne
analiitisitud proovide arv oli seega 189, ent edasisteks hundipopulatsiooni analiiiisideks

kaasasime 168 isendit.

3. Tulemused ja arutelu

Hundiproovidel analiiiisi tulemusena saadi iga hundi jaoks mikrosatelliitsete alleelide muster
ehk ,,geneetiline pass®, mis lubas edasi analiiiisida heterosiigootsust ehk geneetilist
mitmekesisust, samuti populatsiooni geneetilist struktuuri ja populatsioonis toimuvaid
protsesse. Mitte likski analiiiisitud 168-st proovist ei sisaldanud puuduvaid andmeid rohkem
kui iihe lookuse kohta. Kuna lookuse FH2079 puhul tuvastati null-alleele, siis jieti see
edasisest analiiiisist vilja. Geneetilise mitmekesisuse néitajate kohta saadi jargmised
vadrtused: oodatav heterosiigootsus (Hr) oli 0.67 ja tuvastatud heterosiigootsus (Ho) oli 0.66,
ning keskmine alleelide arv lookuse kohta (N,4) oli 6.33. Need néitajad pole kiill kuigi korged,
ent vorreldes teiste Euroopa populatsioonidega siiski tisna keskmisel tasemel. Sugulus-
sigimist ehk inbriidingut ei tuvastatud (F7s = 0.014; P > 0.05) ning efektiivse populatsiooni
suuruseks saadi 76.5 (95% CL 69.6-84.5).

Populatsiooni struktuuri analiiiis nditas, et hundipopulatsioon jaotub kaheks suuremaks
geneetiliselt liksteisest eristuvaks grupiks, mis omavahel kattuvad. Kui aga analiiiisida
geneetilisse gruppi kuuluvaid isendeid tdendosuse alusel, siis kdrge kuuluvuskoefitsiendiga
isendite jaotumisel ilmnes, et mdlema grupi tuumikalad paiknevad geograafiliselt lahus, iiks
tuumikala katab peamiselt Eesti lddneosa, ka. Soomaa ja Ladne-Eesti saared: Saaremaa ja
Hiiumaa. Teine grupp jaib aga valdavalt Eesti kesk- ja kaguossa. Selline gruppidesse
jaotumine viitab, et Eesti hundipopulatsioonis on toimunud rida demograafilisi protsesse, mis

on viinud teatava eristumiseni. Arvatavasti on ladnepoolne geneetiliselt eristuv grupp seotud



Soomaa hundipopulatsiooniga — seal pole pikka aega huntidele jahti peetud ja hundikarjad on
saanud areneda iisna suurteks ja elujoulisteks ning Soomaalt on hundid levinud aja jooksul ka
mujale ning joudnud ka Saaremaale ja Hilumaale.

Lihisugulusanaliiiis tuvastas 54 paari, mille puhul oli teoreetiliselt voimalik nii dvedevaheline
sugulus kui ka vanem-jarglane sugulussuhe ning viis paari, mille puhul oli voimalik vanem-
jarglane sugulussuhe (Joonis 1). Keskmiseks arvutuslikuks distantsiks ldhisugulaste vahel
saadi 50 km ning maksimaalseks distantsiks 202 km. Saadud andmed néitasid, et Eesti piires
liiguvad hundid igasuunaliselt ja ulatuslikult ning mingit olulist takistust huntide
migratsioonile ja geenisiirdele Eestis pole. Seega levivad pesakondadest lahkunud isendid
Eestis vabalt erinevates suundades. Paaridevahelise geneetiliste kauguste vordluses olid
Saaremaa ja Hilumaa hundid iilejddnud populatsioonist kdige eristunumad (paaridevaheline

Fsr 0,049-0,207), mis on seletatav piiratud migratsiooniga saarte ja mandri vahel.

Joonis 1. Lahisuguluspaarid hundil. Sinise tihendusjoonega on tdhistatud voimalikud ovede
paarid. Uks punkt tihistab iihes jahipiirkonnas kiititud isendeid ja hdlmab enda alla sageli
rohkem kui tihe looma.



Eesti hundipopulatsioon on oma levilas geneetiliselt heterogeenne. DResD analiiiisi tulemuste
pohjal (Joonis 2) esineb kolm piirkonda, kus hundid on iiksteisele geneetiliselt sarnasemad
kui iilejddnud populatsiooni osades (joonisel mirgitud sinisega). Soomaa ja Alutaguse
piirkondade puhul on arvatavasti tegemist stabiilsete hundikarjadega, milledesse uute liikkmete
lisandumine on suhteliselt aeglane, mistottu on ka isendid geneetiliselt {iiksteisele
lihedasemad. See viitab, et mujal Eestis on hundikarjade struktuur ndrgem, arvatavasti
jahisurve ja muu suremuse koosmdjuna, mistdttu e1 moodustu tugevaid hundikarju ja karjaga
on saanud liituda piisaval hulgal isendeid véljastpoolt. Saaremaa puhul on isendid arvatavasti

geneetiliselt sarnasemad seetottu, et nad on enamikus iihe juhtpaari jareltulijad.

Piirkonnad, kus hundid
on iiksteisele geneetiliselt
sarnasemad

Piirkond, kus hundid
on iiksteisest geneetiliselt
erinevamad

Joonis 2. Ruumistatistilise DResD-analiiiisi tulemused Eesti hundipopulatsioonis. Sinised alad
nditavad piirkondi, kus isendid on geneetiliselt sarnasemad kui mujal ning punane ala téhistab
piirkonda, kus isenditevaheline geneetiline mitmekesisus on suurem kui mujal.
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