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Sissejuhatus

Suur-konnakotkas (Aquila clanga, Pallas 1811) ja véike-konnakotkas (4. pomarina, Brehm
1831) on morfoloogiliselt raskestieristatavad liigid (Forsman 1999), kelle médramist ja
maidratlemist raskendab veelgi asjaolu, et nad ristuvad (Lohmus ja Vili 2001). Kuivord
suur-konnakotkas kuulub ka ohustatud liikide hulka (Véli ja Lohmus 2000, Meyburg et al.
2001), voib ristumine kujutada tdiendavat ohtu populatsiooni siilimisele. Ohtu kujutavad
endast nii hiibriidse pesakonnaga kaasnev “raisatud” sigimispingutus kui ka vodimalik
likkidevaheline geenisiire (siin ja edaspidi pean ma silmas morfoloogilisi liike). Veel iiks
niianss, mis probleemile aktuaalsust lisab, on tdik, et kahtluse alla on seatud ka konnakotkaste
praegune paigutus siisteemis (Helbig et al. 2005a, Lerner ja Mindell 2005). Selleks, et anda
looduskaitselisi ja taksonoomilisi soovitusi, tuleb esmalt vélja selgitada tegelik olukord, ehk
on tarvilik uurida, millise sagedusega toimub ristumine ja tagasiristumine. Sel eesmairgil
asuti otsima liitkide eristamiseks ja hiibriidide tuvastamiseks sobivaid geneetilisi markereid.
Liikide eristamiseks loodeti leida liigispetsiifiliste alleelidega lookused. Juhul kui neid leida
ei onnestu, on vdimalik kasutada ka liikide vahel erinevaid alleelisagedusi. Ehkki tuuma-DNA
markeritest on rohkem kasutatud AFLP-markereid (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)
ja mikrosatelliite, asuti erinevusi otsima intronitest. Intronites olevate punktmutatsioonide
analiilisimine on perspektiivne ja soodsal juhul (kui saab kasutada restriktsioonanaliiiisi) ka
suhteliselt odav meetod. Juhul, kui liikide vaheline geneetiline distants on véike ja ristumine
(sh tagasiristumine) toimub sageli, voib hiibridiseerumise sageduse médramine osutuda lisnagi
raskeks tlesandeks. Seetottu taksonoomilistel ja looduskaitselistel probleemidel peatuks

tiksnes pogusalt.



1. Uldosa (kirjanduse iilevaade)
1.1. Ristumine ja selle tuvastamiseks kasutatavad molekulaarsed markerid

Ristumisega kaasnevad negatiivsed mojud. Esiteks on nii isendile kui ka liigile tervikuna
kasulikum produtseerida “puhtatdulist” kui hiibriidset (sageli viljatut) jirglaskonda. Teiseks
vOib sagedane ristumine viia geneetilise distantsi vdhenemiseni liikide vahel voi koguni
tihe liigi hdvimiseni. Ristumise tuvastamine geneetiliste markeritega on ideaaljuhul lihtne:
kui kummalgi liigil on mingis lookuses fikseerunud mingi (ainult sellele liigile) spetsiifiline
alleel, siis vanemliikide esindajad on homosiigootse (“oma” alleeli suhtes) ja hiibriidid
heterosiigootse genotiiiibiga. Kuid kui toimub tagasiristumine, voi ei leita liigispetsiifilisi
alleele, siis iihestainsast lookusest ei pruugi piisata isegi liikide eristamiseks, rddkimata
hiibriidide tuvastamisest. Monel juhul tuleb usaldusvéirsete tulemuste saamiseks omavahel

vorrelda mitmekiimne lookuse genotiilibiandmeid (Viha ja Primmer 2006).

Viidetavalt on ristumist tdheldatud 10% linnuliikide juures (Grant ja Grant 1992). Eri
riihmades on omavahel segapaare moodustavate liikide osakaal vdga erinev. Niiteks
40% haneliste liikidest on ristunud, samas kui kakulistest on hiibridiseerunud 0,7% ja
piiritajaliste hulgast pole ristumise juhtumeid iildse teada (Grant ja Grant 1992). Ka haukaliste
(kulliliste) hiibridiseerumise kohta on teateid vihe. Morfoloogia pdhjal avaldatud artiklitest
voiks nimetada kolme: lisaks sissejuhatuses mainitud A. Lohmuse ja U. Vili (2001) tdole
konnakotkastest veel iiks samadelt autoritelt (Vili ja Lohmus 2004) ja C. C. Farquhar’i (1998)
artikkel mégiviu Buteo polyosoma ja puunaviu B. poecilochrous ristumisest, milles joutakse
jéreldusele, et nende kahe liigi eristamine morfoloogiliste tunnuste alusel pole pohjendatud.
Molekulaarseid meetodeid on kasutatud neljas artiklis, neist kolm on konnakotkastest: U. Vili
(2002) artikkel perekonna kotkas (4quila) mitokondri pseudo-kontrollregioonist, Vili jt (2004)
ja Helbig’ijt (2005b) artiklid suur- ja viike-konnakotkast. Lisaks Lindbergi ja Nesje (2000) t66
rabapistrikust (Falco peregrinus). Viimases uuriti jahikullikasvandustest lahtipddsenud lindude
mdju kohalikule populatsioonile ja vaadeldi lahemalt juhtu, kus leiti koos pesitsemas raba- ja
jahipistrik (F rusicolus). Mikrosatelliitide abil dnnestus tdestada, et paari emalind oli siindinud
kasvanduses erinevate rabapistriku alamliikide (F. p. peregrinus ja F. p. pealei) ristamisel ja
kurna viljastanud isalind oli raba- ja jahipistriku hiibriid. Autorid mérgivad ka, et raba- ja

jahipistriku hiibriidide viljakus oli juba varem teada.

Teistes linnurithmades, nagu juba mainitud, v3ib ristumine olla mérksa sagedasem. Enamasti
esineb kahe liigi ristumist iiksikjuhtudena, nii on see nditeks suitsupdisukese (Hirundo rustica)
ja kaljupéésukese (Petrochelidon fulva) puhul (Haig et al. 2004), samuti tdpikkaku ja ameerika
metskaku (Strix occidentalis X S. varia) vahel (Martin ja Selander 1975), kodu- ja pdldvarblase

(Passer domesticus X P. montanus) vahel (Solberg et al. 2000) ja soo- ja migikiuru (Anthus
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pratensis X A. spinoletta) vahel (Bures et al. 2002). Niiteid vdiks veelgi tuua, kuid marksa
huvitavamad on liigipaarid, kellel hiibridiseerumist esineb regulaarselt. Nogipardi (A4nas
rubripes) ja sinikael-pardi (4. platyrhynchos) ristumine on pohja-ameerikas viga tavaline
ja toimub, nagu Ankney jt (1986) mérgivad “kus iganes nad kohtuvad”. Ankney jt (1986) ei
suutnud leida liigispetsiifilisi isostitimialleele (24 vaadeldud lookusest osutusid poliimorfseteks
11) ja Nei geneetilised distantsid eri populatsioonide vahel varieerusid samas vahemikus,
kuhu mahtus ka liikidevaheline distants. Eri meetoditega saadud fenogrammid tulid kiill
natukene erinevad, kuid mdlemas olid ndgipartide ja sinikael-partide populatsioonid segilébi,
isegi ilma mingi geograafilise seaduspérata (Ankney ef al. 1986). Mank jt (2004) tuvastasid
mikrosatelliitide abil koguni ndgipardi ja sinikaela geneetilise distantsi vihenemise viimase

saja aasta jooksul.

Veel iiks ndide sagedasest ja suurel maa-ala toimuvast ristumisest on liigipaar hiilgekajakas
(Larus glaucescens) — kiltkajakas (L. occidentalis), kelle areaalid katavad kahe peale kokku
Pohja-Ameerika 1ddneranniku Aleuudi saarestikust kuni California poolsaareni. D. A. Bell’i
(1996) andmetel toimub ristumist tdhelepanuvéirse sagedusega (mones populatsioonis on
hiibriide iile 50%). Geneetilist varieeruvust uuriti isosiliiimide abil (liikidevahelisi erinevusi
alleelides ei leitud) 33 populatsioonis, millest 14 leidus hiibriidseid isendeid (Bell 1996).
Segakolooniates toimus sugulasristumist suurema sagedusega kui iihe liigi kolooniates, mis
tadhendab, et péris vaba ristumist liikide vahel siiski ei toimu (segakolooniad moodustavad
litkide vahel teatava barjdiri). Esteraasi EST-2 lookuses esines iiks alleel kdigis kolooniates,
teine viiksema sagedusega alleel puudus sporaadiliselt mdnes koloonias, kuid kolmandat

alleeli leidus vaid hiibriidsetes kolooniates.

Hiibridiseerumine voib ulatuslikku geenisiiret esile kutsuda ka siis, kui toimub vidga piiratud
(vorreldes liikide levilatega) maa-alal. Rohwer jt. (2001) uurisid ristumist PGhja-Ameerika
sddlikutel (Parulidae). Vaadeldi laaneséélikut (Dendroica occidentalis) ja nulusdilikut (D.
townsendi). Kolm kitsast hiibriidtsooni esineb USA-s Washingtoni osariigi pdhjaosas, kahte
neist uuriti. Kokku méérati ligi 1200 sééliku (kahe liigi peale kokku) mtDNA haplotiiiibid.
Kasutatud meetodiks oli RFLP ehk 1digatud fragmentide pikkuse poliimorfismi uurimine. 663
isendil kasutati tervet mitokondriaalset genoomi, 591 isendil ainult tsiitokroomi oksiidaasi (CO
I) geeni jérjestust. Tulemused olid himmastavad: kui morfoloogiliste tunnuste jargi méaarati
hiibriidsete tsoonide laiuseks ca 125 km, siis laaneséddliku mitokondriaalseid haplotiiiipe leiti
hiibriidtsoonist isegi 2000 km kaugusel Alaska rannikul, kus elavad fenotiiiibiliselt puhtad
nulusidilikud. Kuninganna Charlotte ja Walesi Printsi saartelt, mis asuvad ca 1000 km kaugusel
algselt teada olnud hiibriidtsoonist, leiti koguni ainult laanesééliku haplotiiiibiga nuluséélikuid.
Samas 16unasse (nulusééliku levila) ja itta ei ulatunud hiibriidtsoon geograafilise isolatsiooni

tottu (Kaljumaéed) iile paarisaja kilomeetri.



Siiski esineb ka vdrdlemisi stabiilseid hiibriidtsoone, kust rekombineerunud genotiiiibid
véljapoole ei levi. Palju on uuritud must- ja kaeluskérbsenépi (Ficedula hypoleuca X F.
albicollis) hiibridiseerumist (Satre et al. 1999, Veen et al. 2001, Primmer et al. 2002).
Enamasti kiill 6koloogilisest aspektist (miks ja millistel tingimustel hiibridiseerumine toimub),
kuid hiibriidide kindlakstegemisel ja paariviliste kopulatsioonide uurimisel (Veen et al. 2001)
on kasutatud ka mikrosatelliite (isaduse selgitamiseks) iiheahelalise DNA konformatsiooni
poiimorfismi e. SSCP-d (pesapoegade soo médramiseks) kui ka mtDNA jirjestusi (emalinnu
liigi kindlakstegemiseks). Primmer jt. 2002 kirjeldasid ka 13 punktmutatsioonidega (single-
nucleotide polymorphism e SNP) intronit, millest seitse olid kasutatavad liikide eristamiseks.
Viga huvitavad ristumise ja genotiilipide leviku mustrid on leitud lehelindudel (Phylloscopus
spp.). Viike-lehelinnul pesitseb Ladne-Euroopas alamliik Phylloscopus collybita collybita
ja Hispaanias alamliik P. ¢. brehmii (ibeeria viike-lehelind). Kahe alamliigi laulud on
erinevad (erinevusi leidub ka kehamddtmetes), mistdttu on neid ka eraldi liikidena késitletud
(Helbig et al. 2001). S. Bensch jt avaldasid 2002 (a) aastal t66 (alam)liikide kitsast (20 km)
hiibriidtsoonist Piireneedes, kus esineb vahepealse lauluga isendeid. Uuringus kasutatud
isendid (N=69, ainult isased) jagati laulu jargi kolme riihma (collybita, brehmii ja vahepealne)
ja seejdrel genotiipiseeriti mitokondriaalse tsiitokroom b jérgi, kusjuures avastati viis puhta
fenotiilibiga isendit, kes mtDNA haplotiiiibi jargi oleksid pidanud kuuluma teise alamliiki.
Seejérel tehti AFLP (amplifitseeritud fragmendi pikkuse poliimorfism) analiilis. 13-st
katsetatud AFLP markerist osutus informatiivseks neli, mille erinevaid kombinatsioone
kasutades genotiipiseeriti koik isendid uuesti. Selgus, et viiest “vale” lauluga (voi mtDNA-
ga, kuidas votta) isendist vaid kaks sobisid nii mtDNA kui ka AFLP markerite jérgi kindlasse
alamliiki, tilejdéinud kolm olid ilmselt hiibriidid. Samas hiibriidse fenotiiiibiga isenditest
(N=9) olid kaks genotiiiibilt puhtad ibeeria viike-lehelinnud (P. (c.) brehmii). Asjaolu, et ei
leitud tihtegi isendit, kelle mtDNA ja AFLP markerid omavahel vastuolus oleks olnud, viitab
Haldane’i reegli kehtimisele (hiibriidsetest isenditest on heterogameetne sugu, kelleks lindudel
on emased, viiksema kohasusega vorreldes homogameetse sugupoolega). Sarnane tulemus
saadi ka mikrosatelliitidega (Helbig et al. 2001), kuid kasutatud lookustes olid liikidevahelised
erinevused véiksemad. Viike-lehelinnu alamliikide vahel on geneetilised distantsid iisna
suured, nditeks Rootsis (Hansson et al. 2000), kus 1dunaosas elab P. c. collybita ja pdhjaosas
P c. abietinus, leiti iiks protsent erinevusi tsiitokroom b jdrjestuses, ehkki neljas kasutatud
mikrosatelliidilookuses erinevusi alamliikide vahel ei tuvastatud. Sealseid alamliikide areaale
lahutab ligi 500 km, nii et ristumist ei toimu.

S. Bensch jt avaldasid 2002 (b) ka teise t60, milles kasutati AFLP meetodit. Sedapuhku
olid uurimise alla vdetud Rootsi salu-lehelinnud, kellel, nagu véike-lehelinnulgi, esineb
Skandinaavias kaks alamliiki: 1dunas Phylloscopus trochilus trochilus ja pdhjas P. t. acredula.
Nii salu- kui ka viike-lehelinnu Pohja- ja Lduna-Skandinaavia populatsioonid on oma
praegustele asualadele joudnud eri teid modda ja seda loodeti kajastuvat ka genotiiiipides. Leiti

tiksainus informatiivne AFLP marker, millega saadi ootamatud tulemused: kui kahe alamliigi
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vaheline piir jookseb ld4nest itta 62. laiuskraadi kandis, siis AFLP alleelide piir kulges hoopis
kirdesse, nii et sisemaal oli enamuses acredula ja rannikul trochilus haplotiiiip. Autorid arutlesid
kill sellise olukorra tekkepdhjuste {ile, kuid tunnistasid, et kuna publitseerimata andmetel on
siberi P. t. acredula alamliigist lindudel fikseerunud trochilus alleel, siis fillogeograafilisi

poOhjusi on raske uskuda.

Tuumageenide introneid kasutasid oma t60s ka N. M. Pacheco jt (2002), uurides kahe perekonna
ord (Brachyramphus, Fam. Alcidae) liigi mets-kirjudrdi (B. marmoratus) ja mégi-kirjudrdi
(B. brevirostris) voimalikku hiibridiseerumist. Ehkki ristumist tdestada ei dnnestunud (osalt
ilmselt seetdttu, et ei uuritud iihtegi eeldatavalt hiibriidse fenotiiiibiga isendit), sobis kasutatud
meetod suurepdraselt litkide eristamiseks: kasutatud viies lookuses oli alleelide arv 6-21 (kahe
liigi peale kokku), kusjuures liigid ei jaganud iihtegi alleeli. Ka tsiitokroom b haplotiiiibid olid
erinevad. Autorid avaldasid arvamust, et kahtlemata tuleb uurida ka voimalikke hiibriide, kuid

pigem on tegemist siiski iihe liigi virvusvariatsiooniga.

Nagu niha, on liikide eristamiseks ja ristumise uurimiseks kasutatud suurt hulka eri tiilipi
markereid. Voib jidda mulje, et sobiva markeri leidmine pole kuigi keeruline. Vérvuliste puhul
vOib see nii ollagi, kuid kulliliste 1dhedaste liikide eristamiseks sobivate markerite valimine
on ddrmiselt komplitseeritud. Peamine pohjus, miks on sobivate markerite leidmine nii raske,
on paljude kulliliste vordlemisi véike geneetiline varieeruvus (Negro ja Hiraldo 1994, Negro
ja Torres 1999). On ka liike, kelle iildiselt vdikese geneetiline heterogeensuse taustal on eri
populatsioonid omavahel iisna erinevad (Nesje ef al. 2000a, 2000b). Selle pdhjusena tuuakse
nii roovlindude toitumisstrateegiast tulenevaid viikeseid populatsioone (Barrowclough ja
Gutiérrez 1990) kui ka 19.-20. sajandil (peamiselt “kullisddade” ja pestitsiidimiirgituse tottu)
tugevalt kdikunud arvukust (Nichols et al. 2001, Lifjeld et al. 2002). “Pudelikaelaefekt”
(geneetilise heterogeensuse vihenemine arvukuse drastilise languse jirel) on tavalisim teooria

vihese liigisisese muutlikkuse seletamisel.



1.2. Kulliliste siistemaatika

Konnakotkad kuuluvad kulliliste e haukaliste seltsi (O. Accipitriformes) haugaslaste (Fam.
Accipitridae) sugukonda. Ehkki haugaslaste siistemaatika kohta on ilmunud mitmeid toid,
ei saa paraku oOelda, et selles sugukonnas kdik suhted kindlalt vilja selgitatud oleks. Niiteks
kahtluse alla on seatud konnakotkaste praegune paigutus siisteemis (Helbig et al. 2005a, Lerner
ja Mindell 2005). Kuna ka varem on tehtud ettepanekuid suurteks timberkorraldusteks kulliliste
stisteemis (Sibley ja Monroe 1990), on kohane anda iilevaade sellest, mis on vélja selgitatud
ja mis on viimastes uuringutes kahtluse alla seatud ning ka sellest, milliseid meetodeid on

kasutatud.

Kdige pdhjalikumalt on tdenéoliselt uuritud merikotkaste (Haliaeetus) siistemaatilist kuuluvust
ja liikidevahelisi suhteid. 1995. aastal avaldasid A. Schreiber ja T. Weitzel t60, kus kasutati
27 isostiimilookust (neist ei sobinud liikide eristamiseks ainult kaheksa, koigil teistel oli
viahemalt {ihel liigil teistsugune alleel, perekonnasiseselt poliimorfsed olid kiimme lookust).
Aasta hiljem ilmus M. Winki jt (1996) sulest artikkel, kus lisandusid veel kaks merikotkaliiki
ning vordluseks suur hulk liike erinevatest pereckondadest. Wink jt kasutasid isosliiimide
asemel tsiitokroom-b DNA jirjestust (tunnistades ausalt, et {iheainsa lookuse kasutamine
annab kiisitava viirtusega tulemused). Schreiberi ja Weitzeli saadud dendrogrammid néitasid,
et merikotkad on a) monofiileetiline klaad ja b) ldhemas suguluses harksabade (Milvus), kui nn
paris kotkastega (Aquila). Monevorra erineva tulemuseni joudsid Wink jt (1996) ning Lerner
ja Mindell (2005), saades samuti merikotkastele 1ahimateks sugulasteks harksabad, kuid nende
uurimustes jagunesid merikotkad kaheks haruks. Kdik kolm té6rithma leidsid, et merikotka (H.
albicilla) ja valgepea-merikotka (H. leucocephalus) voib lugeda sdsarliikideks, ning vootsaba-

merikotkas (H. leucoryphus) on nendega lahedalt seotud.

Pohjalik t66 on tehtud viude (Buteo) siistemaatika uurimisel nii perekonna kui ka korgemal
tasemel. Riesing jt (2003) kasutasid uuringus koiki perekonna Buteo liike (mida on
erinevatel andmetel 25-28) ja 10 viudega ldhemas voi kaugemas suguluses olevat liiki. Koos
alamliikidega hdlmas uuring 61 taksonit. Liikide eristamiseks kasutati kahe mitokondriaalse
markeri sekventse, kusjuures t60 kdigus avastati, et pseudokontrollregiooni mittekorduv osa
on evolutsioneerunud umbes kaks korda kiiremini kui nikotiinamiid-adeniin-dinukleotiidi
dehiidrogenaasi kuuenda subiihiku (nd6) geen. Saadud dendrogrammide pdhjal anti soovitusi
leitud parafiileetilisuse kaotamiseks ning sarnaselt C. C. Farquhar’i (1998) to6ga leiti, et
maigiviu (Buteo polysoma) ja puunaviu (B. poecilochrus) eristamine pole pohjendatud.
Hiireviu (Buteo buteo) mitokondri kogujérjestuse vordlemisel mitmete teiste liikide
jarjestustega (Haring et al. 2001) leiti, et kui kogujirjestuse poolest on hiireviu 1dhedasem
valge-toonekurele (Ciconia ciconia) kui rabapistrikule (Falco peregrinus), siis mitokondri

kontroll- ja pseudo-kontrollregioonid on viul ja pistrikul mérksa sarnasemad. Sellest jareldub,
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et ilmselt on haugaslaste (Accipitridae) lahknemine pistriklastest (Falconiidae) toimunud

vahetult peale mdlema rodvlindude haru lahknemist toonekurelistest (Ciconiformes).

Ka alamsugukonna Aquilinae (kuhu kuuluvad ka konnakotkad) siistemaatikast on ilmunud
mitmeid t6id, kuid tuleb tunnistada, et selle iiksuse siisteem pole sugugi selgemaks muutunud,
ehkki ilmselt on tegemist monofiileetilise riihmaga (Wink et al. 1996). Vili (2002), vordles
suur- ja viike-konnakotka, stepikotka (Aquila nipalensis), kadpakotka (4. heliaca) ja
kaljukotka (4. chrysaetos) mitokondriaalse pseudo-kontrollregiooni jirjestusi ja leidis, et
omavahel on lihedasemad suur-ja vdike-konnakotkas ning stepi- ja kddpakotkas. Mdlemad
paarid jdid juurimata ldhimnaabri (neighbour-joining meetodil saadud) puul kaljukotkast
umbes lihekaugusele. 2005. a ilmus jérjest kaks mérksa pohjalikumat artiklit, kus késitleti kogu
alamsugukonda (Helbig et al. 2005a) ja lisaks veel teisi haugaslaste riihmi (Lerner ja Mindell
2005). Mdlemas t60s leiti, et perekond kotkas (Aquila) on parafiileetiline ning suur- ja viike-
konnakotkas on hoopis ldhedasemad harikotkale (Lophaetus occipitalis), kui teistele Aquila
litkidele. Nood moodustasid klaadi koos monede haugaskotka (Hieraaetus) liikidega. Seega
tuleb tddeda, et ebamiirased ja tdiendavat uurimist vajavad pole mitte ainult suur- ja viike-
konnakotkaste omavahelised suhted, vaid ka nende asend siisteemis. Lohmus ja Vili (2001)
on soovitanud konnakotkaid késitleda poolliikidena (semispecies). Et mitte hélbida ristumise
uurimiselt taksonoomiliste vaidluste juurde, siis kasutan mina suur- ja viike-konnakotka

liiginimesid liksnes morfoloogiliste tiilipide tdhistamiseks.



1.3. Senised teadmised konnakotkaste geneetilise mitmekesisuse ja ristumise kohta

Suur-konnakotkaid arvatakse maailmas pesitsevat kuni 3000 paari ja seda alal, mis ulatub
Laanemerest Vaikse Ookeanini. Vaike-konnakotkaid on umbes 10 korda rohkem (vdhemalt
20000 paari), kuid véike-konnakotka levila on iisna piiratud, holmates Kesk- ja Ida-Euroopa
(Meyburg et al. 2001). Liikide areaalid kattuvad {isna laialt: Eestist Poola ja Valgeveneni. Kui
lisada suur-konnakotka levilale ka iiksikute segapaaride esinemiskohad, siis kahaneb viike-
konnakotka levila allopatriline osa pea olematuks.

Eestis on vereproove voetud ja pesapoegade morfoloogilisi tunnuseid uuritud neljal suur-
konnakotka pesitsusterritooriumil. Suur-ja véike-konnakotka segapaari pesitsusi on teada 12
territooriumilt, mitmel siiski ainult Gihel aastal. Lennuvoimestunud on suur-konnakotkaid siiski
rohkem kui hiibriide. Viike-konnakotka pesitsusterritooriume on teada ca 400, enam kui sajast
pesast on poegadelt kogutud ka geneetilist materjali. Hiibridiseerumise teateid on peale Eesti
veel Létist, Valgevenest, Poolast ja Saksamaalt (Ldhmus ja Véli 2001, Dombrovski 2002, Helbig
et al. 2005). Enamikul juhtudel moodustavad segapaari suur-konnakotka emalind ja viike-
konnakotka isalind (Vili 2004, Helbig et al. 2005), on teada ka juhtumeid, kus {iks paarilistest
on ilmselt olnud hiibriidset paritolu (Dombrovski 2002). Viimaste aastate jooksul on teada
saadud mitmeid iillatavaid fakte, mis pole siiski aidanud kindlaks teha hiibridiseerumise ulatust
ja pohjusi. Niiteks mitokondriaalse pseudo-kontrollregiooni uurimisel (Vili 2002) selgus, et
vastu ootusi (ohustatud liikidel on geneetiline muutlikkus tihtipeale vihenenud (Suchentrunk
et al. 1999)) on suur-konnakotka geneetiline heterogeensus antud mtDNA piirkonnas tunduvalt
suurem kui véike-konnakotkal: seitse haplotiilipi kaheksal isendil 12 haplotiiiibi vastu 51
isendil, mis voib viidata kas hiljutisele arvukuse langusele voi geenisiirdele naaberaladelt.
Valimisse voeti ka hiibriidsed isendid, kes mtDNA jirgi jagunesid iiheks véike- ja neljaks
suurkonnakotkaks. Vili jt (2004) t66s kasutati lisaks Eesti lindudele (N=80) ka Leedu (N=29)
ja Kreeka (N=4) péritolu geneetilist materjali. Suur-konnakotkal dnnestus tdnu suurenenud
valimile (13 sekventsi, kasutati ka hiibriidsete isendite mt DNA-d) avastada iiks uus haplotiiiip
(ehkki Leedus ja Kreekas seda liiki ei leidu), vdike-konnakotkal leiti 13 uut haplotiiiipi. Kuna
iks neist esines kdigi kolme piirkonna lindudel, arvasid autorid, et see voib viidata kogu
viike-konnakotka kaasaegse populatsiooni parinemisele viimase jddaja Balkani refuugiumist.
Veel iiks haplotiiiip oli iihine Eesti ja Leedu viike-konnakotkatele, 23 iilejadnud haplotiitipi
olid kdik lokaalpopulatsioonidele spetsiifilised (osa sellest v3ib olla valimivea pohjustatud).
Viike-konnakotka viibimine ji4ajal lihesainsas refuugiumis ja kiire arvukuse kasv seletaksid
ka vihest geneetilist heterogeensust vorreldes viahearvuka suur-konnakotkaga, kellel idapoolse
liigina olid tdenéoliselt paremad tingimused jdéaja iileelamisel: suurem arvukus voi erinevad
refuugiumid.

A.J.Helbig’il jt(2005b) dnnestus koguda vereproovid 61 vdike-, 20 suur- ja kahelt hiibriidselt
konnakotkalt. Erinevalt Vilist ei uurinud Helbig jt mitte mitokondri pseudokontrollregiooni,

vaid kontrollregiooni hiipervarieeruvat regiooni (HVR-1). Peale mtDNA kasutati ka AFLP
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markereid. Uhtegi liigispetsiifiliste alleelidega AFLP lookust ei leitud (poliimorfseid lookusi
leiti 41), kuid statistilise analiiiisiga suudeti suur- ja vidike-konnakotkaid ning hiibriide siiski
tiksteisest eristada. MtDNA tulemused olid méarksa huvitavamad. Mdlemad morfoloogilised
hiibriidid méérati ootuspéraselt (Vili 2004) suur-konnakotkasteks, kuid mtDNA jérgi osutusid
suur-konnakotkasteks ka viis morfoloogiliselt puhast vdike-konnakotkast. Kolm neist péarinesid
Saksamaalt, liks Poolast ja iiks Litist. Eestist on samuti kaks sellist isendit leitud.

Nagu juba mainitud, on varem katsetatud suur- ja vidike-konnakotka ristumist ja populatsioonide
geneetilist struktuuri uurida ka valguliste markeritega (isosiitimid e. isoensiilimid). Nendega
tootamisest loobuti, kuna ei dnnestunud tuvastada poliimorfsust (Saag 2003, 2004). Sarnane
olukord, kus valguliste markerite varieeruvus puudub, on leitud ka Ibeeria kddpakotkal
(Aquila (heliaca) adalbeti). J. J. Negro ja F. Hiraldo (1994) uurisid Ibeeria kiddpakotkal 22
isosiitimi lookust ega leidnud iiheski poliimorfismi, samas kédpakotka idapoolsel (alam)liigil
A. (h.) heliaca varieerusid Schreiberi ja Weitzeli (1995) andmetel 27 lookusest kaks (mida
kasutasid ka Negro ja Hiraldo). 2002. aastal avaldati 18 poliimorfset mikrosatelliiti Ibeeria
kadpakotka jaoks (Martinez-Cruz et al. 2002). Hilisemate uuringute kdigus selgus, et keskmine
alleelide arv lookuses pole viiksem kui idapoolsel kdépakotkal (Martinez-Cruz et al. 2004).
Mitokondriaalsete haplotiiiipide arv ja varieeruvus olid Ibeeria kddpakotkal mitu korda
madalamad, kuid libitud “pudelikaela” populatsiooni 1dhiajaloos ei peetud vihese geneetilise
muutlikkuse pohjuseks, kuna arvukuse langusest on moddas liialt vihe pdlvkondi, et efekt
saaks avalduda (Martinez-Cruz et al. 2004).
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2. Materjal ja metoodika
2.1. Valim ja laboratoorne analiiiis

Analiiiisideks kasutati Eestis aastatel 1997-2005 suur-konnakotka (N=17) ja vdike-konnakotka
(N=142) ja hiibriidsetelt (N=16) pesapoegadelt voetud vereproove. Lisaks 1998. aastal Tallinna
loomaaias suur-konnakotkalt ja 2005. a metsikult tdiskasvanud suur- ja tdiskasvanud viike-
konnakotkalt voetud vereproove. Hiibriidide staatus méérati morfoloogia ja mtDNA (Vili ja

Lohmus 2004) pohjal, monel pesal dnnestus jélgida ka eri liikidest vanalinde.

Liigispetsiifiliste lookuste leidmiseks prooviti 19 erinevat tuumageeni introni jérjestust (igast
geenist iiks) ja mitokodri pseudokontrollregiooni jirjestust (Véli 2002). Kasutatud lookused
olid jargmised: aminolevulinaadi siintetaas (ALASY-8), adeniilaadi kinaas (AK-1), B-kreatiini
kinaas (BC-K), neuraalne sekreteeritud gliikoproteiin (CEPUS), p-fibrinogeen (FIB), lamiin
(LAMA-3), laktaadi dehiidrogenaas (LDH), lamiini retseptori prekursor (LRPP-40), ornitiini
dekarboksiilaas (ODC-78), rekombinatsiooni aktiveeriv geen (RAG-1), rodopsiin (RDPSN),
transformeeriv kasvufaktor 32 (TGFp2), DLC-1 geen (1.6), tundmatu valgu jarjestus (4.1),
26S ATPaasi kompleks (5.6), atsiilil-koensiiim A dehiidrogenaas (7.1), MAGO-proteiin
(8.4), kollapsiini vastuse mediaator (13.3) ja endoteeli differentseerumisfaktor (17.2). BC-K
ja TGFP2 praimerite jarjestused saadi kirjandusest (Bures et al. 2002), samuti ka ALASY-S,
CEPUS, LAMA-3, LRPP-40, ODC ja RDPSN (Primmer ef al. 2002) ning AK-1 ja RAG-1
(Helbig et al. 2005a), samas kirjeldatud PCR-i tingimused vajasid tehniliste raskuste tottu
modifitseerimist. Lookused 1.6, 4.1, 5.6, 7.1, 8.4, 13.3 ja 17.2 on saanud oma numbrilised
lithendid asukohtade jargi kana genoomis ja nende praimerid on vilja tootatud Uppsala

tilikoolis H. Ellegreni jt poolt.

Koigis reaktsioonisegudes kasutati 10 pl kohta 1-2 pl (ca 2 ng) genoomset DNA-d, 0,5 U
FIRE-pol Taq poliimeraasi (Solis Biodyne), 0,2 mMol dNTP-sid, 1 pl 10x reaktsioonipuhvrit
(Solis Biodyne voi Naxo), 0,6-1,2 pl MgCl, (25 mMol/ul), 0,25-1 ul kumbagi praimerit
ja teistest komponentidest iilejaédnud kogus vett. MgCl, ja praimerite (F ja R iihesuguse

kontsentratsiooniga) 1dppkontsentratsioonid lookuste kaupa on koondatud tabelisse 1.

Kasutati kahesuguseid PCR termilisi tsiikleid. Esimene variant algas 2 min kuumutamisega
94° C juures, jargnes 36-38 tsiiklit 30 s 94°, 30 s 52-65 ° (ALASY-8 64°, AK-1 57°, BC-K 55°,
FIB 52°, LAMA-3 65°, LRPP-40 65°, LDH 57°, ODC-78 60°, RAG-1 59° ja TGFP2 65°) ja40 s
72°, viimasele tsiiklile jargnes 4 min 72°. Teine variant algas kuumutamisega 5 min 95° juures,
jargnes 37 tsiiklit 30 s 95°, 30 s 48-58° (1.6 48°, 4.1 57°, 5.6 58°, 7.1 ja 8.4 53°, 13.3 ning 17.2

51°) ja 1 min 72°, viimasele tsiiklile jargnes 10 min 72° jirjestuste pikendamiseks. Rodopsiini
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praimereid katsetati erinevate reaktsioonipuhvrite, MgCl2 kontsentratsioonide ja seondumiste

mperatuuridega, kuid puhast produkti ei dnnestunud saada.

PCR-il paljundatud DNA-jérjestused puhastati eksonukleaas I ja aluselise fosfataasi abil (EXO-
SAP). Proovid sekveneeriti ABI PRISM 377 automaatsekvenaatoril, kasutades DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham) sekveneerimiskomplekti. Sekventsid joondati
késitsi voi Clustal W algoritmi kasutades programmi Bioedit (Hall, 1999) abil.

AK-1, BC-K, LAMA-3, LRPP-40, ODC-78, RAG-1 lookuste sekventside kdrvutamisel
litkidevahelisi erinevusi ei leitud. CEPUS-geenist onnestus sekveneerida vaid iiks jérjestus,
ALASY-8 ja rodopsiin ei andnud PCR-il sekveneerimiseks sobivat produkti. Transformeeriva
kasvufaktori TGFPB2 intronist leiti suur-konnakotkal kaks punktmutatsiooni vorreldes viike-
konnakotkaga, millest iiks tekitas liigispetsiifilise restriktsioonikoha Cai I ensiitimile. Paraku
osutus alleelisageduste médramine restriktsioonanaliiiisil voimatuks. Kuna rohkemate proovide
sekveneerimine tehniliste probleemide tottu samuti ei dnnestunud, polnud vdimalik otsustada,
kas restriktsioonanaliilis ebadnnestus tehniliste probleemide tdttu, voi tuleb liigispetsiifilise
16ikekoha leidmist pidada artefaktiks.

LDH geeni alleelisagedused maiérati otse sekventsidelt. FIB intronis leiti kaks
alleelispetsiifilist restriktsioonikohta ning 1dikamiseks kasutati enstitime Mbo II ja Ssp I (MBI
Fermentas). Lookustes 1.6,4.1,5.6,7.1,8.4,13.3 ja 17.2 leiti igas iiks liigispetsiifiline 16ikekoht.
Restriktaasideks olid vastavalt 1.6 - Alw 21 1, 4.1 -Mbo II, 5.6 -Mnl 1, 7.1 - Van 91 1, 8.4 - Nhe
I[,13.3-Baulja17.2 - Alw 26 I. Reaktsioonitingimused ja -aeg voeti vastavalt tootja juhendile.
DNA fragmendid lahutati agaroosgeelelektroforeesil, homo- ja heterosligoodid médrati silma
jargi. FIB ja LDH lookustes nimetati “A” alleeliks suur-konnakotkal ja “B” alleeliks viike-
konnakotkal sagedasem alleel. Teistes lookustes nimetati “A”-ks ensiitimi 16ikekohata ja “B”-

ks 16ikekohaga alleel.
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2.2. Andmeanaliiiis

Saadud genotiilibiandmete analiilisimiseks ja isendite péritolu midramiseks (suur- ja
viikekonnakotkad voi hiibriidid) kasutati kladistikaprogramme PAUP 4.0b10 (Swofford 1998),
MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck ja Ronquist 2001) ning mudelipdhiseid (ja Markovi ahelaid e
MCMC kasutavaid) populatsioonigeneetikaprogramme Structure (Pritchard et al. 2000) ja
Newhybrids 1.1b (Anderson 2002). Analiilisis kasutati lisaks tuuma DNA tunnustele (FIB,
LDH, 1.6, 7.1, 8.4) ka mtDNA andmeid. Esialgsest valimist kasutati analiiiisis ainult isendeid,
kelle kohta oli teada vihemalt kolme molekulaarse tunnuse seisundid. Saadud andmemaatriks
(vt lisad 1 ja 2) sisaldas kuus tunnust ja 65 isendit, neist 19 suur-konnakotkad, 16 hiibriidid ja
30 viike-konnakotkad.

Koigi kasutatud programmidega tehti proovianaliiilis programmide autorite poolt soovitatud
seadetega. Programmil PAUP lasti genereerida puid nii sédstiprintsiibil (maximum parsimony)
kui ka ldhimnaabri (neighbour-joining) meetodil, MrBayes kasutab maksimaalse tdepéra
meetodit (maximum likelihood). Kladistikaprogrammidega (PAUP ja MrBayes) ei dnnestunud
saada analiilisijaid rahuldavat tulemust st eristada liike ja hiibriide. Eri liikidest ja (eeldatavasti)
hiibriidset péritolu isendid paigutusid saadud kladogrammidel segilidbi. Hea toetusega klaade
moodustasid vaid samade pesitsusterritooriumide erinevate aastate noorlinnud, vdib-olla
tanu ihistele esivanematele. Programm Newhybrids suutis kiill ootuspiraselt riihmitada
suur- ja véike-konnakotkad, kuid ei olnud vdimeline leidma ei hiibriide ega tagasiristandeid
(méairas need vanemliigist isenditeks). Kui andmetest jdeti vilja MtDNA andmed, siis suutis
algoritm hiibriidid kill dra tunda, kuid nende hiibriid olemise tdendosus jéi siiski alla 50
protsendi. Ilmselt vajab ka see programm suuremat lookuste hulka ja suuremaid liikidevahelisi
alleelisageduse erinevusi. Parimad tulemused saadi programmiga Structure. Paraku jii ka selle
programmi lahutusvdime loodetust vdiksemaks. Mdnede lookuste analiiiisist vélja jatmine
tulemusi oluliselt ei mdjutanud. Igalt pesitsusterritooriumilt tiheainsa isendi valimisse jatmine
(viis suur-konnakotkast, 11 hiibriidi ja 29 véike-konnakotkast) monevdrra halvendas lahutuvust

(tdendoliselt valimiveast pohjustatuna).

Pédrast moningat katsetamist jdddi programmi Structure jargmiste seadete juurde: infot
isendi kindlasse liiki (populatsiooni programmi kisitluses) kuulumise kohta ei kasutata
(popinfo=0), populatsioone on kaks (K=2), lubatud on ristumine (admixture), alleelisagedus eri
populatsoonidel on sdltumatu, analiiiisi sissejuhatav osa (burnin) 10 000 arvutust ja analiiiisi
andmete kogumise osa (after burnin) 100000 arvutust, programm teeb iihe korduse e “jooksu”.
Antud analiiiisi jaoks parimate programmi seadete otsimisel tehti iga kord mitu kordust, kuid
kuna eri kordustel saadud tulemused erinesid iiksteisest viga vihe, ei peetud viimase analiiiisi

tegemisel mitme korduse keskmise votmist vajalikuks.
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3. Tulemused

3.1. DNA markerite alleelisagedused

Fibrinogeeni seitmendas intronis leidus viis mutatsiooni, millest kaks andsid alleelispetsiifilised
16ikekohad Mbo II ja Ssp I restriktaasidele. Kokku analiiiisiti 174 isendit ning ei leitud {ihtegi
“B” alleeli suhtes homosiigootset (BB) suur-konnakotkast (joon 1), kiill aga 17 “A” alleeli
suhtes homosiigootset (AA) viike-konnakotkast ning edasisel analiiiisil selgus, et “A” ja “B”

alleelid on viike-konnakotkal tasakaalus (jaotunud vastavalt Hardy-Weinbergi vorrandile).

FIB-7
100 ~

90 -
80

70 A

60 -

50 ~

40 -

Genotiiiibi sagedus %

30 ~
20 -
10| l

0 |

AA AB BB
Genotiiiip | mA. clanga (19) Dhiibriid (16) 0 A. pomarina (139) |

Joonis 1. Fibrinogeeni genotiilipide jaotus konnakotkastel.

Lookustes 1.6, 4.1, 5.6, 7.1, 8.4, 13.3 ja 17.2 leiti igas iiks liigispetsiifiline 1dikekoht.
Restriktaasideks olid vastavalt 1.6 - Alw21l, 4.1 - Mboll, 5.6 - Mnll, 7.1 - Van91I, 84 -
Nhel, 13.3 - Baul ja 17.2 - Alw26I. Tehniliste raskuste tottu lookuste 4.1, 5.6, 13.3 ja 17.2
restriktsioonanaliiiis ebadnnestus ja andmanaliiiisi alustamise ajaks oli joutud genotiipiseerida
ainult mdned isendid. See eest lookused 1.6, 7.1 ja 8.4 analiiiisiti enam kui 60 isendil.
Lookuses 1.6 ei leitud iihtegi “BB” homosiigootset suur-konnakotkast, ehkki heterosiigoote
oli rohkem, kui “AA” homosiigoote (joon 2). Viike-konnakotkastel olid kdigis kolmes (1.6, 7.1,
8.4) lookuses alleelid omavahel Hardy-Weinbergi tasakaalus. Hiibriidide heterosiigootsuseks
igas lookuses tuli ootuspiraselt vihemalt 50 protsenti (joon 2, 3, 4), ehkki kdigi kolme lookuse

suhtes olid heterosiigootsed ainult kaks isendit.
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Joonis 2. Lookuse 1.6 genotiilipide jaotus konnakotkastel
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Joonis 3. Lookuse 7.1 genotiilipide jaotus konnakotkastel
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Joonis 4. Lookuse 8.4 genotiilipide jaotus konnakotkastel

Laktaadi dehiidrogenaasi (LDH) intronis tuvastati suur-konnakotkal iiks punktmutatsioon
vorreldes vidike-konnakotkaga. Sekveneerida Onnestus 28 isendi DNA jérjestused. Ei
leitud iihtegi “AA” homosiigootset viike-konnakotkast ega ka “BB” homosiigootset suur-
konnakotkast (joon 5).
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Joonis 5. LDH genotiiiipide jaotus konnakotkastel.
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3.2. Andmeanaliiiis

Analiiiisi tulemusena saadi iga isendi kohta tdendosus p(i), millega ta kuulub kummassegi
arvutisimulatsioonil saadud populatsiooni (klastrisse, vt lisa 3 ja joon 7). Selle jargi, millise
morfoloogiaga isendid kummaski klastris enamuses olid, nimetasin ma need tinglikult
suur- ja viike-konnakotka populatsioonideks. Koik suur-konnakotkad kuulusid suurema
toendosusega lihte klastrisse (p=0,649-0,943). Vaid kolm isendit olid alla 75% tdendosusega
suur-konnakotkad, neist lihe isendi mtDNA on teadmata (vdib mdjutada tulemust). Teised
kaks parinesid pesapaigast, mida hiljem asustas segapaar, kuid ilmselt on tegemist juhusliku
kokkulangevusega. Hiibriidid jagunesid kolmeks: pooled (kaheksa isendit) paigutusid vihemalt
76% tdendosusega suur-konnakotkaste juurde, viis isendit ei kuulunud dieti kumbagi klastrisse
(p>0,6) ja kolm isendit olid pigem viike-konnakotkad (p>0,72). Neist kolmest iiks oli mtDNA
jéargi viike-konnakotkas (kdik iilejddnud hiibriidid kannavad suur-konnakotka mtDNA-d:
Vili 2002, 2004) ja kahe mtDNA on teadmata. Viike-konnakotkad moodustasid samuti kolm
riihma. Kaks isendit méiéras programm suur-konnakotkasteks (mdlema mtDNA on teadmata).
Kuus isendit ei langenud kumbagi klastrisse (p>0,6), neist iihel on mtDNA suur-konnakotka
haplotiiip ja iihe mtDNA haplotiiiip pole teada. Ulejisinud viike-konnakotkastest eristus
veidi iiks isend (p=0,66), kelle mtDNA pole teada. Teine suur-konnakotka mitokondriaalse
haplotiiiibiga viike-konnakotkas ei eristunud oma (arvatavate) liigikaaslaste pohihulgast.

Andmete graafikule kandmisel moodustusid iisna hésti eristatavad riihmad (joon 6).
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Joonis 6. Analiiiisitud isendite suur- voi védike-konnakotka populatsiooni kuulumise

toendosused.
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Joonis 7. Analiiiisitud isendite suur-konnakotka populatsiooni kuulumise tdoendosused.
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Kui analiiiisi voeti igalt pesitsusterritooriumilt {iksainus isend (viis suur-konnakotkast,
11 hiibriidi ja 29 viike-konnakotkast), siis tulemused oluliselt ei muutunud. Hiibriidide
eristamisvdime (ja sellest tulenevalt ka hiibriidide jaotus graafikul) jdi samaks. Uks viike-
konnakotkas (mtDNA pole teada) ja iliks tagasiristand, kes eelmisel analiiiisil said suur- ja

viike-konnakotkaste vahepealseid vaértusi méérati niitid suur-konnakotkasteks (joon 8).
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Joonis 8. Isendite suur-konnakotka populatsiooni kuulumise tdendosused, kui analiiiisi voeti

igalt pesitsusterritooriumilt {iksainus isend.
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Ehkki andmete puudulikkuse tdttu pole voimalik hiibriide ja tagasiristandeid suur- ja viike-
konnakotkastest eristada, tekkisid siiski kahtlused monede isendite péritolu suhtes (voimalikud
hiibriidid vdi tagasiristandid). Uks suur-konnakotkas (hiljem pesitses samal territooriumil
segapaar), kelle suur-konnakotka populatsiooni kuulumise tdendosuseks saadi koigest 64,9%
eristus teistest suur-konnakotkastest ka peamiselt morfoloogiliste tunnustega tehtud analiiiisil
(Saag 2004). Mainitud analiiiisil sattus see isend maximum parsimony (suurima sidistuga)
kladogrammil hiibriidide hulka. Sarnaselt paigutus ka iiks vdike-konnakotkas, kelle skooriks
praegusel analiitisil jdi 48/52%. Kladogrammil ei langenud ta kiill hiibriidide hulka, kuid ei
kuulunud iihte klaadi ka tihegi teise vdike-konnakotkaga, jiddes hiibriidide ja oma liigikaaslaste
klaadi vahele. Uks tagasiristand ja iiks viike konnakotkas, kes said vahepealseid viirtusi (alla
60% tdendosusega kummaski populatsioonis) olid viga tihedalt seotud ka kladogrammidel.
Osal sdastupuudest oli nendega seotud veel iiks véike-konnakotkas, kes kdesoleval analiitisil
kumbagi populatsiooni ei kuulunud. Koik need isendid (iiks suur- ja kolm vidike-konnakotkast)

voivad olla tagasiristandid.
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4. Arutelu

Traditsiooniliselt vdidetakse, et hiibridiseerumise uuringutes tuleb kindlasti kasutada ka liikide
levilate allopatrilistest osadest périt isendeid. Sellised isendid peaksid eeldatavasti olema
“tdoupuhtad” st liigile algupidraselt omase ja hiibridiseerumisega kaasnevast geenisiirdest
mojutamata genotiiiibiga. Paraku ei pruugi see viike-konnakotkaste puhul voimalik olla,
sest segapaare on leitud peaagu iile kogu levila (Helbig et al. 2005b). Ka on hiljuti leitud, et
allopatrilistest levila osadest parit isenditelt saadav informatsioon ei mdjuta oluliselt hiibriidide
tuvastamist (Vdha ja Primmer 2006). Pseudoreplikatsioonide véltimiseks ei soovitata {lihelt
pesitsusterritooriumilt analiilisi votta mitut isendit. Antud juhul ei ole voimalik kindlalt viita et
tihelt ja samalt pesitsusterritooriumilt périt, kuid eri aastatel stindinud linnud on iiksteise ded
ning vennad. Kotkaste eluiga on kiill pikk ja nad on tihti viga pesapaiga- ja paarilisetruud, kuid
moningane lindude vahetumine siiski toimub (tdestuseks nii puhta kui ka segapaari pesitsemine
eri aastatel iihel territooriumil). Veelgi enam, iihel aastal iihelt pesapaigalt piititud kahe poja ja

tihe vanalinnu genotiilibid olid kdik erinevad, mis lubab neid iseseisvate vaatlustena votta.

Uuritud lookuste genotiilibisageduste graafikutelt torkab silma mitu huvitavat detaili: esiteks
on koigis lookustes hiibriidide heterosiigootsus vihemalt 50%. See on loogiline ja ootuspirane
— vastab Mendeli seadustele. Teiseks vOib oletada viike-konnakotka genotiiiibisageduste
vastavust Hardy-Weinbergi tasakaalule. Viies lookuses see ongi nii, LDH puhul v3ib tegu
olla valimiveaga (lookuste 1.6, 7.1 ja 8.4 valimid on ikkagi ligi 50% suuremad). “AA”
homosiigootide puudumist vdike-konnakotkal on raske seletada teisiti kui valimiveaga, sest
vastasel juhul ei saa heterosiigootsed vidike-konnakotkad périneda mujalt kui hiibriidide
tagasiristumisest. Aga suur-konnakotkast 20 korda arvukamal (Vili 2004) viike-konnakotkal
ei saa teise pdlvkonna hiibriidide (AB genotiiiip) osakaal 15% ulatuda sel pohjusel, et esimese
polvkonna hiibriidide osakaal oleks isegi juhul, kui koik suur-konnakotkad moodustaksid
segapaarid 5% (konnakotkastel lennuvdimestub harilikult iiks poeg pesitsuse kohta). Ka enam
kui poolte suur-konnakotkaste heterosiigootne genootiiiip LDH lookuses “BB’ homosiigootide
puudumise juures viitab valimiveale: PP homosiigoodid on lihtsalt leidmata. Kuid sama
pohjust 1.6 lookuses on raskem uskuda: valim on kolm korda suurem. Loputdds pdhjendasin
suur-konnakotka “BB” homosiigootide puudumist fibrinogeeni lookuses samuti valimiveaga,
kuid niitid on see vihem usutav, sest valim kasvas iile kolme korra. Kuid kui tegemist pole
valimiveaga, siis ei saa heterosiigootsed suur-konnakotkad périneda mujalt kui hiibriidide
tagasiristumisest, mille jaoks 16% suur-konnakotkastest on suur hulk. Samas tagasiristumised
kindlasti toimuvad, sest muidu ei saaks esineda suur-konnakotka mtDNA haplotiilibiga viike-
konnakotkaid (Vili ja Lohmus 2004, Helbig et al. 2005b). Valgevenes on hiibriidse fenotiiiibiga
isendeid pesitsemas ka kohatud (Dombrovski 2002).
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Esmapilgul ndivad konnakotkad esindavat tiilipilist hiibridiseerumise juhtu, mis toimub
haruldase ja tavalise liigi esindajate vahel (Wirtz 1999, Randler 2002). Nagu juba mainitud,
toimub ristumine peamiselt suur-konnakotka emalindude ja vdike-konnakotka isalindude vahel.
Ka see on tiilipiline, sest on arvatud, et hiibridiseerumine toimub suuresti tdnu haruldasema
liigi paariliseta jddnud emalindudele (Wirtz 1999). Ebatiiiipiliseks muudab olukorra sagedus,
millega ristumine toimub. U. Vili (2004) on vilja pakkunud tiiendava hiipoteesi, miks
konnakotkaste vahel ristumine toimub. Igas rodvlinnupopulatsioonis on paariliseta (ja tihti ka
pesitsusterritooriumita) isalinde. Kuna kullilistel on tavaline nn podratud suguline dimorfism
(emalinnud on isastest suuremad) ja on ndidatud, et suuremakasvulised emalinnud on
edukamad sigijad (Lohmus ja Vili 2004), siis voib suurekasvuline suur-konnakotka emalind
véiksekasvulise vidike-konnakotka isalinnu jaoks olla vdga atraktiivne. Selle teooria vastu
rddgib jéllegi hiibridiseerumise sagedus. Tekib kiisimus: kuhu on sel juhul kadunud suur-
konnakotka isalinnud? Voimalik muidugi, et suur-konnakotka emalindude, kui partnerivalikus
aktiivsema osapoole (Wirtz 1999) jaoks on on viike-konnakotka isalinnud samuti tugevaks
stiimuliks, kuid seda pole seni tdestatud (Vili 2004). Hiibridiseerumisega kohastumist on
ndidatud kirbsendppidel (Veen et al. 2001).

Veel iiks vastuolu ilmneb, kui piitida hinnata hiibridiseerumisest tuleneva geenisiirde suunda.
Nagu ka A. J. Helbig jt (2005b) maérgivad, on ootuspédrane (nii sugulisest dimorfismist
kui ka esinemissagedusest tulenevalt), et hiibriidsed emalinnud valivad paariliseks pigem
véike-konnakotka kui suur-konnakotka isalinnu. Hiibriidsete emalindude viljakus on ilmselt
monevorra kahanenud (muidu oleks suur-konnakotka mtDNA haplotiiiibiga védike-konnakotkaid
rohkem teada), olles kooskdlas Haldane’1 reegliga, mille kohaselt heterogameetse soo (lindudel
emased) viljakus langeb hiibridiididel rohkem. Kuna hiibriidsed isalinnud on viike konnakotka
emalindudega {ihesuurused, voi koguni suuremad, peaksid nad eeldatavasti paare moodustama
suur-konnakotka emalindudega. Seega oleks ootuspédrane, et geenisiire toimub peamiselt véike-
konnakotka populatsioonist suur-konnakotka populatsiooni. T6si kiill, kuna suur-konnakotkas
on tunduvalt haruldasem, ei leia koik hiibriidsed isalinnud endale tdenéoliselt paarilist ja
geenisiire peaks enam-vihem tasakaalus olema. Vaadates nii tuumageenide genotiiiibisagedusi
tihekaupa kui ka analiiiisi tulemusi tekib mulje, et otse vastupidi on geenisiire suunatud
suur-konnakotkastelt vidike-konnakotkastele. Kuidas muidu seletada “BB” homosiigootide
puudumist suur-konnakotkaste seas tervelt kolmes lookuses viiest. Samas on kdigis kolmes
lookuses “BB” genotiiiip vdike-konnakotkaste seas tavalisim (joon 1; 2 ja 5). Kui viljenduda
lihtsustatult, siis méérati analiilisil koik suur-konnakotkad (enam-vdhem) kindlalt suur-
konnakotkasteks. Viike-konnakotkad said ka suur-konnakotkale omaseid ja vahepealseid
vadrtusi (joon 6). Need no valesti klasterdunud isendid vdivad olla tagasiristandid voi teise
polvkonna hiibriidid, ehkki liks kahest seniavastatud toendolisest tagasiristandist (Vili ja
Lohmus 2004) oli nii fibrinogeeni kui LDH lookuse suhtes BB homosiigoot (tiilipiline viike-
konnakotkale) ja teine oli “BB” homosiigoot 1.6, 7,1 ja 8.4 lookustes (suur-konnakotkastele on

iseloomulik “AA” genotiiiip).
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Lihedaste liikide puhul tuleb ka arvestada, et “liinid” ei pruugi olla Idpuni sorteerunud. Sellisel
juhul on hiibriidide, aga eriti teise pdlvkonna hiibriidide ja tagasiristandite véljaselgitamine
tunduvalt keerukam. Hiibriidse genotiilibiga isendid vdivad jddda liigisisesest varieeruvusest
tingitud “miira” tottu tuvastamata. Samuti voib “puhtatdulisi” isendeid ekslikult hiibriidideks
pidada, kuna nad on ebatiiiipilise genotiilibiga. Liinide 1dpuni sorteerumatus osaliselt selgitaks

vastuolulisi mustreid genotiiiibisagedustes ja isendite klasterdumises.

Hiibridiseerumise sagedus on enam-vihem teada: segapaare moodustavad kuni pooled suur-
konnakotkastest. Tagasiristumise sageduse ja hiibridiseerumise mdju hindamine on keerukam.
Esiteks on andmeid ikka veel véhe ja teiseks ei pruugi geneetilised liinid 16puni sorteerunud
olla. Mitokondriaalsete markerite abil on seni leitud seitse véike-konnakotka ja hiibriidi
(tagasi)ristandit (Helbig et al. 2004, Vili ja Lohmus 2004). Kuna uuritud on 200 véike-
konnakotkast (N=61 Helbig et al. 2004, N=139 Vili ja Lohmus 2004), siis tagasiristumise
sageduseks tuleb 3,5%. Arvestades nii Helbig’i jt (2004) kui ka selles t66s tuumamarkeritega
saadud tulemusi, voib tegelik tagasiristumise sagedus olla suurem. Suur-konnakotkaste seast
pole iihtegi tagasiristandit tdestada onnestunud ja see on ka raskem kui vdike-konnakotkaste
puhul (on ju enamus hiibriide suur-konnakotka mtDNA-ga). Valgevenest (nagu juba mainitud)
on siiski teada juhused, kus suur-konnakotkaga on koos-pesitsenud tdendoline hiibriid
(Dombrovski 2002). Seega, kui arvestada suur-konnakotka (vdhemalt 10 korda) madalamat
arvukust ja segapaaride moodustumise sagedust, pole vdimatu, et fibrinogeeni lookuse 16%
heterosiigoote (reaalselt kolm isendit 19-st) “BB” homosiigootide puudumise juures (suur-
konnakotkaste seas) on tdepoolest tagasiristandid. Seda enam, et liks neist on eespool mainitud
ebatiiiipilise fenotiiiibiga isend.

Kahtlemata kerkib kiisimus, kas nii sagedase ristumise korral on konnakotkaid mottekas
kisitleda eraldi liikidena? Nn klassikalisteks liikideks ei saa neid sagedase ristumise tottu
pidada. Lohmus ja Vili (2001 ning Vili 2004) on soovitanud suur- ja véike-konnakotkale
poolliigi staatust. Seda ldhenemist tuleks toetada, sest nagu mtDNA andmed niitavad,
eksisteerib siiski teatav ristumisbarjddr, mis ei vdimalda konnakotkaid alamliikidena késitleda,

ka morfoloogilistes tunnustes on kindlad erinevused (Forsman 1999, Vili ja Lohmus 2004).

Omaette probleem on ka hiibriidide késitlemine looduskaitselisest aspektist. Kas kaitsta neid
vordselt haruldasema voi tavalisema liigiga, voi jatta nad hoopiski kaitseta, kui “ebaloomulik”
ndhtus? On soovitatud hiibriide késitleda haruldasema liigi esindajatena v3i vihemalt nendega
vordselt (Haig et al. 2004). Eestis on nii suur- kui ka véike-konnakotkas I kaitsekategooria
(kdige rangem) kaitsealused liigid ning segapaaride pesitsusterritooriumidel kehtivad samad

piirangud mis suur-konnakotka territoorimidel.

24



Kokkuvotvalt tuleb tddeda, et iiks mitokondriaalne ja viis tuumageeni lookust on ilmselt véhe,
et hiibriide tuvastada. J.-P. Vdhé ja C. R. Primmer’i (2006) jérgi oleks esimese pdlvkonna
hiibriidide tuvastamiseks vaja 12-24 lookust ja tagasiristandite eristamiseks “puhtatdulistest”
isenditest vihemalt 48 lookust. Vidha ja Primmer kasutasid oma t66s mikrosatelliite, intronite
jérjestusi kasutades on see vdimalik ka vidiksema lookuste arvuga (Munoz-Pomer Fuentes
2005), kuid orienteeruvalt 10 liike eristavat markerit oleks siiski tarvis. Seega tuleb tddeda, et

vaatamata suurtele pingutustele on olukord siiski veel ebaselge ja uuringuid tuleks jatkata.
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5. Kokkuvote

Suur- (Aquila clanga, Pallas 1811) ja vidike-konnakotkas (4. pomarina, Brehm 1831) on
morfoloogiliselt raskestieristatavad liigid (Forsman 1999). Nende miiramist ja taksonoomilist
maidratlemist raskendab veelgi asjaolu, et nad ristuvad (Lohmus ja Vili 2001). Kuivord
ristumine voib kujutada tdiendavat ohtu suur-konnakotkale, kes kuulub ohustatud liikide hulka
(Vali ja Lohmus 2000), on oluline vilja selgitada ristumise sagedus ja ristumise tagajirjed
liikidele.

To0s kasutati kuut DNA markerit: itht mtDNA lookust ja viit tuumalookuse intronit.
Genotiipiseeriti 19 suur-konnakotkast, 30 viike-konnakotkast ja 16 hiibriidset isendit.
Hiibriidide staatus maéddrati morfoloogia pdohjal. Populatsioonigeneetilisteks analiilisideks

kasutati mudelipohist klasterdusmeetodit (ja programmi Structure).

Uldjoontes dnnestus eristada suur- ja viike-konnakotkad. Morfoloogia pdhjal hiibriidideks
midratud isendeid suur- ega viike konnakotkastest eristada ei Onnestunud, kuid viike-
konnakotkaste seast eristus rithm isendeid, kes voivad olla hiibriidset péritolu. Véikeste
valimite ja kasutatud markerite vihesuse tottu jdid liikidevahelised suhted siiski segaseks ja

kindlasti on vajalik uuringute jiatkamine.
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6. Summary

Interbreeding of Greater Spotted and Lesser Spotted Eagles (Aquila clanga et A. pomarina,

Acciptriformes: Accipitridae) — a study using molecular markers

The Greater Spotted (Aquila clanga Pallas 1811) and the Lesser Spotted Eagle (4. pomarina
Brehm 1831) are species which are morphologically difficult to distinguish (Forsman 1999).
Their identification and taxonomic determination are even more complicated tasks due to the
fact that they interbreed (Lohmus & Vili 2001). As interbreeding may cause an extra threat for
Greater Spotted Eagle, who is an endangered species (Vili & Lohmus 2000), the hybridization

frequency and consequenses of hybridization are important items of research.

In this study, six DNA markers were used to separate species: one mitochondrial locus and
five nuclear introns. 19 Greater Spotted, 30 Lesser Spotted Eagles and 16 hybrid individuals
were genotyped. The hybrid status was determined by morphology. A model-based clustering

method (program Structure) was used for population genetics analysis.

In general, it was possible to separate the samples of Greater Spotted and Lesser Spotted
Eagles. Specimens determined as hybrids by morphology could not be separated from Greater
Spotted and Lesser Spotted Eagles. Still, among Lesser Spotted Eagles there was a group of

specimens which was distinguished from others. These birds might be of hybrid ancestry.

The interspecific relationships remained still unclear because of small sample sizes and small

number of used markers. Further investigation is recommended.

Tanuavaldused

T4nan oma juhendajaid Ulo Vili ja Urmas Saarmat juhendamise ja igakiilgse abi eest. Samuti
tdnan koiki teisi, kes mulle selle t66 ettevalmistamisel ja valmimisel ndu ja jouga abiks on
olnud. Ulo soovin eraldi tinada veel selle eest, et mul iilepea on olnud vdimalik niivord

huvitava teema kallal tootada.
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Lisad

Lisa 1
Analiitisis kasutatud andmetabel
Isendi | Territoorium | Aasta Liik Lookus

nr

mtDNA | FIB7 | LDH prim prim prim

1.6 7.1 8.4

1 1 1999 | A. clanga C AA AA AA AA
2 1 2000 | A. clanga C AA AA AA AA
3 1 2001 | 4. clanga C AA AB AA AA
4 1 2002 | A. clanga C AA AB AA AA
5 1 2003 | A. clanga C AA | AB AB AA AA
6 2 1997 | A. clanga AA AB AB AB
7 2 1999 | A. clanga C AB AB AB AB
8 2 2000 | A. clanga C AB AB BB AB
9 2 2001 | 4. clanga C AA AB BB AB
10 Z00 1998 | A. clanga Ad C AA AA BB AA
11 3 2002 | A. clanga C AA | AB AA AB
12 3 2003 | 4. clanga C AA AB AB AA AA
13 3 2004 | A. clanga AA AA AB
14 3 2005 | A. clanga AA AB AA AB
15 3 2005 | A. clanga AA AA AA BB
16 3 2005 | 4. clanga Ad AB AA AA AB
17 4 2002 | A. clanga C AA | AA AA AA AB
18 4 2003 | A. clanga C AA AA AA AA BB
19 4 2004 | 4. clanga AA AA AA AB
20 5 2001 | hiibriid AA AB AB AB
21 5 2003 | hiibriid AA AA AB AB
22 5 2005 | hiibriid AA AA AB AB
23 2 2002 | hiibriid C AB AB AB BB
24 2 2004 | hiibriid AB BB AB
25 6 2004 | hiibriid AA AB AA AB
26 7 1999 | hiibriid C AA AB AA AB
27 8 2000 | hiibriid P BB AA AB
28 9 2002 | hiibriid C AB BB AB AB AB
29 10 2001 | hiibriid C AB BB AB AB
30 11 2005 | hiibriid AB BB AB BB
31 12 2004 | hiibriid AB BB AB AB
32 13 2003 | hiibriid C AB AB AA BB
33 14 1999 | hiibriid C AB AB BB AA
34 14 2000 | hiibriid C AB AB BB AA
35 14 2001 | hiibriid C AB AA BB AB
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Analtiiisis kasutatud andmetabel

Lisa 1 (jérg)

Isendi | Territoorium | Aasta Liik Lookus

nr

mtDNA | FIB7 | LDH prim prim prim

1.6 7.1 8.4

36 15 2004 | A. pomarina AB BB AA BB
37 16 2003 | 4. pomarina P BB BB AB BB
38 17 2004 | A. pomarina AB BB AB BB
39 18 2002 | A. pom. tagasiristand C BB BB AB BB
40 19 2002 | A. pomarina P AB AB AB AA AA
41 20 2002 | 4. pomarina P BB BB AB AB BB
42 21 2002 | A. pomarina P BB BB AB AB BB
43 22 2001 | 4. pomarina P AA AA AB
44 23 2002 | A. pom. tagasiristand C AA BB BB BB
45 24 2005 | A. pomarina AA AA BB BB
46 10 2005 | 4. pomarina AB BB AB BB
47 25 2005 | A. pomarina AA AB AB AB
48 26 2002 | A. pomarina P AB BB AA AA BB
49 27 2003 | 4. pomarina P BB AB BB BB
50 28 2002 | A. pomarina P BB BB AA
51 29 2002 | A. pomarina P BB BB BB AB AB
52 30 2003 | A. pomarina P BB BB AB BB
53 31 2002 | A. pomarina P BB BB BB AA BB
54 32 2002 | A. pomarina P AB BB AB AB BB
55 33 2002 | A. pomarina P BB BB AB AA BB
56 34 2002 | A. pomarina P AA AB AB AA BB
57 34 2004 | A. pomarina AA BB AB BB
58 35 1998 | A. pomarina P BB BB AA AA
59 36 2002 | A. pomarina P AB BB BB AB BB
60 37 2002 | A. pomarina P AB AB AA BB BB
61 38 2003 | 4. pomarina P BB BB AA BB
62 39 2002 | A. pomarina P BB BB AB AA AB
63 40 2005 | A. pomarina AA BB BB
64 41 2002 | A. pomarina P AA BB BB AA BB
65 42 2002 | A. pomarina P BB BB
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Lisa?2

Kodeeritud tunnuste tabel

1 tdhendab “A” ja 2 “B” alleeli, -9 andmete puudumist

prim 8.4

prim 7.1

prim 1.6

LDH

-9

-9

-9

FIB7

Lookus

mtDNA

-9

-9

-9

Isendi nr

10
10
11
11

12
12
13
13
14
14
15
15
16
16
17
17
18
18
19
19
20
20
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Lisa 2 (jérg)

Kodeeritud tunnuste tabel

1 tdhendab “A” ja 2 “B” alleeli, -9 andmete puudumist

prim 8.4

prim 7.1

prim 1.6

LDH

-9

-9

-9

-9

-9

-9

-9

FIB7

-9

Lookus

mtDNA

-9

-9

-9

-9

-9

Isendi nr

21

21

22
22
23
23
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24
25
25
26
26
27
27
28
28
29
29
30
30
31

31

32

32

33
33
34

34
35

35
36
36
37
37
38
38
39
39
40

40
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Lisa 2 (jérg)

Kodeeritud tunnuste tabel

1 tdhendab “A” ja 2 “B” alleeli, -9 andmete puudumist

prim 8.4

prim 7.1

prim 1.6

-9

LDH

-9

-9

FIB7

Lookus

mtDNA

-9

-9

-9

Isendi nr

41

41

42

42

43

43

44

44

45

45

46

46
47

47
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48

49

49
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50
51

51
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60
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Kodeeritud tunnuste tabel

1 tdhendab “A” ja 2 “B” alleeli, -9 andmete puudumist

Isendi nr Lookus
mtDNA FIB7 LDH prim 1.6 prim 7.1 prim 8.4
61 2 2 -9 2 1 2
61 -9 2 -9 2 1 2
62 2 2 2 1 1 1
62 -9 2 2 2 1 2
63 -9 1 -9 -9 2 2
63 -9 1 -9 -9 2 2
64 2 1 2 2 1 2
64 -9 1 2 2 1 2
65 2 2 2 -9 -9 -9
65 -9 2 2 -9 -9 -9

Lisa 2 (jérg)
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Programmi Structure analiiiisi tulemused

Isendi nr | Territoorium Aasta Liik p (A. pomarina) | p (A. clanga)
1 1 1999 A. clanga 0.059 0.941
2 1 2000 A. clanga 0.06 0.94
3 1 2001 A. clanga 0.06 0.94
4 1 2002 A. clanga 0.06 0.94
5 1 2003 A. clanga 0.102 0.898
6 2 1997 A. clanga 0.213 0.787
7 2 1999 A. clanga 0.35 0.65
8 2 2000 A. clanga 0.351 0.649
9 2 2001 A. clanga 0.156 0.844
10 Z00 1998 A. clanga Ad 0.064 0.936
11 3 2002 A. clanga 0.119 0.881
12 3 2003 A. clanga 0.1 0.9
13 3 2004 A. clanga 0.186 0.814
14 3 2005 A. clanga 0.209 0.791
15 3 2005 A. clanga 0.184 0.816
16 3 2005 A. clanga Ad 0.284 0.716
17 4 2002 A. clanga 0.057 0.943
18 4 2003 A. clanga 0.078 0.922
19 4 2004 A. clanga 0.106 0.894
20 5 2001 hiibriid 0.149 0.851
21 5 2003 hiibriid 0.085 0.915
22 5 2005 hiibriid 0.107 0.893
23 2 2002 hiibriid 0.424 0.576
24 2 2004 hiibriid 0.513 0.487
25 6 2004 hiibriid 0.209 0.791
26 7 1999 hiibriid 0.147 0.853
27 8 2000 hiibriid 0.814 0.186
28 9 2002 hiibriid 0.498 0.502
29 10 2001 hiibriid 0.553 0.447
30 11 2005 hiibriid 0.859 0.141
31 12 2004 hiibriid 0.72 0.28
32 13 2003 hiibriid 0.528 0.472
33 14 1999 hiibriid 0.24 0.76
34 14 2000 hiibriid 0.239 0.761
35 14 2001 hiibriid 0.212 0.788
36 15 2004 A. pomarina 0.86 0.14
37 16 2003 A. pomarina 0.938 0.062
38 17 2004 A. pomarina 0.864 0.136
39 18 2002 A. pom. tagasiristand 0.842 0.158
40 19 2002 A. pomarina 0.419 0.581
41 20 2002 A. pomarina 0.916 0.084
42 21 2002 A. pomarina 0.917 0.083
43 22 2001 A. pomarina 0.414 0.586
44 23 2002 A. pom. tagasiristand 0.462 0.538
45 24 2005 A. pomarina 0.196 0.804

Lisa 3
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Programmi Structure analiiiisi tulemused

Isendi nr | Territoorium Aasta Liik p (A. pomarina) | p (A. clanga)
46 10 2005 A. pomarina 0.864 0.136
47 25 2005 A. pomarina 0.215 0.785
48 26 2002 A. pomarina 0.756 0.244
49 27 2003 A. pomarina 0.894 0.106
50 28 2002 A. pomarina 0.92 0.08
51 29 2002 A. pomarina 0.912 0.088
52 30 2003 A. pomarina 0.939 0.061
53 31 2002 A. pomarina 0.948 0.052
54 32 2002 A. pomarina 0.859 0.141
55 33 2002 A. pomarina 0.915 0.085
56 34 2002 A. pomarina 0.485 0.515
57 34 2004 A. pomarina 0.664 0.336
58 35 1998 A. pomarina 0.797 0.203
59 36 2002 A. pomarina 0.919 0.081
60 37 2002 A. pomarina 0.531 0.469
61 38 2003 A. pomarina 0.939 0.061
62 39 2002 A. pomarina 0.858 0.142
63 40 2005 A. pomarina 0.39 0.61
64 41 2002 A. pomarina 0.857 0.143
65 42 2002 A. pomarina 0.922 0.078

Lisa 3 (jérg)
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