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1. SISSEJUHATUS

Heeringalised (Clupeiformes) on erinevate teadlaste tahelepanu pélvinud juba lle sga
aasta. KOiki heeringalis isdloomustab darmiselt suur liigisisene heterogeensus, mis seisneb
arvukate ruumiliselt rohkem voéi véhem eraldunud ruhmituste olemasolus. L&&nemere
heeringas e. ram, keda kasitletakse atlandi heeringa alamliigina (Clupea harengus membras
L.), e erine sdlles suhtes selts Ulg@dnud liikmetest. Kogu L&dnemere ulatuses eristatakse
bioloogiliselt ja morfoloogiliselt erinevaid ramerihmitusi. Nende rihmituste eristumine on
tingitud eelkdige keskkonnatingimuste varieeruvusest ja kudedlade paigutusest. Eestis on
riime kui Laénemere tdhtsaimat toonduskala uuritud juba aastakimneid. Eesti vetes
eristatakse ramel kaht sesoonset riihma — kevad- ja stigiskuduréime. Mdlemad riihmitused
jagunevad vaiksemateks lokaalkarjadeks, mis erinevad Uksteisest kudemis-, toitumis- ja
talvitumisalade, kasvutempo ja kasvu iseloomu ning ka morfoloogiliste tunnuste poolest
(Ojaveer, 1988 ja 2003; Rannak, 1988). Raimevarude jéatkusuutlik majandamine néuab aga
teadudlikult labitootatud andmeid erinevate réimepopulatsioonide geneetilise mitmekesisuse,
populatsioonide geneetilise segunemise ning selle ulatuse kohta; samuti fllogeneetilise
seotuse kohta teiste Laanemere, aga ka kaugemate vesikondade rdimepopulatsioonidega.
Rame kui maandudikult téhtsa kalaliigi uurimiseks on oluline rakendada parimaid
meetodeid, mis vOivad tuua selguse varem lahendamata probleemidele nagu rdimevarude
geneetiline pagas Eesti vetes ning sdlle kaitsmine nii teadudikust kui maandudlikust
aspektist lahtudes. Samuti saaks sellise uuringu tulemus rakendada globaalsemalt réime
fulogeograafia uurimiseks.

Molekulaarbioloogiliste meetodite rakendamine kalade populatsioonigeneetika
uurimisel on muutunud aastaaastalt Uha olulisemaks. Mikrosatelliitide kui kdrge
polumorfsusega genestiliste markerite abil on ssadud usaldusvdérseid tulemus néiteks
IGhilaste (Vasemégi et al., 2001; Hansen et al., 2000), kuid ka heeringlaste (O’ Connell et al.,
1998a; Shaw et al., 1999; Jergensen et al., 2005) populatsioonide eristamisel. Seetbttu on
mikrosatelliitmarkereld kasutatud ka kéesolevas t60s Eesti vete rdimepopulatsioonide
tuvastamiseks.

Too6 eesmérk oli védja tobtada optimaalne meetod rame geneetilise mitmekesisuse
uurimiseks Eesti vetes ja teha kindlaks siinse rdimepopulatsiooni struktuur ja genestiline
mitmekesisus, sealhulgas tuvastada, kas mikrosatelliitmarkerite abil on véimalik leida
geneetilist erinevust kirjanduses mainitud kevad- ja slgiskudurdme, samuti kevadréime
erinevate rihmituste — mere- ja laherdime vahel (Ojaveer, 1988 ja 2003; Rannak, 1988).



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1. ULEVAADE HEERINGLASTE SUGUKONNAST

Heeringlaste (Clupeidae) sugukond, mis hélmab rohkem kui 50 perekonda ligemale
paarisgja liigiga, on levinud kdikides maailma meredes ja ookeanides. Kdige rikkaikumalt
(37 perekonda ja 130 liiki) on nad esindatud troopikavottmes. Subtroopikas ja parasvottmes
on neid mérksa vahem. Arktilisses meredes on esindatud ainult heeringate (Clupea)
perekonda kuuluv idaheeringas (C. pallasi) (Rannak, 1988).

Koikidd laiuskraadidel, kus heeringlas esineb, on enamik neist mereasukad.
Parasvottmes esineb ka mdningaid sirdeheeringlasi, kuid nende elu on samuti tihedalt
merega seotud, ainult kudema suunduvad nad magevette. Eesti merevetest on Uksikute
isenditena leitud siirdekala vintréime (Alosa fallax) (Rannak, 1988).

Heeringlaste sugukonna algset léhtepunkti tuvastada puides on kdne ala tulnud
troopikavotde (Svetovidov, 1952). Sealse kalafauna eedllased asustasid vana- ja
keskaegkonna vatel eksisteerinud nn. Teetise merd. Too meri lahutas pohja- ja
[Gunapoolkera mandreid, ulatudes Vaikse ookeani idaosast Ule Kesk-Ameerika, POhja-
Aafrika ja Louna-Euroopa ning India ookeani Vaikse ookeani 188neossa. Seoses maakoore
kerkimisega uusaegkonnas ahenes Teetise meri tunduvalt ning jagunes osadeks. Panama
maakitsuse tekkega katkes Uhendus Vakse ookeani ja Atlandi ookeani vahel; Pohja-
Adfrikast Araali mereni ulatunud suur sisemeri jagunes Vahemere idaosaks, Mustaks mereks
ja Kaspia mereks. Keskkonnatingimuste erinevused uutes veekogudes pohjustasid
heeringlaste  eristumise.  Pelaagilise  euviisiga heeringlased vaavad  kudemiseks
rannikuldhedast madalmerd. Leidmata soodsaid kudemistingimus meres, sirdusid nad
magevette. Suurte veerikaste jogede ja vesikondade olemasolu L&dne-Aafrikas, Kagu-Aasias
ja lda-Ameerika troopilistes piirkondades soodustas suure hulga mageveeheeringlaste
endeemsete perekondade ja liikide kujunemist. Mageveeheeringlased elavadki pohiliselt
troopikavoodtmes (Svetovidov, 1952).

Heeringate (Clupea) perekonna geograafiliseks levimiskeskmeks peetakse Atlandi
boreaal se vo6tme ida-ameerika ala (Svetovidov, 1952).

Heeringad elavad pdhjapoolkeral parasviotme vetes (boreaalne regioon), Pohja-
Jaamere daremeredes ning TSili ranniku |8hedal. Heeringa perekonnas tuntakse kolme liiki:

atlandi heeringas (Clupea harengus), vaikse ookeani e. idaheeringas (Clupea pallasi) ja tSili



heeringas (Clupea bentincki). Laanemere heeringat e. réime (Clupea harengus membras)
peetakse atlandi heeringa aamliigiks (Rannak, 1988).

Atlandi ja idaheeringas erinevad teineteisest nii morfoloogiliste kui bioloogiliste
tunnuste poolest. Morfoloogialt peetakse tahtsaimaks selgroolllide erinevat arvu — atlandi
heeringal on rohkem (55-58) selgroolllisid kui idaheeringal (52-55) (Rannak, 1988).

Atlandi heeringa levila Uhtib atlantilise paritoluga vetega. Levila ida- ja pdhjapiiriks
on polaarfront, so. Atlandi soojade hoovuste ja Pohja-Jéémere kilmade hoovuste
kokkupuutepiir. 1daheeringas elab talvel peaaegu kogu oma levila ulatuses j&8katte all. Need
kaks heeringaliiki erinevad ka muude bioloogiliste omaduste poolest, nagu néiteks
kudemisaad ja-gjad (Rannak, 1988).

Atlandi jaidaheeringa erinev kromosoomide arv — vastavalt 54 ja 52 (2n) — tdestab, et
nende morfomeetrilised ja bioloogilised erinevused on périlikult kinnistunud (Rannak, 1988).
Usutakse, et nende liikide eristumine kujunes véaga pika ga jooksul, soltudes eeskétt
klimaatilistest tingimustest ja vesikondade kujunemisest tertsiaaris (algusega ~30 miljonit
aastat tagas), mil Maa Kkliima muutus jahedamaks koos (ha sagenevate
temperatuurikdikumistega. Viimase kolme miljoni aasta jooksul on Maa kliima 18bi teinud
suuri muudatusi, viies Uhtlas viimaste suuremate jddaegadeni. Selle valtimatuks tagajarjeks
paljudele eusorganismidele olid suured muutused levikus, mis aga boreaa setel, médduka
kliimaga ja troopilistel aladel avaldusid erinevalt. Pdjud liigid surid suurema osa oma
levidast véljaa moned asustasd uus eupaku, modned sdlitasd oma liigi véikeses
refuugiumis ning hiljem laiendasid leviala uuesti — ning kdik see toimus mitmeid kordi jérjest
(Hewitt, 2000).

Svetovidov (1952) viitab agaolule, et Atlandi ookeani praeguse parasvOottme-
kliimaga adadd vaitses aam-tertsaaris (~65 miljonit aastat tagasi) troopiline kliima
Heeringad, tursad ja teised boreaalsed kalad hoidusid siis polaarmere jahedamatesse vetesse,
kus oli killaldane siigavus ja neile sobiv mereline keskkond. Kliima ulatudikul jahenemisd
Ulem-tertsiaaris (~10 miljonit aastat tagasi) siirdusid boreaalsed heeringad ja tursad Atlandi
ookeani podhjaossa, mitte Vaiksesse ookeani, sest praeguse Beringi véina kohal laius sis
maismaasild. Svetovidov peab tdendoliseks, et heeringas asustas Vaikse ookeani pliotseenis
(2-6 miljonit aastat tagasi), mil Beringi véina kohal oli toimunud maakoore vaumine ja mei
taastunud; ka oli tollane kliima soojem kui jd8ggdrgsel perioodil. Toendoliselt oli juba enne
seda eristunud soojalembesem  ookeaniheeringas ja jahedamaveeline, riimveelembeline
rannikuheeringas. Viimane oli arktilise mere tingimustes suuteline sirduma Vaiksesse

ookeani.



Arktilisest merest Vaikse ookeani parasviotmesse sattudes levis heeringas sin
ulatudikul aa: piki Aasia rannikut Kollase mereni ning Ameerika rannikul Californiani.
Kogu siinse levila ulatuses séilitas ta arktilise rannikumere heeringa bioloogilise omapéra
Parilike omaduste konservatiivsuse tottu e tekkinud sSiin rannikust  kaugematel
meremadalatel ega mandrinblvadel suvel ja slgisedl kudevaid heeringariihmitusi. See
heeringas e soorita pikki randeid, ta toitub ja talvitub ranniku |&hedal (Rannak, 1988).

Kliima jarsu muutumise tottu viimasel suurel jaédgja elas atlandi heeringas oma
praegusest levilast monevorra |6una ja l1&ne pool, mandrilava ookeani soojade hoovuste
mdjupiirkonnas. Jddmasside sulamise ja jadserva taandumisega pdhja suunas kaugenes ka
nende rikkalik toitumisala (turgutusala) kilmade ja soojade vete piiril (Rannak, 1988).
Peetakse tOendoliseks, et just sellel geoloogilisel gavahemikul eristus kaks heeringa
kudemisrihma: kevadel ja sligisel kudgjad. Kevad- ja sligiskuduheeringad on 6koloogiliselt
isoleeritud, nende kudemisga erinevused pohinevad eeskéatt kudemistemperatuuri erinevusel
(Rannak, 1988).

H. Einarsson (1958) jaotab atlandi heeringa kaheks alamliigiks: atlandi ehk
ookeaniheeringas (Clupea harengus oceanicus) ja pohjamere Selfiheeringas (Clupea
harengus harengus). Ookeaniheeringas elutseb ookeanis ja kilastab mandrindlva (Selfiala)
kudemisga; pohjamere heeringas elab kogu oma e€lu mandrilaval. Kumbki aamliik
moodustab omakorda mikroalamliike ja véikes |okaal populatsioone rannikuvetes.

2.2. LAANEMERE ASUSTAMINE HEERINGA POOLT

Laanemere heeringa ehk réime ruhmituste praegune levik ja nende bioloogilised
isedrasused on seotud j&&gjgjérgse Ladnemere vesikonna kliima ja hudroloogia muutustega
Teadlased on seisukohal, et Ladnemere asustamine heeringa poolt vais toimuda jaéajgargse
perioodi erinevatel aegadel, kuguures kevad- ja slgiskuduréime rihmitused immigreerusid
eraldi (Munthe, 1956). L&inemere vabanemine jaast algas umbes 15 tuhat aastat tagasi, kuid
kdige viimane osa — Botnia laht — vabanes umbes 9 tuhat aastat tagas (Svetovidov, 1952).

Atlandi heeringa sissetung L&inemerre voOis aata peale jéa taandumist Atlandi
ookeani ja L&inemere vahelise Uhenduse moodustumisel ning L&aénemeres heeringae
sobivate elutingimuste tekkimisel (Ojaveer, 1988; joonis 1). Ladnemere Uhendus merega Ule
Nérke véina Kesk-Rootsis kujunes vélja umbes 10 tuhat aastat tagasi, mille taggjarjel tungis
mereves L&dnemere ndokku. Preboreaalse e. hilisglatsiaalse Joldiamere staadiumis Umbritses
Skandinaavia poolsaart polaarmeri. Luustikuleidude jargi on kindlaks tehtud, et selles



preboreaalses Joldiameres oli heeringas kindlasti olemas (Munthe, 1956). Vaatamata
preboresalsele kliimale domineerisid Laénemere faunas sel ga tdendoliselt arktilised ja
arktilis-boreaalsed liigid (Jarvekilg, 1979). SeetGttu on alust arvata, et selles meres olid
esindatud Uksnes kevadkuduréimed (Ojaveer, 1988).
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Joonis 1. Heeringa migreerumine Ldanemerre L. Rannaku (1988) jargi. A — Joldiamere
staadium; B — Litoriinamere staadium. Heeringa sissetungi voimalikku teed mérgib tume
nool Uletoonase Nérke véina (A) vai Ule Taani vainade (B).

L&&nemere arengu jargmises staadiumis — Antsilugérves — on réime olemasolu
kaheldav, kuna tema embriionaalseks arenguks on vagalik vee minimaane soolsus 2-3%o
(Ojaveer, 1988). Munthe (1956) on seisukoha, et olles kord juba L&inemerre
immigreerunud, elas heeringas siiski ka Antsiilugéarves edasi. Levinud on seisukoht, et see
heeringarihmitus, kes elutses L&dnemeres Joldiamere perioodil ja elas Ule Antsilugérve
perioodi kas Laénemeres voi véljaspool seda, POhjamere magedaveelises lahes, andis aguse
praegustele laherdimedel e (Ojaveer, 1988).

Maailmamere taseme tOus atlantilise perioodi alguses 8000 aastat tagas avas
Antsilugérvele véjapdasu Taani vainade piirkonnas. Sellele jargnes soolaste vete sissevool
Atlandi ookeanist, mis tungisid Ule mandreid lahutava maasilla, moodustasd Pohjamere,
torjusd Jadmere pbhja suunas ning suundusid L&inemere ndkku koos soojalembese ja



eurtihdiinse kalastikuga. Sellel La&nemere galoo kdige soolasemal ja soojemal, samuti
avaraima Uhenduse perioodil, Litoriinamere staadiumis umbes 5000 aastat tagad,
immigreerus Ladnemerre tbendoliselt slgiskuduheeringas (Munthe, 1956). Ka osasd
La8nemere kevadraimi seostatakse hilisema immigratsiooniga — eelkdige Laénemere
l&&neosa rdimed (Bornholmi saarest 188nes), kes koevad soolsusel mitte alla 5%o ning el
katkesta ka sidet kdrgema soolsusega piirkondadega (nt. riigeni heeringas). Téendoliselt aga
just tollal leidsid tee L&&nemerre ka praeguste mererdimede eelkéijad (Rannak, 1988). Vaib
oletada, et L&nemeres kohastusid mitte nende populatsioonide esindgjad, kes olid hasti
adapteerunud suhteliselt konstantsetele keskkonnatingimustele, vaid pigem euritermsete ja
eurtihaliinsete rihmituste esindgjad (Ojaveer, 1988). Ka praegusel gal tuleb ebastabiilsete
keskkonnatingimustega  piirkondades (nt. Norra fjordid, Taani vanad) ette
heeringartihmitusi, kes on kohastunud vahelduvatele tingimustele (Svetovidov, 1952).

L&dnemere heeringa demograafilise gjaloo kirjeldamiseks kasutatakse praegu kaht
aternatiivset versiooni: 1) astmeline kolonisatsoon POhjamerest L&&nemerre voi 2)
sekundaarne kontaktitsoon kahe algse populatsiooni vahel — (ks POhjamerest ja teine
L&dnemerest — kes koloniseerisid astmeliselt nende vahele jaéva Uleminekutsooni (Gaggiotti
et al., 2009).

2.3. RAIME RUHMITUSED LAANEMERES

La&&nemeres, nagu ka naaberpiirkondades Kirde-Atlandis, esineb  kaks
primaarproduktsiooni maksmumi — kevadine ja slgisene. E. Ojaveeri (1988) arvates
vOimaldas just see ka Ladnemeres kevad- ja stigisréime kohastumist. Ajalised ja ruumilised
erinevused primaarproduktsiooni dunaamikas soodustavad erinevuste teket erinevate
piirkondade rdamede vahel. Seda loetakse ka rdime lokaapopulatsioonide eraldumise
pohjuseks (Ojaveer, 1988).

Kevad- ja siugisréim moodustavad La&&nemeres iseseisvaid rihmitus, mis praktiliselt
e segune, kuna nende suguproduktid kipsevad eri aastaaegadel (Ojaveer, 1981 ja 1988).
L&dnemere |aéne-, |6una- ja keskosas, kus produktiivsuse maksimumid on nii gaiselt kui ka
ruumiliselt hasti jaotunud, on kevad- ja slgisrdme sigimine selgelt eraldunud. Kuid
pdhjaosas, kus primaarproduktsiooni maksmumid on iksteisele |&hemal, toimub ka kevad-
ja sigisraime rihmituste kudemine galiselt teineteisdle ldhema. Kui ilmastikutingimused
kalduvad korvale mitmeaastasest keskmisest, siis osad rdimed Uhest rihmitusest voivad
kudeda koos teise rihmituse osade isenditega. Segjuures hoiab suure hulga hibriidide tekke



dra gameetide omaduste halvenemine véjaspool normaalset sigimisaega (Ojaveer, 1981 ja
1988).

Kevad- ja sugiskudurdime peamised erinevused bioloogias E. Ojaveeri (1988)
andmetel on jargmised:

atlandi  kevadkuduheeringas ning kevadkudurdm koevad palju madalama

temperatuuril, kuid kevadkudurdim veel ka paju madalama soolsusd  kui

stigiskuduheeringas. Erandiks osutub kevadkudu laherdim, kes seoses kohastumisega
lahe keskosa spetsiifiliste tingimustega koeb suhteliselt kdrgel temperatuuril.
kevadraime vastseline areng toimub palju kdrgema ja kiiremini tdusva temperatuuri
tingimustes ja selle kestus on lihike. Sigisréime vastseline areng toimub palju
madalamal temperatuuril, kestab méarksa kauem ja metamorfoos algab suurema
kehapikkuse juures kui kevadraimel.

suurima suremuse perioodil — Uleminekul eksogeensele toitumisele ja vastsdlise

arengu gja — toituvad kevad- ja siigisréimed erinevatest noortest kopepoodidest, kes

ilmuvad vastavalt pérast kevadist ja varasiigisest primaarproduktsiooni maksimumi.
Sarnaselt atlandi kevad- ja sligiskuduheeringale erinevad ka kevad- ja stigiskudurdim terve
rea morfoloogiliste tunnuste poolest — pea kuju, silma suurus, kehakuju, selja varvus, uimede
asetus;, selgroolilide, rinnauime kiirte ja |6pusepiide arv, otoliidi struktuur. Arvatakse, et
morfoloogilised erinevused kevad- ja Slgisrdme vahel varieeruvad piirkonniti (Ojaveer,
1988). Samuti on erinevad kevad- ja slgiskudurdime, aga ka |lokaalpopulatsioonide — mere-
jalaherdime migratsioonimustrid (Aro, 1989).

Seoses Ladnemere pohjareljeefi isedrasuste, hoovuste slisteemi, veemass kihistumise,
piiratud ookeanitihenduse ja suure ulatusega pohja-16una suunas on keskkonnatingimused
olnud erinevatel aegadel vordlemis erinevad. Nende geogradfiliselt voi hidroloogiliselt
piiritletud, eradiasetsevate piirkondade tulemusena tekkisid lokaalsed rdhmitused, mis
erinevad Uksteisest bioloogiliste parameetrite poolest (Ojaveer, 1988). L okaal popul atsioonide
pusimise olulism looduslik eeldus on merealade isolatsioon, plsivad toitumisalad ja nende
ldheduses paiknevad kudemis- ja talvitumisalad (Rannak, 1988). Seotus kindlate koelmutega
(nn.  koelmuinstinkt) vOib tagada ka geneetilise eristatuse. L&anemere ranngoone
konfiguratsioon ja merepdhja morfoloogia on soodsad rdimepopulatsioonide kujunemiseks
(Rannak, 1988). Sigimistsikkel, kudemise aeg ja koht, kuid ka rihmituse jéreltuleva pdlve
arengutingimused on igale piirkonnale spetsiifilised. Seepérast on igal rihmitusel oma areadli
piires edlis teiste rihmituste esindgjate ees, mis tagab selle jareltulijatele parema voimaluse



ellujdamiseks. Seetdttu j&8vad rihmitused plsima, vaatamata nende segunemisele toitumis-
ja kudealadel. Teatud parameetrite pdhjal (vanuseline koosseis, kasvu iseloom, otoliitide
struktuur, migratsioon) on jareldatud, et teatud rihmituse raéimede pohiosa ei koe tavaliselt
oma peamise kudeala piiridest véljaspool (Grabda, 1980). Suurte lahtede — Botnia, Soome ja
Liivi — ramede réhuv enamus e ldhe vélja slinnilahest. Jérelikult omavad nimetatud
rihmitused enese taastootmise voimet, ehkki need e ole aati panmiktilised ja vastavad
lokaal populatsioonidele (Ojaveer, 1988).

Kevadraimel, kes koeb rannale Iahemal, on lokaal sete populatsioonide arv suurem kui
sigisréimel ning samuti erinevad need populatsioonid ka bioloogiliste tunnuste poolest
ronkem  kui  slgissdmel  (Ojaveer, 1988). Keskkonnatingimuste  erinevused
lokaalpopulatsioonide elutsemise piiridel tingivad ka nende populatsioonide bioloogilised
(kasv, toitumine, rénne jm.) ja morfomestrilised (kehapikkus, silma suurus, otoliidi kuju jm.)
erinevused. Uldjoontes, mida kaugemale Taani véinadest, seda selgemini avalduvad raimel
k&abudlikud tunnugooned (Ojaveer, 1988).

Nii kevad- kui sigisrdme voib jaotada mere ja lahe populatsioonideks. Mererdim
toitub ja talvitub avameres; moned mererdimede populatsioonid sooritavad pikki randeid.
Laherdm seevastu e vélju tavaliselt kodulahest, ehkki vanemaealised réimed voivad toituda
ka avameres. Kdige suuremaks erinevuseks mere- ja laherdme vahe voib lugeda seda, et
mereraimed elutsevad palju muutlikumal ja kdrgemal soolsusel (alates 3%0 embriionaalse ja
vastselise arengu piirkonnas kaldatsoonis kuni avamere soolsuseni) kui laherdimed (Ojaveer,
1988). Seoses soolsuse, temperatuurireziimi ja teiste keskkonnatingimuste erinevustega oma
areadis, erinevad mere- ja laherdimede naaberpopulatsioonid Uksteisest tunduvalt oma
bioloogiliste ja morfomeetriliste tunnuste, arvukuse dinaamika jt. omaduste poolest. Kuid
kudeperioodid mere- ja laherdimel, nii nagu ka sesoonsetel rihmitustel, kattuvad osaliselt
ning seeparast nad ka kontaktitsoonis paiknevatel koelmutel teatud méidral segunevad
(Ojaveer, 1988).

2.4. GENEETILISE STRUKTUURI UURINGUD

Laanemeri on Uks suurimaid riimvedlis veekogusd maailmas, tema heterogeenne
Okoslisteem on jaotunud mitmetesse alamihikutesse, kus stigavad ndod on osaliselt eraldatud
kinniste abil. Pinnatemperatuur vaheneb loode suunas, soolase vee juurdevool Pdhjamerest
ning magevee sissevool suurtest jogedest tekitab tugeva soolsusgradiendi (Ojaveer & Elken,
1997). SeetOttu pakub L&énemeri heterogeenset pinnamoodi, kus kalapopulatsioonide
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genestiline struktuur voib olla mjutatud nii kvalitatiivsetest kui ka kvantitatiivsetest
teguritest (Gabrielsen et al., 2002).

Genestilise mitmekesisuse sdilitamine on oluline komponent paljude liikide
majandamise planeerimisel. Loppkokkuvottes on just geneetiline mitmekesisus see, mis
voimaldab liigil kohastuda muutuvate keskkonnatingimustega (O’ Connel & Wright, 1997).
Et Okskdik millist bioloogilist varu efektiivselt halata, on vagaik tuvastada geneetilise
divergents tase nii populatsioonisiseselt kui ka erinevate populatsioonide vahel. Aastaid oli
pohiliseks  strateegiaks  kalapopulatsioonide  geneetilistel  uuringutel  alostiimide
elektroforees. Ehkki seda meetodit peetakse Uldiselt kdllaltki informatiivseks (Hauser &
Ward, 1998), on see teatud liikide puhul osutunud siiski ebapiisavaks (O'Connel et al.,
1998a; Shaw et al., 1999). Tanu DNA-pdhiste tehnoloogiate kiirele arengule on voimalik
kasutada informatiivsemaid meetodeid (mitokondriaal se DNA anallius,
mikrosatelliitmarkerid). Mitokondriaalse DNA markerite abil on saadud populatsioonide
eristamisal olulis tulemusi néiteks mageveekalade harjuse Thymallus thymallus ja hariliku
karpkala Cyprinus carpio puhul (Gross et al., 2001 ja 2002), samuti néiteks IGhilaste
fulogeograafias (Nilsson et al., 2001; Churikov et al., 2001). Mikrosatelliitmarkerite abil on
tuvastatud geneetilist mustrit |8hilastel (McConnel et al., 1997; Landry & Bernatchez, 2001),
kuid samuti mdnede selliste populatsioonide puhul, kus alosiim- ja isegi mtDNA markerid
on osutunud ebatBhusaks — segjuures on markimisvaarset erinevust margatud just merekalade
puhul (Ruzzante et al., 1998; Shaw et al., 1999). Ka atlandi heeringal on suudetud
mikrosatelliitmarkerite abil populatsioone eristada (Shaw et al., 1999; McPherson et al.,
2001).

Shaw et al. (1999) kasutasd oma wuurimuses alosiimide, mMDNA ja
mikrosatelliitmarkerite analliisi, proovides kindlaks teha nii atlandi ja vaikse ookeani
heeringa vahelis geneetilis erinevus kui ka atlandi heeringa erinevate populatsioonide
olemasolu. Atlandi heeringa proovid koguti Norra vetest (nii fjordidest kui avamerest),
Idandi l&histelt ning Barentsi merest. Kasutati Clupea pallas: mikrosatelliitlookus Cpa 17,
Cpa 20, Cpa 63, Cpa 113, Cpa 123. Kui alostiimide ja mtDNA anallilsid néitasid, et vaikse
ookeani heeringass on koigist anallusitud atlandi heeringa proovidest oluliselt
diferentseerunud, siis mikrosatelliite kasutades saadi tulemuseks, et vaikse ookeani heeringa
ja alandi heeringa genestilise erinevuse tase on vorreldav atlandi heeringa erinevate
populatsioonide geneetilise erinevuse tasemega — nimelt olid Barents merest kogutud
proovid oluliselt eristunud |8unapoolsematest piirkondadest kogututest. Shaw et al. (1999)
usuvad, et nende populatsoonide geneetilise eristuvuse agpdhjuseks voivad olla
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topograafilised ja hudroloogilised faktorid, néditeks erinevused veetemperatuuris Barents
mere ja |dunapoolsemate piirkondade vahel, samuti fjordidele iseloomulikud karakteristikud,
mis voivadki viia erinevalt kohastunud voi fllsliselt isoleeritud populatsioonide tekkeni.
Samuti usuvad nad, et populatsioonide geneetilist mitmekesisust vdivad pohjustada voi
séilitada liigi kditumudlikud eripdrad, nagu néiteks nii vaikse ookeani kui atlandi heeringa
puhul téheldatud tendents, kus téaiskasvanud isendid p&drduvad kudemiseks tagasi omaenda
stinnialadele (Hourston, 1982; Whedler & Winters, 1984).

Vastupidiselt aga Shaw et al. (1999) saadud tulemustele Barentss mere heeringa
eristumise kohta |6una poolt, Norra fjordidest ja avamerest kogutud proovidest, leidsid
Hauser et al. (2001) mtDNA markereid kasutades aga, et olulist erinevust vorreldes
Ulgdanud proovidega pole e Barents mere heeringal ega Norra fjordiheeringal. Nende
uurimuse pohjal selgus, et tugevalt olid eristunud kill Keldi mere ja L&&nemere heeringas,
samuti idandi suvekudu- ja norra kevadkuduheeringas, kuid Barentsi merest ja Norra vetest
kogutud proovide hulgas mérkimisvéérseid erinevus e taheldatud.

Suurtes populatsioonides vaib geenitriivi madala taseme tottu isegi véike selektiivne
surve pohjustada geneetilise variatsiooni teket (Guinand et al., 2004). Looduses leidub
selliseid suuri populatsioone sageli just merekeskkonnas, mida iseloomustab eelkdige
mérkimisvaédrselt vahene barjdaride hulk migratsioonile paljude organismide puhul, k.a
kalad. Selektiivse surve all usutakse olevat néiteks C. pallasi mikrosatelliitlookus Cpa 112.
Larsson et al. (2007) vordlesid alostiim- ja mikrosatelliitiookus PShjamerest, Skagerraki
vainast ja L&dnemerest kogutud atlandi heeringa proovidel. Samu kalu genotipeeriti nii
allosiiimide kui mikrosatelliitide uuringu tarbeks. Tulemused néitasid, et alosiimid ja
mikrosatelliidid annavad kooskdlalist informatsiooni, v.a. mikrosatelliittookus Cpa 112,
atlandi heeringa ruumilise geneetilise mitmekesisuse suhtes POhjamere — L&inemere
regioonis. SeetOttu usutakse mikrosatelliitlookus Cpa 112 olevat suure selektiivse surve dl
(Larsson et al., 2007). VOib aga ka olla, et see lookus on nn. pudelikael Laénemeres ning et
geenitriiv ja distantsist pdhjustatud isolatsioon suurendavad teatud alleelide sagedust.
Sdliseid voimalikke outlier-lookuseid on leitud ka nt. 16hel (Vaseméagi et al., 2005) ja tursal
(Nielsen et al., 2003).

Laiat tunnustatud seisukoht on, et geneetilise mitmekesisuse vahenemisel on
pohjalikud negatiivsed tagajdrjed populatsioonide taastumisele ja tdenemisele. Siiski on
seesuguse bioloogiliselt olulise (st. galiselt ja ruumiliselt ilmse) mitmekesisuse olemasolu ja
tahtsus rohkearvuliste ja laia levilaga meresiirdekalade puhul tavaiselt vaieldav (McQuinn,
1997). Ruzzante et al. (2006) uurimuse eesmérgiks oli uurida heeringa ruumilist jaotumist
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POhjameres ja sellega kilgnevatel aladel. Leiti, et eksisteerib selge ja gaiselt stabiilne
genestiline mitmekesisus kolme suure regiooni heeringate vahel: Pohjameri (sh. PGhjamere
pohjaosa, Inglise kana ja Norra meri), Skagerraki véin ning L&nemere |&dneosa (sh.
Kattegati v&in). Neid kolme regionaaset komponenti iseloomustab suhteline homogeensus
nende sees ja méarkimisvaérne heterogeensus nende vahel. Uurimuses leiti vedl, et PBhjamere
heeringas tungib ka Skagerrakki ning seguneb seal lokadlse ja L&&nemere |&88neosa
heeringaga (Ruzzante et al., 2006). Tulemused viitasd geneetilise mitmekesisuse
sdilumisele, tingituna ilmselt elukéigust tulenevatest erinevustest nende kolme piirkonna
heeringate vahel (kudemisaeg ja -ala, randemustrid), hoolimata vabast segunemisest suurtel
kudemis-, toitumis- ja talvitumisaladel. Fakt, et selline kompleksne liigisisene mitmekesisus
sdilub, hoolimata kalaparvede segunemisest, néitab tugevat kojupddrdumiskéitumist (natal
homing) heeringal ka Pohjameres ja sellega kiilgnevatel dadel (Ruzzante et al., 2006).
Uuringus, kus theksa mikrosatelliitlookuse abil pudti leida seoseid atlandi heeringa
populatsioonistruktuuri ja keskkonna heterogeensuse vahel geograsfiliselt véikesel, kuid
Okoloogiliselt mitmekesisel meredla Pdhjamerest kuni Ladnemere |&8neosani, leiti, et
heeringa populatsiooniline struktuur e ole pdhjustatud ainult merealade fulsilisest
isolatsioonist (Bekkevold et al., 2005). Oma roll on ka kojupdtrdumiskaitumisel ja
tdendoliselt kohalikele tingimustele vastavalt diferentseerunud valiku survel. Leiti, et loode-
Atlandi (Nova Scotia) ja kirde-Atlandi (PShjameri) kuderihmitused e olnud geneetiliselt
eristatavad. Rugeni piirkonnas leiti tdendeid reproduktiivse isolatsiooni kohta lUhigjalistel,
gaisdt eristunud nn. kudemidainetel (spawning waves) — samal aastal veidi varem kogutud
proovides olid isendid geneetiliselt méarkimisvdarselt erinevad hiljem kogutud proovides
leidunud isenditest (Bekkevold et al., 2005). Samuti leiti mérke kaugusest pohjustatud
isolatsiooni kohta, kuid Uhtlas ka, et nii minimaane kui ka keskmine merevee soolsus
ilmutas  tugevat  korrelatsiooni  populatsioonide  geneetilise  diferentseeritusega.
Méarkimisvéérne korrelatsioon vee soolsuse ja kudekalade geneetilise mitmekesisuse vahel
néitas, et soolsuse parameetrid ja/voi sellega seotud faktorid olid vastavuses geenisiirdega
kudedlade vahel, viidates, et pigem soolsuse erinevused kui kaugus iseenesest mdjutasid
reproduktiivse isolatsiooni ulatust kuderihmituste hulgas (Bekkevold et al., 2005). Lokaal set
adaptatsiooni spetsiifilisele soolsusreziimile nimetatud analtiis & nédidanud, kuid pakkus
vOimalust vorrelda genesetilis ning erinevaid keskkonnaparameetreid, hindamaks nende
koostoime suhtelist ulatust. Suurim reproduktiivne isolatsioon (suurim erinevus geenisiirdes)
ilmnes selles uurimuses Skagerraki ja Kattegati kudealade vahel. Fiirjoon nende vahel vastab
peamisele Uleminekutsoonile soolsusparamestrites ja Uldisele suundumusele stabiilsema
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keskkonna suunas piirjoonest loodes, millele vastupidiselt on piirjoonest kagus rohkem
muutlikud keskkonnatingimused (Bekkevold et al., 2005). Piki Pdhjamere — L&anemere
Uleminekutsooni  viitavad  ruumilisdlt ~ muutlikud,  kuid  lokaadlsdt  stabiilsed
keskkonnatingimused, et erinevate kudealade heeringa puhul toimub stabiliseeriv selektsioon
erinevatele soolsustolerantss  optimumidele. Uurides genesetilise  muutlikkuse erinevusi
ruumilisel skadla, hindasid Bekkevold et al. (2005) ka dledlirohkust ning leidsid, et
muutlikkus kahaneb Pohjamerest L&éinemere poole. Samasuguseid tulemusi on leitud tursa
Gadus morhua (Nielsen et al., 2003) ja kammelja Scophthalmus maximus puhul (Nielsen et
al., 2004), samuti sama piirkonna meretaime Zostera marina puhul (Olsen et al., 2004).
Sellised mustrid vastavad teooriale asutgjaefektist, mille pdhjal heeringa kolonisatsioon
toimus Pohjamerest Ule Skagerraki umbes 9000 aastat tagasi, kui L&dnemeri oli vabanenud
jéast.

Selektsioon soolsuse t6ttu kui oluline mdjur heeringa popul atsioonistruktuuri
kujunemisdl tuleb vdja ka Gaggiotti et al. (2009) uurimusest. Teine olulisem tegur on
toitumisrdnded — iga-aastased migratsioonid populatsioonidele individuaalsetelt kudeal adelt
thistele toitumisaladele — mille t6ttu tekib toitumisaladel erinevatest |ahtepunktidest
parinevate kalade segunemine, mis tdendoliselt hdlbustab geenisiiret kudepopulatsioonide
vahel (Ruzzante et al., 2006). Gaggiotti et al. (2009) hindasd ka loodudliku valiku ning
keskkonnafaktorite rolli atlandi heeringa genestilise struktuuri kujunemisele Pdhjameres ja
L&dnemeres ning leidsid, et veetemperatuur erilist rolli e mangi, kuid soolsus voib mdjuda
the kindla lookuse — Cpa 112 — struktureerumisele. Seega leiti tGendoline korrelatsioon
lookuse Cpa 112 ja vee soolsuse vahel: kui see lookus oli analtiis kaasatud, oli soolsuse
mdju populatsiooni geneetilisele struktuurile tugev; kui lookus Cpa 112 aga analtitisist vélja
jéeti, e leitud ka soolsusel olulist moju struktuurile olevat. Nende leidudega kinnitati ka
Larsson et al. (2007) seisukohti. Kinnitust leiti ka arvamusele, et populatsioonispetsiifilisel
réndekaitumisel on oluline m&ju populatsioonistruktuurile.

Populatsioonid, mis asustavad kérge (Pohjameri) voi madala (L&énemeri) soolsusega
alasid, on genestiliselt hasti Uhendatud, samas kui populatsioonid, mis asustavad keskmise
soolsusega alasid (Taani véinad) on geneetiliselt isoleeritud (Gaggiotti et al., 2009). See
viitab agaolule, et geenisiire neist populatsioonidest, mis asustavad kas korge vdi madala
soolsusega alasid neisse populatsioonidesse, mis asustavad keskmise soolsusega aasid, on
harv ja et geenisiire toimub pigem nende populatsioonide vahel, kes elutsevad sarnastes
soolsustingimustes. Gaggiotti et al. (2009) leidsd ka, et populatsioonide genestiline
isolatsoon suureneb seoses randedistants suurenemisega, mis néitab, et laiaulatusikud
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migratsioonid & vii tingimata geenisiirdeni. Seega usutakse, et pelaagiliste merekadiikide
genestilise mitmekesisuse struktuuri méjutavad nii keskkonnafaktorid, k&itumudikud ja
fusioloogilised tunnused kui ka demograafiline galugu.

Tursa Gadus morhua ja kammeja Scophthalmus maximus puhul on leitud madalat
genestilist mitmekesisust vastavalt POhjameres ja La&anemeres, kuid jarsku geneetilise
diferentseerituse suurenemist Uleminekualadel nende kahe piirkonna vahel (Nielsen et al.,
2003 ja 2004). Seda Uleminekuala iseloomustab jarsk soolsuse suurenemine L&dnemere poolt
PBhjamere suunas. Uurimistulemused néitavad mélema mainitud liigi puhul htbriidtsoonide
olemasolu, mis on ilmsealt sdilunud téanu looduslikule valikule. Usutakse, et on voimalik, et ka
atlandi heeringal on samas geogragfilises regioonis hubriidtsoon (Jergensen et al., 2005).
Hubriidtsooni olemasolu e kinnitanud aga Bekkevoldi et al. (2005) uurimus, kuna nende
hinnagul toimub valik pigem hubriidide tekke vastu.

Jorgensen et al. (2005) uurimuses keskenduti eelkdige kiisimustele, kas geograafiline
kaugus (isolatsioon distants tottu), kvantitatiivsed (soolsus ja temperatuur kudemisgja) ja
kvalitatiivsed karakteristikud (L& nemere struktuur — keerised ja ndod) Ukskult vOi
Uhendatuna vbivad pOhjustada vOi Sdlitada geneetiliss mitmekesisust  erinevate
réimerihmituste vahel. Leiti, et korrelatsioon kudealade geograafilise ja kalade genestilise
distants vahel & olnud méarkimisvédrne, mistottu jareldati, et distantsist tingitud isolatsiooni
kudeparvede vahel e esine. Samas oli korrelatsioon geneetilise ja keskkonnast tingitud
distants vahel (erinevused soolsuses ja temperatuuris proovide kogumiskohtades)
mérkimisvédrne koigis testides. Suurim eristumine tuli ilmsiks Rigeni heeringa puhul.
Kogutud materjai |0ikes leiti kolm ala suhteliset jarskude erinevustega geneetilises
Ulesehituses (joonis 2). Esimene barjéér (toetatud 5 lookuse poolt) eraldas tihe Riigeni proovi
kdigist Ulgaanud proovidest. Teine barjdér (toetatud 5-9 lookuse poolt barjééri eri osade
|Gikes) eraldas Ulggéanud Rigeni proovid kdigist teistest proovidest. Kolmas barjéér (toetatud
4-6 lookuse poolt) eraldas |6una- ja keskosa proovid (Gdanski laht, Hano laht, Liivi laht ja
avameri) kaugemalt pohja poolt (k.a. suurtest lahtedest) kogutud proovidest; lahtedest, millel
on oma tsirkulatsioonisiisteemid ja keskkonnareziim soolsuse ja temperatuuri suhtes ja mis
on avamerest eraldatud kunniste abil (Soome laht, Ahvenamaa saarestik, Botnia laht, Botnia
meri). Jargensen et al. (2005) uurimusest tuleb véja, et madalama geenisiirdega tsoonides
avaldus populatsioonide gruppidel kdrgem geneetiline mitmekesisus gruppide vahel kui
grupisiseselt, ehkki samas ka grupisisesed populatsoonid e moodustanud panmiktilisi
Uhikuid. Seetdttu on need tulemused kooskOlas varasemate toddega (Shaw et al., 1999;
McPherson et al., 2004), kus tuvastati vaga madal, kuid siski dstatistiliselt oluline
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diferentseerumine avamere kudekarjade vahel. Nende tulemuste tdlgendamine vOib aga
osutuda komplitseerituks. Oluline on, e samades paikades leiti galist geneetilist
diferentseerumist, ehkki enamikus proovivotupaikades eeldati populatsioonide geneetilise
struktuuri galist stabiilsust. Ajaliselt erinevat geneetilist muutlikkust leiti Rigeni saare ja
Ahvenamaa saarestiku proovikogumispaikades (Jargensen et al., 2005). See leid omistati
erinevatele kudemidainetele — need on genestilisalt diferentseerunud kuderihmitused, mis
koevad samal aal, kuid erinevatel aegadel (kill moningase gaise kattuvusega). Erinevate
kudemidainete esnemist atlandi heeringa puhul on oletatud ka morfoloogiliste tunnuste,
kasvuméddra ja paraditide pohja (Lambert, 1987; Podolska & Horbowy, 2002).
Kudemidainete esinemine raskendab oluliselt heeringa genesetilise mitmekesisuse
tdlgendamist. Néiteks vOib erinevate kudemidainete anallilis erinevatel aastatel viia ekdike
jareldusteni  efektiivse populatsioonisuuruse prognoosimisel. Teise olulise tulemuse pohjal
vaidavad Jergensen et al. (2005), et geneetiline mitmekesisus pole korrelatsioonis
geograafiliste kaugustega populatsioonide vahel. Samas aga on genestiline diferentseerumine
mérkimisvaarses korrelatsioonis vee soolsuse ja temperatuuri erinevustega, kuid see seos
peegeldab eelkdige geneetilist mitmekesisust Rigeni proovides Ladnemere edelaosas, kus
soolsuse ja temperatuuri gradiendid on kdige jarsemad. Sama on téheldatud ka varasemates
uurimustes (McPherson et al., 2004). Siiski tdestab selline seos, et keskkonna erinevustel on
réimepopulatsioonide genestilisele mitmekesisusele suurem madju kui lihtsalt geograafilisel
kaugusel (Jargensen et al., 2005). Kolmas selle uurimuse oluline tulemus on kahe
geogragfilise tsooni tuvastamine, mis ilmselt toimivad barjédridena geenisirdele. Need
tsoonid vastasd 1) Uleminekutsoonile Laénemere edelaosas ja 2) Laénemere pdhjaosa ja
keskmiste osade jagunemisel e erinevateks ndgudeks (Jargensen et al., 2005).

16



Joonis 2. Limiteeritud geenisiirde piirkonnad Laénemeres Jargensen et al. (2005) pdhjal.
Tumedad jooned tadhistavad peamisi

raimerihmituste vahdl.

oletatavaid barjdare geenisirdele erinevate
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3. MATERJAL JA METOODIKA
3.1. MATERJAL

Kokku koguti 850 réime koeproovi, mis parinesid L&dnemere seitsmest erinevast
piirkonnast gjavahemikul juuni 2002 — september 2003 t6ondusplikide kédigus pudtud
kaladelt (tabel 1). Kdik kaad saadi kaluritelt; pulgipiirkonnad olid jargmised: Narva laht,
Parnu laht, Luidja laht (Hiiumaa loodeosa), Keibu laht (Soome lahe suue), Veiserahu
(Saaremaa kaguosa), Gdanski laht, Botnia meri. 750 koeproovi kogus t60 autor (kbik Eesti
vete proovid), 50 proovi saadi Soomest pr Sara Kallilt ja 50 proovi Poolast dr. Miroslaw
Wyszynskilt. Analliisil kasutati kokku 300 L&&nemere kuuest erinevast piirkonnast pudtud
réime koeproovi, igast piirkonnast 50 (joonis 3). Kevadraime genestilisteks uuringuteks
koguti materjal aastatel 2002 ja 2003 neljast piirkonnast Eesti vetes — Narva lahest, Parnu
lahest, Soome lahe suudmest (Keibu laht) ja La&nemere avaosast Hiiumaa ldhistelt (Luidja
laht). Samuti olid uuringusse kaasatud kolleegidelt Soomest (Botnia meri) ja Poolast
(Gdanski laht) saadud proovid.

Joonis 3. Materjai kogumise kohad. Mustad punktid — anallilisis kasutatud kevadréime
putgikohad; hall punkt — sligisréime pudgikoht; valge punkt — kogutud, kuid analliiisist vélja
jéetud kevadréime putgikoht.
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Vordlusmaterjalina  koguti
uuringuteks 2003. aastal Veiserahult Saaremaa |8histelt, kust on teada Uks pohilis sligisr&éime
populatsioone (Ojaveer, 1995) (tabel 1).

Koik kalad on plitud kudeaegadel (olenevalt piirkonnast méartsist septembrini) ning

kudeal adelt.

100 isendi

koeproovid slgisrtdime geneetilisteks

Avamere 2002. aasta, Narva lahe 2003. aasta, Botnia mere ning Gdanski lahe raimed

olid pudtud pohjatraaliga (silmasuurus 18-24 mm), kdik Ulejdanud proovid seisevnoodaga

(silmasuurus 14-18 mm). Pllgikohtade veesiigavus varieerus 5-10 meetrini seisevnoodaga

puitud kohtades ning 25-35 meetrini traalplitgi puhul. Pllgi kestvus seisevnooda puhul 1-7

06péeva, traali puhul 4-6 tundi.

Tabel 1. Andmed kogutud materjali kohta

piirkond plgiaeg kogutud isendite arv, kellelt genetilisse
isenditearv  on eradatud DNA analtus lanud

isendite arv

Narvalaht 31.05.2002 100 20 0

Narvalaht 27.05.2003 100 50 50

Parnu laht 18.06.2002 100 8 (DNA lagunenud) O

Parnu laht 17.06.2003 100 50 50

avameri (Hiiumaa 09.06.2002 50 20 0

loodeosa)

avameri (Hiiumaa 04.06.2003 100 50 50

loodeosa)

Soome lahe suue 18.06.2002 100 50 0

Botnia meri 08.05.2003 50 50 50

Gdanski laht 11.03.2003 50 50 50

sigisréim (Saaremaa | 04.09.2003 100 50 50

kaguosa)

DNA anduusks l6igati kala lihaskoest (I18pusest) 100-200 mg suurune tikk, mis

siilitati 96% etanoolis temperatuuril -20°C; kdik koeproovid asuvad Tartu Ulikooli zooloogia

Oppetooli geenipangas Vanemuise 46, Tartu. K&igil kogutud réimedel mdodeti Uldpikkus,
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kaal (Uldmass; kasutati laborikaalu Sartorius 600, tdpsusega + 0,1g), méarati slmaga
vaadeldes sugu ja gonaadide kupsusaste (I-VI; ICES 2009) ning vOeti otoliit kala vanuse
mé&aramiseks.

Genestiliseks anallilisiks kasutati vaid osa proovidest, mis prognoositavalt peaksid
andma usal dusvéérse Ulevaate réime genestilisest mitmekesisusest uuritud alade |Gikes:
1. Kevadrdim

Narva lahe 2003. aasta proovid (téhis N)

Parnu lahe 2003. aasta proovid (téhis P)

avamere 2003. aasta proovid (téhis A)

Botnialahe proovid (tdhis B)

Gdanski lahe proovid (téhis G)
2. Shgisréim

kdik proovid (tahis Sr)

3.2. GENOOMSE DNA ERALDAMINE

DNA eradati ~25 mg suurusest kilmutatud koetikist. Eraldamiseks kasutati High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics) vastavalt tootja juhistele, st. igale
koetiikile lisati 200ul kude lUtsivat puhvrit (Tissue Lysis Buffer) ning 40ul proteinaas K-d.
Proove inkubeeriti 55°C juures aeg-gat vorteksil segades kuni koemass téieliku
[Glsumiseni. Segjdrel lisati 200pl siduvat puhvrit (Binding Buffer), segati vorteksiga 15
sekundit ning inkubeeriti 70°C juures 10 minutit. Segjarel lisati nukleiinhappe sadestamiseks
100pul isopropanooli ning segati vorteksiga 15 sekundit. Kogu mikstuur (k.a. sade) aseteti
kombineeritud (filtertuub+kollektsioonituub) High Pure kolonnile ning tsentrifuugiti 8000
rom 1 minut. Kurnatis visati minema ja filtertuub asetati puhtasse kollektsioonituubi.
Filtertuubi lisati 500ul inhibiitorit eemaldavat puhvrit (Inhibitor Removal Buffer) ning
tsentrifuugiti 8000 rpm 1 minut. Filtertuub pandi puhtasse kollekts oonituubi, kurnatis visati
dra. Filtertuubi lisati 500l pesevat puhvrit (Wash Buffer) ning tsentrifuugiti 8000 rpm 1
minut. Filtertuub asetati puhtasse kollektsioonituubi, kurnatis visati &ra Protseduuri peseva
puhvriga korrati — lisati filtertuubi 500pl puhvrit ning tsentrifuugiti 8000 rpm 1 minut.
Kurnatis visati minema, filtertuub asetati samasse kollektsioonituubi ning tsentrifuugiti
puhvrijdagi eemaldamiseks 14000 rpm 10 sekundit. Kollektsioonituub koos kurnatisega
visati minema; filtertuub asetati puhtasse 1,5ml tuubi. Filtertuubi lisati 200Ul eelsoojendatud
70°C eluatsioonipuhvrit (Elution Buffer) ning tsentrifuugiti 8000 rpm 1 minut.
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Saadud DNA-d hoiti kahes jaos, vaiksemat kogust (50pl) kohesteks edasisteks
analliisideks temperatuuril -20°C, Ulgjaanud osa (150pl) viidi geenipanka temperatuurile -
80°C.

3.3. MIKROSATELLIITIDE ANALUUS

Genestiline anallils teostati mikrosatelliitmarkerite abil. Mikrosatelliidid on kdrge
varieeruvusega, mittekodeerivad, lUhikesed, tandemitena esinevad kordugérjestused tuuma-
DNAs. Korduste arvu varieeruvuse pohjuseks on ahela libisemisest tekkinud vead DNA
replikatsioonil, mille tulemusena on paljude mikrosatelliidi lookuste suhtes enamus isendeid
populatsioonis heterosligootsed. Polimeraas ahelreaktsiooni (PCR) abil saab amplifitseerida
neid DNA piirkondi, mis selliseid jarjestusi sisaldavad, kuguures PCRi produkti pikkuse
méarab korduste av (Ashley, 1999). Mikrosatelliidid on valikuliselt neutraalsed,
polumorfsed ja p&anduvad kodominantselt; nende suur varieeruvus teeb nad d&rmiselt
informatiivseteks Uhe liigi indiviidide sugulusastme mé&ramiseks ning populatsiooni
geneetilise struktuuri iseloomustamiseks (Hansen et al., 2001). Praimerid PCRi jaoks
disainitakse komplementaarsed mikrosatelliidi  kordugéarjestusele kilgnevate aadega
(jérjestustega) (Ashley, 1999).

Mikrosatelliitide amplifikatsiooniks kasutati PCR-meetodit, kus iga lookuse jaoks oli
kaks praimerit — Uks fluoromérkega ja teine ilma. Analllisiks kasutati seitset erinevat Clupea
pallas jaoks eelnevalt iseloomustatud dinukleotiidset mikrosatelliitiookust — Cpa 125, Cpa
134, Cpa 63, Cpa 34, Cpa 123, Cpa 104, Cpa 20 (O’ Connell et al., 1998b; Miller et al., 2001;
Olsen et al., 2002), mis véidetavalt tédtavad ka C. pallasi’le |dhedastel liikidel ja damliikidel
nagu C. harengus membras (O’ Connell et al., 1998b).

Mikrosatelliitlookuste PCR-reaktsioonid viidi |&bi 10ul-s: 1U Amplitag Gold DNA
polimeraas (Applied Biosystems), 1ul 10-kordset kontsentreeritud PCR puhvrit (Applied
Biosystems), 2mM MgCl, (Applied Biosystems), 0,2mM dNTP (Fermentas), 4 pmol
pramerite segu (fluoropraimerid firmalt Applied Biosystems, mérketa praimerid firmalt
DNA Technology) ja 10 — 50 ng puhastatud DNAd.

PCR viidi [8bi jargmistel tingimustel: 95°C 15 minutit, segjdrel 38 tsiklit 95°C 30
sekundit, 55°C 30 sekundit, 72°C 30 sekundit; 18puks 72°C 7 minutit. PCRi produktid
visualiseeriti elektroforeesi 1,5% agaroosgedlis 1xTBE-s (tris-boraat-
etuleendiamiintetraatsetaat) pH 8,3.
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Et lahutada PCRi produkte kapillaarelektroforeesil, tuli puhastada PCRi segu peale
reaktsiooni toimumist sooladest, milleks prooviti kahte meetodit — puhastamist diadilisl| ja
Sephadex G-50 gedfiltratsoonil. Kui enamiku genestiliste analliiside I&biviimine toimus
Tartu Ulikooli zooloogia laboratooriumis, sis puhastatud PCRi  produkte analilisiti
MegaBace 1000 kapillaarautomaatsekvenaatoril (Amersham Pharmacia Biotech) koost60s
Eesti Biokeskusega.

Produkti puhastamiseks diallsil kasutati dialUsiplaati (Multiscreen VM, Clear
Pates, Cat no MAVMNO550, Millipore) ning dialuusilahust 10mM Tris pH 8; 0,1 mM
EDTA pH 8 (2 liitrile milliQ vede lisati 2ml 1M Tris pH 8 ja 0,4ml 0,5M EDTA’d pH 8).
PCRI produktile lisati vett kuni 20ul-ni. Tuhi dialtiisiplaat (alumine plastikkate eemal datud)
asetati 2 liitrisse dialisilahusesse pre-didiisks (15-30 minutit). Péarast seda asetati
didlisiplast eemddatud plastikkattele. PCRi produkt + ves kanti dialltsiplaadile.
Didlusiplaat asetati magnetseggjale diatiisilahusesse 30 minutiks, seguures lahust kergelt
segades, et plaat aeglaselt keerleks. Vamisati ette ET-400R segu (molekulmassi
standardmarker): 96 proovi puhul lisati 25ul-le ET-400R-le 475ul 0,1% Tween 20; segati
vorteksiga. Kannudesse lisati 10ul gedlfiltratsioonil puhastatud PCRi produkti ja 0,25ul
vastavat molekulmass markerit. Vabaks jd8nud kannud téideti 10ul veega. Plaat kaeti
tihedalt parafilmiga ja tahistati, proovidest vamistati nimekiri. Plaat koos nimekirjaga viidi
Eesti Biokeskusesse MegaBace analllsile; kuni analius l&biviimiseni  hoiti  plaati
temperatuuril -20°C.

PCRi produkti puhastamiseks Sephadex G-50 filtratsioonil vamistati kdigepeslt ette
gedfiltratsiooniplaat: vOeti Sephadex G-50 (Fine, Pharmacia) ja kanti see maatriksplaadile,
vedades puru vakese plaadi abil Uhtlasdt laidi; Ulgadk plhiti geelitops tagasi.
Maetriksplaadile asetati peale filtreerimiseks ettendhtud plaat (Multiscreen HV Clear Plates,
Cat no MAHVN4510, Millipore) ja keerati plaadid teistpidi, nii et puru ldheks
maatriksplaadilt filtratsooniplaadile. Gedlipurule lisati 350ul milliQ vett. Plaat koos
geelikomponentidega j&eti 5 tunniks toatemperatuurile punduma. Parast seda fuugiti geel
kuivaks Hettichi tsentrifuugis selleks ettenghtud rootoris (1612) 6 minutit 900g (2630 rpm),
25°C. PCR-i produktile lisati vett kuni 20pl-ni ning kanti see filtreerimisplaadi keskele.
Filtreerimisplaat asetati tavalisele 96-augulisele plaadile nii, et augud jadksid kohakuti; asend
fikseeriti kleeplindiga. Plaate fuugiti 6 minutit 900g (2630 rpm), 25°C juures. ET-400R segu
vamistati ette nagu eelpool dialiiis puhul. Sorensoni 96 auguga plaadile (Cat no 28110)
pipeteeriti igasse kannu 10pl geelfiltratsioonil puhastatud PCRi produkti ja 0,25ul vastavat
molekulmass markerit ET-400R. Vabaks jd8nud kannud téideti 10pl veega Plaat kaeti
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parafilmiga ja tdhistati, proovidest valmistati nimekiri. Plaat koos nimekirjaga viidi Eesti
Biokeskusesse MegaBace anallisile; kuni analtis |abiviimiseni hoiti plaati temperatuuril -
20°C.

3.4. POPULATSIOONISTRUKTUURI JA GENEETILISE MITMEKESISUSE
ANALUUS

Lahtudes erinevate lookuste varieeruvusest, koostati igale analliiisitud isendile nn
genestiline pass. Selleks kasutati programmi MegaBace Genetic Profiler v1.1 (Amersham
Pharmacia Biotech). Geneetiline pass vastab koigi analtiisitud mikrosatelliitide lookuste
pikkusmustrile, st. iga isendi jaoks saadi iga lookuse kohta kindla pikkusega alledlid (vt. lisa
1). Programmi poolt tuvastatud alleelide pikkused kontrolliti Ule, leitud vead parandati.
Programmi Structure v2.3.3 (Pritchard et al., 2000) abil leiti eeldatavate populatsioonide arv
(K) ning vaadeldi indiviidide jaotumist arvatavatesse populatsioonidesse. Populatsioonide
arvu testiti vahemikus K1 - K10, igaiihe puhul tehti 5 MCMC kordust iteratsioonide arvuga
7x10> millest jéeti valja nn. tdusufaas (burn-in), mis koosnes 7x10* iteratsioonist. Esmalt
kasutati seadistust Usepopinfo, mille véartuseks voeti O (muud informatsiooni
populatsioonide kohta e lisatud) ning segérel kasutati admixture-mudelit. Kdige
tdendolisema populatsioonide arvu maddramiseks kasutati andmestiku aprioorset tdendosust
[Ln P(D)], nagu on véja pakkunud Evanno et al. (2005). Populatsiooni genestilise
mitmekesisuse parameetrite arvutamiseks kasutati programmi GenAlEx v6 (Peskall &
Smouse, 2005). Selle abil hinnati oletatavat (He) (Nei, 1987) ja leitud (Ho) (Hedrick, 1983)
heterosiigootsust, alleelide arvu (Na) ning arvutati Fsr statistiku (Weir & Cockerham, 1984)
vaartus iga lookuse ja populatsiooni puhul. Vdimalikke koérvalekaldeid Hardy-Weinbergi
(HW) tasakaalust kontrolliti programmiga GenePop (Raymond & Rousset, 1995), mille abil
méérati Fisheri meetodit kasutades HW tasakaal Ule kdigi lookuste ja populatsioonide. Lisaks
kasutati Paetkau et al. (1995) poolt loodud mikrosatelliitide aleelisagedustel pdhinevat
populatsioonide  hindamise testi, mis teostai Doh assignment test'i  abil
(http://www2.biology.ual berta.caljbrzusto/Doh.php).
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4. TULEMUSED

4.1. GENOOMSE DNA ERALDAMINE

Koeproovid koguti kokku 850 rdimel; DNA eraldati 398 réimel, kellest 8 oli DNA
lagunenud. Edaspidisteks anal tilisideks kasutati 300 réime DNA-d (tabel 1).

4.2. MIKROSATELLIITIDE ANALUUS

PCRi produkti puhastamiseks sooladest prooviti kahte meetodit — puhastamist
dialtisl ja Sephadex G-50 gedfiltratsioonil. Kuna didiis| puhastamine andis eelkatsetel
ebalihtlasemaid tulemusi, puhastati koigilt kéesolevas t60s anallilisitud isenditelt saadud
materjal Sephadex’i gedlfiltratsioonil.

Mikrosatelliitide analliisiks kasutati algselt seitset erinevat Clupea pallas lookust.
Uks lookustest, Cpa 134, e andnud korrektseid tulemusi ning jaeti andmetostiusest vélja
Samuti korvaldati lookus Cpa 34, mille kohta saadud tulemused e olnud usaldusvéérsed —
vaidetava aledi pikkusmuster ei olnud kooskdlas programmi juhendis toodud mustripildiga
(vt. lisa 3). Parimad tulemused saadi lookustega Cpa 104, Cpa 63 ja Cpa 20; segjuures olid
kaks esimest parimad andmete selguse ja tOepdrasuse osas, kaks viimast aga puuduvate
andmete suhtelise vahesuse (10%) tottu.

Kuna alledlide pikkuste hindamisel e Onnestunud koigi kalade kohta saada
tdisandmeid viie analiils jéanud mikrosatelliitlookuse kohta, Siis jaeti edasisest anallilisist
vdja need isendid, kellel oli andmeid puudu rohkem kui Uhe lookuse kohta. Grupist P (Parnu
laht) jaeti valja 4 isendit (proovid téhistusega P26, P31, P41 ja P43); grupist N (Narva laht) 9
isendit (proovid téhistusega N3, N9, N10, N13, N25, N33, N34, N40 ja N41); grupist Sr
(stgisrdim) 5 isendit (proovid téhistusega Sr13, Srl7, Sr18, Sr2l ja Sr31); grupist G
(Gdanski laht) 10 isendit (proovid tdhistusega G4, G18, G19, G23, G28, G35, G36, G38,
G41 jaG49); grupist A (avameri) 8 isendit (proovid tahistusega Al, A7, A9, A18, A20, A23,
A35jaA37) jagrupist B (Botnia meri) samuti 8 isendit (proovid téhistusega B3, B5, B7, B9,
B11, B17, B27 ja B40). Kokku jai |6ppanal (ilisidesse 256 isendit.

Koik viis mikrosateliitlookust olid koérge polumorfsusega koigis gruppides,
heterostigootsuse méér oli He = 0,830 — 0,972; Ho = 0,715 — 0,849. Alleelide arv lookuse
kohta oli samuti kdrge (19 — 88). Keskmiseks alledlide arvuks lookuse kohta saadi 56,
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segjuures kdige suurem korvalekalle keskmisest leiti lookustel Cpa 125 (88 alledli) ja Cpa 63
(19 dlledli) (tabel 2).

Tabel 2. Andmed populatsiooni parameetrite kohta, populatsioonide arv K = 1. N —
analliisitud isendite arv lookuse kohta; Na — aledlide arv; Ho — leitud heterostigootsus; Hg —

oletatav heterosiigootsus.

populatsioon | lookus N Na Ho He

A Cpa125 238 88 0,849 0,972
Cpa63 239 19 0,720 0,848
Cpa123 228 60 0,820 0,958
Cpa104 221 56 0,715 0,830
Cpa 20 239 57 0,749 0,948

Andmetdotlusprogramm  Structure leidis kdige téendolisemaks populatsioonide
arvuks kéesolevas t60s kasutatud materjali pohjal 1 (K = 1). Oluliselt véaiksema tdendosusega
pakkus programm vOimalust, et tegemist voib olla kahe populatsiooniga (K = 2; vt. lisa 2);
admixture anallilis néitas, et need kaks hipoteetilist populatsiooni e eristunud geograafilise
asukoha pohiselt (tabel 3 ja joonised 4 ja 5). Kontrollimaks hiipoteesi analtiisitud isendite
jagunemisest kahte populatsiooni, kasutati aleelide sagedustel pohinevat Doh assignment
test’i (tabel 4). Tabelist ndhtub, et Structure ja Doh assignment test'i tulemuste
kokkulangevuse protsent on ~68 — see on kalade protsent, kelle jagunemist kahte gruppi
peavad vOimalikuks molemad testid. Programm GenePop néitas korvalekallet Hardy-
Weinbergi tasakaalust Ule kdigi analtidisitud isendite. Fsr statistiku vaartuseks saadi 0,01304.

1.00
n:E0
0ED
0.40

020

000

Joonis 4. Anduidsitud isendite jagunemine kaheks hipoteetiliseks populatsiooniks
programmi Structure pohjal. Tumedam ala — isendi tdendoline kuuluvus hupotestilisse
populatsiooni A; heledam ala— isendi tdendoline kuuluvus hiipoteetilisse populatsiooni B.
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Tabel 3. Anadiisitud isendite jagunemine kahte hipoteetilisse populatsiooni programmi
Structure jérgi. Teises ja kolmandas tulbas on ndha vastavasse populatsiooni kuulumise
tdendosuse arvvaartus (max 1,0).

Anaudsitud grupp | Oletatav populatsioon Oletatav popul atsioon Indiviidide arv
1 2
P: 0,454 0,546 46
N: 0,375 0,625 41
S 0,411 0,589 45
G: 0,598 0,402 40
A: 0,568 0,432 42
B: 0,545 0,455 42

Tabel 4. Structure ja Doh testide kokkulangevus. Sampled in — proovide arv, mis programmi
Structure hinnangul jaguneb kahte erinevasse populatsiooni; Assigned to — proovide arv, mis
programmi Doh poolt méérati kahte erinevasse populatsiooni.

Assigned to (Doh)
Sampled in (Structure) | 1 2
1 127 11
2 69 47
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Joonis 5. Anaduidsitud isendite jagunemine kaheks hipoteetiliseks populatsiooniks
programmi Structure pohjal. Tumedamad ja heledamad alad néitavad kuuluvuse tbendosust
populatsiooni A vOi B iga isendi kaupa eraldi. Sulgudes on toodud analtiisitud grupid: 1 —
grupp P; 2—grupp N; 3—grupp Sr; 4 —grupp G; 5—grupp A; 6 — grupp B.
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5. ARUTELU

Algsdlt prooviti analiiiisiks kasutada seitset mikrosatelliitlookust. Uhega neist (Cpa
134) ei Onnestunud saada korrektseid tulemus, teise (Cpa 34) puhul aga olid tulemused
ebausaldusvadrsed. Kuna vorreldavates uuringutes neid lookusi kasutatud e ole, e saa
kahjuks korvutada nende konkreetsete lookuste informatiivsust varasemate t60de
tulemustega. Kuna Ulg&anud viis lookust andsid selgelt interpreteeritavaid tulemus, leiti
ké&esolevas t60s ka kinnitust varasemates uuringutes mainitud agaolule, et Clupea pallasi’le
disainitud praimereid on voimalik kasutada geneetiliselt |éhedasel C. harengus e (Shaw et
al., 1999; Jargensen et al., 2005; Larsson et al., 2007; Gaggiotti et al., 2009). Erinevalt
nditeks Shaw et al. (1999) uurimusest saadi ké&esolevas t60s usaldusvdérsed tulemused ka
lookuse Cpa 123 kohta, mis viidatud uurijatel osutus anal titisiks kol batuks.

Vaadeldes aledlide pikkuseid lookuste kaupa, tuvastati igal analliisitud isendil homo-
vOi heterosiigootsus eraldi iga lookuse kohta. Selgus, et osa programmi poolt pakutud
andmetest e olnud tbesed — véidetava alledli esinemise tdendosus oli juba programmi poolt
eddatult madal vdi e vastanud pikkusmuster programmi  juhendis toodud selgelt
interpreteeritavale ja usaldusvdarsele mustrile. Selliste vigade parandamine voimaldas saada
tdpsemaid tulemus ning vdtida ebatbendoliste aleelide kasutamist edasises anaillss.
Samuti tuli andmetdotiusest geneetilise mustri tuvastamiseks jétta kdrvale 44 isendit, kellel
[6pptulemusena puudus informatsioon rohkem kui the lookuse kohta. Kalad, kellel puudusid
andmed vaid Uhe lookuse kohta, jéeti analliis sisse (kokku 256). Selline véjapraskimine
vOimaldas suurendada tulemuste usaldusvéérsust.

Kogutud materjali jagunemist erinevateks populatsioonideks kontrolliti programmi
Structure abil. Tulemustest selgus, et suurima tdendosusega kuuluvad koik analtiisitud kalad
vaid Uhte populatsiooni. Véikese tOendosusega esitas programm siski ka vimaluse, et
kogutud proovid vdivad jaguneda kahte erinevasse populatsiooni. Tabelist 3 ja joonistelt 4 ja
5 néhtub, et jagunemine kahte erinevasse populatsiooni on vaid véga oletudik; e jargi
mingisugust geograafilist mustrit ega oma seet6ttu loogilist alust. Kuna ka Fsr statistik kahe
voimaliku grupi vahel oli vaga véike (Fsr = 0,01304) ning korvalekallet Hardy-Weinbergi
tasakaalust tdheldati kdikide analliisis esindatud gruppide puhul nii Ghe kui kahe
populatsiooni teooria korral, siis voib kéesoleva to0 tulemuste pohjal oletada siiski vaid Uhe
panmiktilise populatsiooni olemasolu. On voimalik, et kui kaasata edaspidi sarnastesse
uurimustesse rohkem lookusi, saab ka gruppidevahelist geneetilist mitmekesisust tépsemalt
kirjeldada. Kirjanduse pohjal voiks huvi pakkuda néiteks lookus Cpa 112, mis mitmete
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teadlaste véitel on selektiivse surve all, sdltudes vee soolsusest kudealadel (Larsson et al.,
2007; Gaggiotti et al., 2009).

Varem avaldatud t66des on kirjeldatud geneetilise barjdéri olemasolu Laanemere
pdhja- ja kirdeosa suurte lahtede ning kesk- ja ldunaosa vahel (Jargensen et al., 2005). Sellist
barjdari k&esolevas to6s vélja e tule, kuid kui vOrrelda dinsete tulemuste
populatsioonigenestilis karakteristikuid viidatud t60s toodutega, siis voib ndha, et vaartustelt
on need taiesti vorreldavad. Jargensen et al. (2005) uurimuses on Fsr samuti vaga madal,
maksimaalsalt Fst = 0,0271 ning seda ka ainult Rigeni proovide puhul, mida on juba
aastakiimneid eristunud populatsioonina késitletud (Heincke, 1898 ref. Rannak, 1988)
(kéesoleva t60 materjal Rigeni saare juurest kogutud proove e sisaldanud). On véimalik, et
erinevused viidatud ja k&esoleva t60 vahel on pdhjustatud erinevatest kudemidainetest,
mistottu edaspidistes uuringutes oleks vajalik proovide kogumine korduvalt Uhtedelt ja
samadelt kudealadelt ning Usna lUhikeste gjaintervallide jarel.

Tabelist 2 ndhtub, et analGilisitud |ookuste heterostigootsus on vaga kdrge (Ho = 0,715
—0,849) ning aledlide arv suur (Na = 19 — 88, keskmiselt 56). Seetdttu on usutav, et valitud
metoodika oli agakohane, kuna erinevused oletatavate populatsioonide vahel oleksid sellise
heterosligootsuse astme puhul selgelt esile tulnud. Vaéib ka jareldada, et Laénemere
réimepopulatsioon on vaga elujéuline ning véaidetavalt geenisiiret takistavad tegurid e oma
nii suurt téhtsust, kui siiani arvatud.

Et vOrrelda lookuste arvu ja heterosligootsuse néitgjaid, on mottekas kasutada Shaw et
al. (1999) uurimust, kus on kasutatud osaliselt samu lookusi, mida ka k&esolevas t60s (Cpa
123, Cpa 63 ja Cpa 20), ehkki eelnimetatud uurimuse objektiks pole Laanemere Clupea
harengus membras, vaid Norra vete ja Barents mere C. harengus. Jargnevas vordiuses on
sulgudes antud vastav néitgja kéesolevas t60s. Lookus Cpa 123 Shaw et al. (1999) t6os
tulemus e andnud; lookuse Cpa 20 puhul on neil aleelide arv Na = 27 (meie t606s 57), Ho =
0,88 (0,75) jaHe = 0,94 (0,95). Lookuse 63 puhul on vastavad tulemused Na = 14 (19), Ho =
0,79 (0,72), He = 0,91 (0,85). Kuna erinevus torkab silma vaid lookuse Cpa 20 aledlide
arvus, kuid mitte heterosiigootsuse vaartustes, siis voib véita, et kéesoleva too tulemused on
varasema uurimusega kooskdl as.

Ehkki Jargensen et al. (2005) néeb oma to0s teatud geneetilist distants Laanemere
pdhja- ning kesk- ja Idunaosa réimepopul atsioonide vahel, voib siski oletada, et need grupid
pole diskreetsed Uksused, vaid teatud segunemine peab nende vahel kindlasti toimuma, kuna
Fsr on vaga vaike (maksmaaset Fsr = 0,0113, kui jatta vdlja Rugeni proovid; reeglina
<0,05 on véike, 0,05 - 0,15 on keskmine ning >0,15 suur genestiline erinevus). On mainitud
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ka genestilise distants olemasolu vee soolsusreziimi téttu (Jargensen et al., 2005; Larsson et
al., 2007; Gaggiotti et al., 2009), kuid kuna suuri erinevusi populatsioonide vahel tuvastatud
pole, vOib oletada, et La&nemere riimvedlises ja vaga dunaamilises soolsuskeskkonnas el
pruugi siski soolsus olla see tegur, mis réimerihmituste grupeerumist initsieerib. Norra
kevadkuduheeringal — maailma suurimal atlandi heeringa populatsioonil — on tdheldatud Uhe
sigimishoogja vahelgjdmist peaaegu pooltel (47%) sugukipsetest isenditest (Engelhard &
Heino, 2006). Eeldusdl, et selline néhtus voib esineda ka L&énemere heeringal (rdimel) ning
vottes arvesse mainitud uurimuses viidatud kilmema veetemperatuuri positiivset moju
sgimise sagedusele (kudemise vahelgdmise vadhenemisdle), voib gruppide kujunemise
peamiste pOhjustena ndha rame bioloogiast (nn. paigatruudus kudealadele) ja
keskkonnatingimustest ~ (vBimalikud  veetemperatuurist ~ pdhjustatud ~ migratsioonid)
pohjustatud tegureid.

On tBendoline, et Jargensen et al. (2005) t60s viidatud grupeerumine kill esineb, kuid
see on ilmselgelt vaga ndrgalt véljenduv ning vaadeldav ehk ainult vordlemis piiratud
gavahemiku jooksul. Ajaliselt lailemalt ndhtuna on Laénemeres tbendoliselt geneetilisalt tegu
siski vaid Uhe grupiga. Jargmine selletaoline uuring, selgitamaks rdimekarjade grupeerumist
Ladnemere erinevate piirkondade |6ikes, peaks prognoositavalt hdlmama 5 kuni 10 aastat
ning proovid tuleks segjuures votta erinevatelt kudealadelt tsna lUhikeste gjavahemike jérel.
Selline  moodus tooks tbendoliselt suuremat selgust rdime populatsioonigeneetika

tegelikkusesse.

30



KOKKUVOTE

Kéesoleva t06 eesmark oli tootada vélja optimaalne meetod, selgitamaks rdime
(Clupea harengus membras L.) genestilist mitmekesisust L&&nemeres. Anallilsis kasutati
256 La&dnemere kuuest erinevast piirkonnast pudtud réime DNAd ning viite erinevat vaikse
ookeani heeringa C. pallas mikrosatelliitiookust. T60 tulemused néitasid, et kasutatud
metoodika oli sobiv ning andis usaldusvéérse vastuse pustitatud probleemile. Selgus, et t66s
kasutatud materjai pohja polnud voimaik L&&nemeres erinevaid ramepopulatsioone
genedtiliselt eristada, mis vOib viidata selle adamliigi puhul védiksematele takistustele
geenisiirdes kui varasemalt arvatud.

Vorreldes kdesoleva t60 tulemus varasemate samalaadsete uuringutega, selgus, et
populatsioonigeneetiliste parameetrite vaartustes méarkimisvédrseid erinevus e esinenud
(Shaw et al., 1999; Jargensen et al., 2005). KUl aga téheldati Jargensen et al. (2005) t66
tulemuste pohjal véikest, kuid statistiliselt oluliseks peetud erinevust Léénemere pohja- ja
kirdeosa suurte lahtede ning kesk- ja l6unaosa réimekarjade vahel. Kuna kaesolevas t66s
slist eristumist @ ilmnenud ning ka Jargensen et al. (2005) t66 autorid moonavad, et
erinevus on tuhine, siis voib jareldada, et kui L&&nemeres erinevate piirkondade 6ikes ka
genestilisalt eristunud rémekarjad esinevad, pole nad Siski pikemal gaskaala plsivad ning

genestiliselt voib kogu L&anemere réimepopulatsiooni késitleda tihe Uhikuna.
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SUMMARY

Genetic diversity of the Baltic herring (Clupea harengus membrasL.) in the
Baltic Sea

The main aim of this research was to define and implement suitable method in the
study of Baltic herring population structure. Using information for five Pacific herring
(Clupea pallasi) microsatellite loci in atotal of 256 fish collected from six different locations
in the Baltic Sea, the genetic differentiation among Baltic herring population was analyzed.
Based on the results of this study, it became obvious that this methodology is suitable to give
a reliable answer to the questions posed. Based on the material used in the current research,
no significant genetic differentiation among the herring population in the Baltic Sea was
detected. This may refer that the level of genetic flow in this subspecies is higher than
presumed previoudly.

Results of the current research are in accordance with previous researches (Shaw et
al., 1999; Jargensen et al., 2005) in regard to the value of population genetic parameters,
showing negligible differentiations between different herring groups. Very small, but
statistically significant differentiations between the northern (northwestern) samples from big
gulfs and southern samples (including Baltic Proper) as described in Jargensen et al. (2005)
were not detected in current study. Thus, we have put forward hypothesis that even if there
are genetically differentiated herring groups in the Baltic Sea, they are not constant at the
longer timescale and genetically, herring in the Baltic Sea constitutes only one unit.
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LISA 1. Programmi MegaBace Genetic Profiler abil koostatud alledlipikkuste tabel.

Cpa 125 Cpa 63 Cpa 123 Cpa 104 Cpa 20
P1 267 307 151 151 141 163 180 198 218 220
P2 327 329 149 149 149 153 196 216 218 244
P3 329 331 145 149 161 169 170 216 210 214
P4 281 281 147 149 167 189 196 206 246 250
P5 279 291 149 155 159 195 170 176 206 214
P6 279 319 153 153 170 176 198 214
pP7 285 287 147 153 165 193 170 178 210 230
P8 221 223 145 163 144 144 170 196 212 212
P9 211 235 123 127 157 163 170 170 198 216
P10 301 301 151 153 147 153 170 196 220 220
P11 295 313 151 153 165 167 182 196 214 214
P12 309 317 151 153 155 161 170 200 196 198
P13 289 323 151 151 151 163 184 186 206 218
P14 295 295 149 149 147 159 170 170 202 202
P15 279 315 191 191 170 216 220 220
P16 303 335 149 155 147 161 170 188 202 206
P17 277 277 149 153 189 189 176 176 196 200
P18 289 321 149 149 177 179 182 186 220 220
P19 319 327 153 153 161 189 170 188 270 270
P20 315 349 149 155 145 157 170 212 208 208
P21 299 309 149 159 153 153 170 170 196 218
p22 285 327 153 159 155 157 120 126 222 240
P23 173 177 149 155 184 196 196 202
P24 305 317 151 155 165 181 170 216 210 210
P25 135 151 151 155 170 170 202 202
P26 313 315 149 153 214 214
p27 307 309 145 149 155 159 170 208 200 212
P28 321 335 153 157 147 169 170 170 206 240
P29 205 207 149 149 155 169 170 216 222 244
P30 207 221 149 157 171 173 218 218
P31 181 199 170 170 208 208
P32 293 305 151 155 159 161 170 196 208 208
P33 319 325 153 153 155 157 170 198 180 186
P34 311 317 155 155 159 163 170 180 256 258
P35 283 311 147 153 159 167 170 188 206 214
P36 179 181 159 163 157 157 170 200 198 208
P37 279 279 149 153 125 133 170 170 210 260
P38 297 315 151 159 151 153 212 218
P39 277 303 151 151 149 149 170 210 206 258
P40 315 327 149 155 147 147 170 226 214 214
P41 323 325 170 170 204 228
P42 309 311 153 167 159 159 170 170 212 212
P43 153 153 175 177 206 264
P44 279 321 151 153 149 151 198 208 218 218
P45 305 307 153 153 165 181 170 170 210 210
P46 259 289 153 155 151 151 170 170 194 206
P47 279 291 149 167 157 157 170 216 208 208
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Cpa 125 Cpa 63 Cpa 123 Cpa 104 Cpa 20

P48 321 339 151 151 151 151 170 176 196 198
P49 319 321 155 155 165 173 184 196 224 264
P50 309 333 149 169 153 157 176 182 210 254
N1 313 329 149 163 171 177 170 170 214 214
N2 297 329 149 155 127 157 166 188 210 222
N3 153 153 143 145 196 216
N4 301 303 149 149 149 151 164 166 214 214
N5 315 329 155 159 141 147 164 170 214 230
N6 263 289 151 151 163 169 212 212
N7 309 311 153 157 170 174 212 250
N8 289 291 149 149 161 189 170 204 206 230
N9 147 149 155 157 198 212
N10 171 187 170 170 204 206
N11 329 329 151 163 167 167 170 170 214 232
N12 319 327 149 163 161 163 172 172

N13 167 167 137 167 206 214
N14 287 309 151 163 149 151 176 216 218 264
N15 279 345 165 165 155 157 170 202

N16 259 323 147 155 151 163 170 170 206 214
N17 279 315 153 153 145 155 170 170 222 222
N18 269 283 153 153 145 145 214 214
N19 277 279 153 163 136 136 202 216
N20 195 201 145 145 147 159 170 250 218 218
N21 299 311 159 159 171 173 170 170 208 246
N22 317 327 147 159 170 196 222 250
N23 279 279 145 151 149 157 174 178

N24 279 305 151 153 137 161 158 158

N25 291 311 149 155

N26 321 323 153 159 157 175 170 198

N27 317 319 151 151 179 181 170 208 208 234
N28 305 317 163 163 145 153 170 170 212 220
N29 279 279 155 159 141 147 170 192 218 244
N30 291 323 149 151 149 163 206 206
N31 305 315 147 155 165 167 172 180 212 218
N32 299 331 153 165 149 163 170 198 210 226
N33 321 337 151 151 150 150

N34 329 329 149 157 149 157

N35 195 211 151 157 193 193 160 160

N36 325 331 149 151 149 161 170 198

N37 181 211 133 135 158 162 206 206
N38 263 263 149 149 143 151 170 196 198 206
N39 327 329 151 153 159 159 170 176 200 200
N40 279 289 172 200 198 210
N41 204 266
N42 313 327 145 159 167 167 176 176 200 206
N43 283 285 153 153 149 153 170 170 212 240
N44 265 267 151 155 149 159 170 198

N45 335 337 151 151 151 157 170 198 218 276
N46 273 329 147 161 159 173 170 170 206 206
N47 151 155 139 153 196 196 234 250
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Cpa 125 Cpa 63 Cpa 123 Cpa 104 Cpa 20

N48 333 333 149 149 151 161 174 216 206 230
N49 291 293 149 151 147 151 170 170 212 240
N50 305 305 153 153 149 153 206 214
Srl 207 241 153 153 161 175 168 186 224 224
Sr2 279 279 149 155 151 151 170 190 206 212
Sr3 279 309 149 151 153 153 174 196 200 212
Sr4 297 299 149 149 163 179 212 218
Sr5 153 155 163 179 170 198 124 124
Sr6 303 305 151 153 155 165 170 170 210 230
Sr7 283 283 149 149 163 177 220 234
Sr8 279 291 151 153 127 149 170 170

Sr9 287 289 145 155 170 170 222 248
Sr10 309 321 151 151 177 177 166 166 204 212
Srll 327 329 157 157 139 153 218 218
Srl2 311 313 155 163 151 163 172 174 206 206
Srl3 325 327 155 155 206 228
Srl4 293 295 151 155 151 183 222 260
Srl5 315 317 153 163 93 101 96 96 206 222
Srl6 219 229 155 157 170 170 206 242
Srl7 323 325 131 135 174 174

Srl8 283 305 151 151 210 248
Srl9 151 157 159 169 154 162 136 148
Sr20 213 225 149 155 170 198 206 212
Sr2l 143 147 174 198 218 242
Sr22 153 153 153 161 170 170 208 210
Sr23 291 291 151 161 170 198 206 212
Sr24 295 329 149 155 145 149 170 206 204 206
Sr25 309 311 149 153 161 189 184 218 254 256
Sr26 151 153 145 165 170 186 206 206
Sr27 315 317 149 153 159 171 170 198 240 254
Sr28 311 327 151 153 149 161 172 198 220 222
Sr29 229 237 151 153 102 128 220 222
Sr30 375 375 151 151 153 153 170 200 206 228
Sr3l 145 153 153 155

Sr32 2901 293 149 153 150 158 210 210
Sr33 309 325 149 159 149 151 170 218 216 250
Sr34 265 331 149 149 159 169 170 214 198 212
Sr35 303 309 151 163 177 179 170 170 214 214
Sr36 297 319 153 155 170 194 210 236
Sr37 267 333 151 163 151 151 170 208 210 210
Sr38 305 307 151 163 170 198 202 214
Sr39 265 267 145 153 147 151 170 174 212 212
Sr40 311 313 153 153 145 145 166 170 216 218
Sr4l 291 317 169 173 178 178 210 214
Sr42 263 289 147 151 157 159 178 192 214 218
Sr43 153 153 157 157 174 174 214 214
Sr44 303 305 149 149 145 155 170 170

Sr45 289 289 149 153 159 159 176 200 222 222
Sr46 311 313 149 149 159 181 206 230
Sr47 303 305 147 151 170 170 212 218
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Cpa 125 Cpa 63 Cpa 123 Cpa 104 Cpa 20
Sr48 283 283 151 155 135 157 174 200 206 206
Sr49 289 291 149 153 157 179 176 176 238 238
Sr50 317 319 149 151 170 170 206 206
G1 329 329 151 189 170 196
G2 327 329 149 155 170 170 218 218
G3 291 293 149 149 143 171 206 226
G4 279 285 147 147 139 159
G5 327 341 153 163 159 181 208 214
G6 351 371 149 157 134 160 156 228
G7 291 319 167 169 178 178 234 234
G8 327 329 153 153 187 187 134 192 158 160
G9 263 291 143 149 157 185 170 170
G10 317 327 153 157 97 109 170 196 196 208
Gl1 327 329 149 155 155 159 182 186 220 232
G12 263 265 157 163 181 201 186 196 214 214
G13 297 299 151 157 149 165 170 192 236 272
Gi14 309 311 147 153 174 174 226 264
G15 157 161 151 155 174 210 206 220
G16 265 301 153 161 184 200, 204 210
G17 265 323 99 103 167 171 174 174 146 148
G18 153 155 170 170 204 272
G19 111 127 151 153
G20 151 159 153 153 149 151 170 174 200 218
G21 319 321 153 163 151 251 170 170 198 244
G22 331 333 151 155 203 205 174 216 198 260
G23 295 309 145 149 174 174
G24 327 329 153 153 170 194 208 218
G25 169 171 151 159 159 159 202 222
G26 227 253 153 155 170 196 274 274
G27 329 331 153 153 105 107 206 260
G28 151 153 176 198
G29 307 329 151 153 147 189 124 180 228 228
G30 193 217 153 157 166 216 170 210
G31 327 329 149 155 89 91 128 186 222 244
G32 207 225 149 151 155 167 154 154
G33 2901 293 149 153 161 173 170 170 214 214
G34 2901 313 149 153 169 171 170 214 194 210
G35 149 149 170 198 206 206
G36 163 293 131 133 168 200
G37 329 329 149 157 159 165 170 170
G38 255 257 170 170 154 266
G39 2901 313 151 159 157 161 180 180 212 216
G40 265 323 151 155 173 173 170 178
G41 265 267 216 216
G42 279 301 155 159 163 181 186 194 216 216
G43 101 115 151 151 74 80 206 210
G44 225 231 151 151 153 181 174 212 210 214
G45 273 307 147 155 145 165 188 188 210 232
G46 287 305 145 149 147 153 170 170 206 230
G47 313 337 149 151 163 175 170 200, 180 210
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Cpa 125 Cpa 63 Cpa 123 Cpa 104 Cpa 20

G48 139 147 155 161 173 189 170 228 196 228
G49 263 301 172 186 224 240
G50 325 327 149 167 147 159 176 196 172 174
Al 147 153 121 121 210 210
A2 203 203 153 167 137 177 184 198 214 214
A3 177 179 151 155 159 179 170 196 200 228
A4 279 279 151 153 131 137 170 196 202 206
A5 329 329 147 155 135 135 170 210 154 210
AG 301 323 151 155 89 97 210 210
A7 329 329 149 155 210 250
A8 303 305 151 163 135 137 230 246
A9 323 325 137 149 220 220
AL10 203 219 145 149 147 161 170 190 198 206
Al12 191 197 151 167 151 151 170 192 160 220
A13 291 323 149 159 147 149 170 194 246 246
Al4 317 319 151 153 179 277 154 164
A15 283 317 153 155 179 187 182 222

A16 311 313 155 157 170 234 214 242
ALl7 313 315 149 151 145 157 186 208 214 218
A18 171 171 208 218
A19 245 245 145 157 159 163 170 170 204 252
A20 309 311 147 155 204 212
A21 175 175 155 155 147 149 188 198 156 280
A22 327 329 151 151 159 165 196 200
A23 327 329 151 151 196 198
A24 259 291 151 151 149 187 250 262 210 210
A25 257 315 209 333 198 200 220 220
A26 315 327 153 155 151 151 170 188 210 214
A27 285 287 151 151 125 125 188 250 204 250
A28 297 329 151 155 107 117 170 182 206 264
A29 327 329 151 153 207 207 170 232 204 264
A30 205 205 153 157 161 171 198 278
A31 299 327 145 145 193 193 170 184 204 258
A32 297 297 151 151 161 195 226 228 218 218
A33 229 229 149 153 147 161 164 164 206 226
A34 315 315 145 157 153 155 176 212 208 214
A35 279 279 149 151 250 250
A36 291 307 157 161 151 155 170 208 202 254
A37 263 263 155 161 210 222
A38 157 157 157 173 184 196 222 240
A39 279 327 153 153 149 159 170 208 212 212
A40 287 289 155 155 163 169 170 170 162 202
A4l 279 317 153 155 151 151 182 198 206 210
A42 291 331 151 151 127 133 196 196 206 232
A43 283 305 153 169 149 173 206 260
Ad4 279 303 147 153 151 159 200 222
A45 151 157 117 119 100 132 130 130
A46 265 265 149 151 151 179 170 170 206 214
A47 151 155 167 169 182 196 212 244
A48 263 321 153 163 141 177 170 202 206 222




Cpa 125 Cpa 63 Cpa 123 Cpa 104 Cpa 20

A49 313 313 153 167 147 147 170 198 200 212
A50 291 291 145 145 170 196 208 214
A51 267 313 149 151 163 167 166 170 196 212
B1 315 317 153 159 145 171 202 214
B2 307 319 151 167 125 129 170 170 248 258
B3 151 155 197 201 196 198
B4 291 293 149 155 149 151 216 274
B5 291 291 91 93 202 232
B6 291 311 149 153 121 123 232 254
B7 303 305 153 157 151 151

B8 267 311 153 153 155 195 182 230 124 164
B9 294 296 151 151 206 212
B10 151 151 159 205 154 162 210 212
B11 321 333 145 147 170 224

B12 263 279 151 153 145 163 156 180 204 216
B13 307 307 151 155 141 169 184 184 206 212
B14 147 153 147 155 170 180 248 272
B15 163 169 153 155 161 181 182 196 208 234
B16 303 315 151 151 149 189 180 230 200 202
B17 149 153 151 153 174 198

B18 301 303 153 153 151 161 222 280
B19 149 149 159 191 170 206 214 218
B20 153 163 149 149 90 104 208 212
B21 279 279 151 151 170 170 198 240
B22 309 319 145 151 170 174 248 248
B23 153 169 149 167 196 222 236 236
B24 335 337 151 157 197 199 170 196 248 248
B25 239 251 165 193 170 198 206 208
B26 177 205 153 153 153 157 170 196 206 210
B27 89 143 206 208
B28 285 285 153 155 91 91 212 228
B29 197 209 153 157 179 181 178 178 202 268
B30 331 333 149 151 171 177 170 170 218 248
B31 203 211 149 151 149 167 202 278
B32 237 239 145 145 170 184 208 212
B33 315 317 145 151 179 199 212 224
B34 325 327 159 161 170 192 206 248
B35 305 307 153 157 147 173 170 196 214 216
B36 153 167 149 151 178 180 208 214
B37 179 209 149 157 155 155 206 240
B38 151 151 149 149 174 198 214 218
B39 279 303 151 161 143 159 198 212 206 206
B40 289 291 145 149 210 266
B41 309 311 145 153 125 131 188 216 202 206
B42 281 281 151 155 153 179 216 222
B43 259 285 121 183 182 198 210 244
B44 291 303 151 155 143 145 170 198 202 232
B45 301 331 147 147 149 159 170 176 206 230
B46 279 279 153 153 147 173 170 170 206 216
B47 287 305 145 165 155 213 170 176 218 218
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Cpa 125 Cpa 63 Cpa 123 Cpa 104 Cpa 20
B48 321 323 149 159 161 179 170 222 210 222
B49 289 333 151 163 143 171 170 210 210 234
B50 303 315 141 145 157 167 170 170 208 220
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LISA 2. Analusitud indiviidide kuulumine kahte hipoteetilisse populatsiooni programmi
Structure jargi. Viimases kahes tulbas on ndha isendi kuulumise téendosuse arvvaartus (max
1,0)

Run parameters:
256 individuals
5loci
2 popul ations assumed
70000 Burn-in period
700000 Reps

Inferred ancestry of individuals:
Label (%Miss) Pop: Inferred clusters

1 PL (0) 1:0.327 0673
2 P2 (0) 1:0.303 0697
3 P3 (0) 1: 0208 0.792
4 P4 (0) 1: 08310169
5 P5 (0) 1: 0149 0.851
6 P6 (200 1:0177 0.823
7 P70 1: 0638 0.362
8 P8 (0) 1:0.781 0219
9 P9 (0) 1:0.8570.143
10 P10 (0) 1: 0.330 0.670
11 P11 (0) 1: 0.196 0.804
12 P12 (0) 1: 0591 0.409
13 P13 (0) 1: 0.334 0.666
14 P14 (0) 1: 0.191 0.809
15 P15 (20) 1: 0.323 0.677
16 P16 (0) 1: 0.348 0.652
17 P17 (0) 1: 0.623 0.377
18 P18 (0) 1: 0.485 0515
19 P19 (0) 1: 0.803 0.197
20 P20 (0) 1: 0.341 0.659
21 P21 (0) 1: 02720728
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

35
36
37
38
39
40
41
42
43

45
46
47
48
49
50
51
52
53

55

P22
P23
P24
P25
P27
P28
P29
P30
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40
P42
P44
P45
P46
P47
P48
P49
P50
N1

N2

N4

N5

N6

N7

N8

N11
N12

(0)
(20)
(0)
(20)
(0)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(20)
(20)
(0)
(0)
(20)

: 0.869
: 0.873
: 0.323
: 0.731
: 0.126
: 0.484
: 0.763
: 0.712
: 0.170
: 0.827
. 0.669
: 0.198
: 0.753
: 0.515
: 0.229
: 0.579
: 0.152
: 0.106
: 0.119
: 0.224
: 0.297
0 0.144
: 0.452
: 0.858
: 0.609
: 0.078
: 0.724
: 0.117
: 0.172
: 0.263
. 0474
: 0.353
: 0.170
: 0.372

0.131
0.127
0.677
0.269
0.874
0.516
0.237
0.288
0.830
0.173
0.331
0.802
0.247
0.485
0.771
0.421
0.848
0.894
0.881
0.776
0.703
0.856
0.548
0.142
0.391
0.922
0.276
0.883
0.828
0.737
0.526
0.647
0.830
0.628
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56
57
58
59
60
61
62
63

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

85
86
87
88
89

N14
N15
N16
N17
N18
N19
N20
N21
N22
N23
N24
N26
N27
N28
N29
N30
N31
N32
N35
N36
N37
N38
N39
N42
N43
N44
N45
N46
N47
N48
N49
N50
Srl

Sr2

(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(20)
(0)
(0)
(20)
(20)
(20)
(20)
(0)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(20)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)

W W N DN N DN DN N DN DN DN DN DN DN D DN DD DN DD DN DN DD D DNDND DD DNDDDDNDDNDDDNDDN

: 0.327 0.673
: 0.788 0.212
: 0.203 0.797
: 0.170 0.830
: 0.242 0.758
: 0.634 0.366
: 0.655 0.345
: 0.369 0.631
: 0.549 0451
: 0.184 0.816
: 0.495 0.505
: 0.597 0.403
: 0487 0.513
: 0.096 0.904
: 0.269 0.731
: 0.206 0.794
: 0.156 0.844
: 0.640 0.360
: 0.947 0.053
: 0.387 0.613
: 0.913 0.087
: 0.206 0.794
: 0.139 0.861
: 0.167 0.833
: 0.379 0.621
: 0.214 0.786
: 0.678 0.322
: 0.342 0.658
: 0.833 0.167
: 0.195 0.805
: 0.100 0.900
: 0.092 0.908
: 0.935 0.065
: 0.123 0.877
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90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

Sr3

Sr4

Sr5

Sr6

Sr7

Sr8

Sr9

Sr10
Srl1
Sr12
Sr14
Sr15
Srl6
Sr19
Sr20
Sr22
Sr23
Sr24
Sr25
Sr26
Sr27
Sr28
Sr29
Sr30
Sr32
Sr33
Sr34
Sr35
Sr36
Sr37
Sr38
Sr39
Sr40
Sr41

(0)
(20)
(20)
(0)
(20)
(20)
(20)
(0)
(20)
(0)
(20)
(0)
(20)
(20)
(20)
(20)
(20)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(0)
(20)
(0)
(0)
(0)
(20)
(0)
(20)
(0)
(0)
(20)

W W W W W W W W W W W W W W wwwwwowwwwwwwwwwwwwwow

: 0.139
: 0.469
: 0.769
: 0.143
: 0.483
: 0.223
: 0.480
: 0.457
: 0.619
: 0.167
: 0.679
: 0.842
. 0.767
: 0.909
: 0.614
: 0.220
: 0.093
: 0.346
: 0.803
: 0.201
: 0.294
: 0.373
: 0.910
: 0.803
: 0.623
: 0.505
: 0.296
: 0.106
: 0.802
: 0.167
: 0.130
: 0.110
: 0.124
: 0.276

0.861
0.531
0.231
0.857
0.517
0.777
0.520
0.543
0.381
0.833
0.321
0.158
0.233
0.091
0.386
0.780
0.907
0.654
0.197
0.799
0.706
0.627
0.090
0.197
0.377
0.495
0.704
0.894
0.198
0.833
0.870
0.890
0.876
0.724
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124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157

Sr42
Sr43
Sr44
Sr45
Sr46
Sr47
Sr48
Sr49
Sr50
Gl

G2

G3

G5

G6

G7

G8

G9

G10
Gl1
G12
G13
G14
G15
Gl16
G17
G20
G21
G22
G24
G25
G26
G27
G29
G30

(0)
(20)
(20)
(0)
(20)
(20)
(0)
(0)
(20)
(40)
(20)
(20)
(20)
(20)
(20)
(0)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(20)
(20)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(20)
(20)
(20)
(20)
(0)
(20)

B T - T - - N L > T > T T - W ~ N S - N - N S S N S N S L . > T > . - T ~ N ~ N O I G R C0 B O R GO R O B OV B GO N OV ]

1 0.229 0.771
: 0.178 0.822
: 0.096 0.904
: 0.375 0.625
: 0.135 0.865
: 0.090 0.910
: 0.671 0.329
: 0.506 0.494
: 0.233 0.767
: 0.352 0.648
: 0.161 0.839
: 0.304 0.696
: 0.330 0.670
: 0.944 0.056
: 0.558 0.442
: 0.920 0.080
: 0.560 0.440
: 0.806 0.194
: 0490 0.510
: 0.382 0.618
: 0.847 0.153
: 0.581 0.419
: 0.863 0.137
: 0.673 0.327
: 0.867 0.133
: 0.464 0.536
: 0.550 0.450
: 0.849 0.151
: 0.241 0.759
: 0.736 0.264
: 0.893 0.107
: 0.828 0.172
: 0.810 0.190
: 0.904 0.096
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158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191

G31
G32
G33
G34
G37
G39
G40
G42
G43
G44
G45
G46
G471
G438
G50
A2

A3

A4

A5

A6

A8

A10
A12
Al13
Al4
A15
Al6
Al7
A19
A21
A22
A24
A25
A26

(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(0)
(20)
(0)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(20)
(20)
(0)
(0)
(0)
(20)
(20)
(20)
(0)
(0)
(0)
(20)
(0)
(20)
(0)

(@2 IO 2 I @ 2 [N @ » IR @ 2 NN @ 2 IR @ 2 IR @ » NN @ 2 BN @ 2 IN@ 2 (RN @ » IR @ 2 BN @ 2 BN & 2 IR & 2 BN & 2 BN & NN @ ) R S NN D SR D A . L T T > T U ~ S - S S S N S SR o

: 0.871
: 0.891
: 0.085
: 0.370
: 0.234
. 0.177
: 0.400
: 0.368
: 0.912
: 0.633
: 0.553
: 0.116
: 0.789
: 0.918
: 0.683
: 0.447
: 0.816
: 0.375
: 0.808
: 0.838
: 0.405
: 0.604
: 0.746
: 0.333
: 0.903
: 0.869
: 0.588
: 0.093
: 0.825
: 0.874
: 0.320
: 0.844
: 0.857
: 0.135

0.129
0.109
0.915
0.630
0.766
0.823
0.600
0.632
0.088
0.367
0.447
0.884
0.211
0.082
0.317
0.553
0.184
0.625
0.192
0.162
0.595
0.396
0.254
0.667
0.097
0.131
0.412
0.907
0.175
0.126
0.680
0.156
0.143
0.865
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192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225

A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A36
A38
A39
A40
A4l
A42
A43
Ad4
A45
A46
A47
A48
A49
AS50
A51
Bl

B2

B4

B6

B8

B10
B12
B13
B14
B15
B16

(0)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(20)
(20)
(20)
(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(0)
(20)
(0)
(20)
(20)
(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(0)
(0)

o O O O O O o o o o o oo oo o o1 oo o o1 g1 oo o1 g1 oo o101 OO OOl

: 0.928 0.072
: 0.866 0.134
: 0.879 0.121
: 0.881 0.119
: 0.862 0.138
: 0.802 0.198
: 0.678 0.322
1 0.226 0.774
: 0.403 0.597
: 0.808 0.192
: 0.082 0.918
: 0.591 0.409
: 0.199 0.801
: 0.686 0.314
: 0.561 0.439
: 0.114 0.886
: 0.950 0.050
: 0.117 0.883
: 0.626 0.374
: 0.474 0.526
: 0.089 0.911
: 0.126 0.874
: 0.222 0.778
: 0.158 0.842
: 0.814 0.186
: 0.320 0.680
: 0.759 0.241
: 0.883 0.117
: 0.824 0.176
: 0.439 0.561
: 0.493 0.507
: 0.602 0.398
: 0.855 0.145
: 0.442 0.558
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226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256

B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
B26
B28
B29
B30
B31
B32
B33
B34
B35
B36
B37
B38
B39
B41
B42
B43
B44
B45
B46
B47
B438
B49
B50

(20)
(20)
(20)
(20)
(20)
(20)
(0)
(20)
(0)
(20)
(0)
(0)
(20)
(20)
(20)
(20)
(0)
(20)
(20)
(20)
(0)
(0)
(20)
(20)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)

D OO O O O O OO O O O OO O O O O O O OO O 0O O 0O 0O OO O O 0O O O o O

: 0.444 0.556
: 0.220 0.780
: 0.583 0.417
: 0.186 0.814
: 0.565 0.435
: 0.880 0.120
: 0.915 0.085
: 0.745 0.255
: 0.728 0.272
: 0.903 0.097
: 0.892 0.108
: 0.305 0.695
: 0.795 0.205
: 0.516 0.484
: 0.720 0.280
: 0.525 0475
: 0.187 0.813
: 0.155 0.845
: 0.840 0.160
: 0.151 0.849
: 0.229 0.771
: 0.674 0.326
: 0.792 0.208
: 0.910 0.090
: 0.212 0.788
: 0.156 0.844
: 0.098 0.902
: 0.504 0.496
: 0.652 0.348
: 0.526 0.474
: 0.300 0.700



L1SA 3. Néidis programmi MegaBace Genetic Profiler poolt tuvastatud alleelipikkustest. A —
selgelt interpreteeritav ja usaldusvddrne; B — ebausaldusvéarne (muster e vasta juhendis

toodud usaldusvaarsele mustripildile).

(A)

H11 250204-1 H11 O Score; 4.7 Allele 1: 148.8 [F) &llele 2: 157.4 (]
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(B)

C127100304-2 C12.0 Score: 1.7 Allelz 1: 2522 (M) &llelz 2: 2561 (D)
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