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MONITORING OF GENETIC DIVERSITY IN FARMED DEER POPULATIONS

USING MICROSATELLITE MARKERS
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ABSTRACT

Deer (Cervidaei) belong to the most important species used as farmed animals. We focused on assesing the genetic diversity
among five deer populations. Analysis has been performed on a total of 183 animals originating from Czech Republic,
Hungary, New Zealand, Poland and Slovak Republic. Genetic variability were investigated using 8 microsatellite markers
used in deer. Statistical data of all populations we obtained on the basis of Nei statistics, using by POWERMARKER 3.23
programme. Graphical view of relationships among populations and individuals in the populations was obtained using the
Dendroscope software. Molecular genetic data combinated with evaluation in statistical programmes could lead to

a complex view of populations and diffrences among them.
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UVOD

Jelenia zver (Cervidae) je v stcasnej dobe jednym zo
zaujimavych zivoéiSnych druhov chovanych na farmach,
ale vyuzivana aj ako divo- Zzijuca lovna zver. Strata
genetickej diverzity bola pozorovana u vsetkych druhov,
ktoré sa vyuzivaju ako farmové zvierata. Od 80-tych rokov
sa Vyuzivaju genetické markery zalozené na variabilite
DNA, ¢o umoziuje identifikaciu populacii ale taktiez
jedincov medzi sebou (Poetsch et al., 2001). Pouzitie
mikrosatelitnych markerov na vyhodnocovanie genetickej
diverzity a pribuznosti medzi jednotlivymi populaciami je
zdokumentované v mnohych §tadiach (Xu Yan-chun et al.
2001). Praca vychadzajuca z mikrosatelitnych markerov
hodnotiaca premiesanie populacie jelefiov a nerovnovahu
Vv sledovanej skupine bola popisana v praci Slate et al.
(2007). Biodiverzitu Francuzskej populacie popisali
Frantz et al. (2008). Nizka genetickd diverzita moéze
vznikat' ako nasledok rapidnej redukcie zvierat, ako aj
introdukcie skupiny zvierat do novej lokality. Znizena
diverzita sa prejavuje hlavne redukciou poctu alel
a zniZzenou hodnotou heterozygozity (Webley et al., 2007).
Stcasny vyvoj molekularnej biologie a Statistiky umoznuje
identifikaciu a vyuzitie genomickej variacie. Rozne
Statistické programy vyuzivajice genetické udaje boli
vyvinuté na hodnotenie pribuznosti medzi populaciami.
Cielom tejto prace bolo vyhodnotit' geneticku variabilitu
medzi piatimi, rézne velkymi, populdciami farmovych
jelenov.

MATERIAL A METODY

DNA bola izolovana z chlpovych cibuliek z celkového
poétu 183 farmovych jelefiov pochadzajucich z Ceskej
Republiky (50), Madarska (30), Nového Zélandu (45),
Pol'ska (45) a Slovenskej Republiky (13). Ako zdroj DNA
sme pouzivali bunkovy lyzat. V modifikovanom PCR
multiplexe podl'a Ernsta (2008) bolo pouzitych 8
mikrosatelitnych markerov. Mastermix obsahoval 1 pl
lyzatu; 1,2x Go Taq® Hot Pufor (Promega, Medison
USA); 0,34 mM dNTP (Applied Biosystems); 1,8 mM
MgCl, (Promega, Medison USA); 0.5 U GoTaq® Hot
Start Polymeraza (Promega, Medison USA); 3%
DMSO, rozne koncentracie primerov (80 - 400 nM) a

redestilovani vodu doplneni do objemu 10 pl. PCR
reakcia prebiehala na pristroji PTC-150 Minicycler™
v krokoch: predinkubacia pri 95°C, 5 min.; 30 cyklov
pozostavajtcich z denaturacie (95°C, 30 s.), aneling (59°C,
90 s.) a extenzie (72°C, 90 s.), zavereCna extenzia pri
72°C, 1 min. achladenie na 15°C (1s.). Fragmenty¢na
analyza PCR produktov prebiehala pomocou pristroja ABI
Prism® 310 Genetic Analyzer (AppliedBiosystems)
a genotypy jedincov boli vyhodnotené softvérom
Genemapper.  Genetickd  diverzita populacii bola
vyhodnotena pomocou Nei (1983) Statistiky v programe
POWERMARKER 3.23 (Liu and Muse, 2005) - pocet
alel (NA), pocet genotypov, pozorovana (Ho) a o¢akavana
heterozygozita (He) a Hardy-Weibergova rovnovaha
(HWE). Dendrogramy boli zostrojené pomocou softvéru
Dendroscope (Huson et al, 2007).

Tabul’ka 1 Zoznam primerov , farbicka pouzivana pri
fragmentacnej analyze, sekvencia primerov

BM888 VIC — ACTAGGAGGCCATATAGGAGGC!//
AGCTCAAAACGAGGGACAGGG
(Talbot et al., 1996)

6FAM - AAGTTAATTTTCTGGCTGGAAA
ACCCCAG//ACCTGACCCTTACTCTCTTC
ACTC (Buchanan et al., 1994)

OarFCB5

RM188 VIC — GCACTATTGGGCTGGTGATT//
GGTTCACAAAGAGCTGGAC

(Barendse et al., 1994)

RT1 VIC-CATATGGCTAACTACCTAGCTTG
CC/IGAGTCCCAAAGATTTCAGCCCTAC
(Wilson et al., 1997)

RT13 NED — GCCCAGTGTTAGGAAAGAAGA/I
CATCCCAGAACAGGAGTGAG

(Wilson,et al., 1997)

T26 6FAM — TGCCATAGTTTTTCCTACCTTC//
GAAGTTCCAATAGACACGCTC
(Jones et al., 2002)

T156 6FAM — ATGAATACCCAGTCTTGTCTG//
TCTTCCTGACCTGTGTCTTG

(Jones et al., 2002)

T501 PET - CTCCTCATTATTACCCTGTGA

ACATGCTTTGACCAAGACCC

(Jones et al., 2002)
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V naSej praci sme hodnotili genetickll variabilitu medzi
populaciami farmovych jeleiov pochadzajucich z piatich
krajin. Celkovo sme pozorovali 140 alel v 8
mikrosatelitnych lokusoch. Pocet alel na lokus sa
nachadzal v rozmedzi od 12 (RM188, T501) do 27 (RT13)
s priemernym poctom 17,5. Mozeme konstatovat’ Zze
zvolené mikrosatelitné markery st polymorfnejsie ako
markery publikované v praci Zidek et al. (2011) s
priemernym poctom alel 11,5. He na lokus u vsetkych
populécii sa nachadzal v rozmedzi 0,714 (RT1) a 0,912
(RT13), v priemere 0,846 (Tab. 2.). Hodnota Ho na lokus
sa nachadzala v rozmedzi 0,628 (RT13) a 0,857
(OarFCBS). Tieto hodnoty su porovnatelné s najnizSou a
najvyssou hodnotou Ho uvedenymi v praci Zidek et al.
(2007). Priemerna hodnota Ho je 0,743 a je porovnatel'né s
priemernou hodnotou Ho na lokus v praci Perez-Espona
et al. (2008). Ked'ze je hodnota Ho v lokuse RT13 mala v
pomere k poctu genotypov, mdzeme uvazovat, Ze tu
dochadza k urcitej fixacii alel.

Obrazok 1 Matica genetickych vzdialenosti je vyratana
na zaklade pozorovanej alelovej frekvencie jedincov. SK
(tyrkysova), HU (modrd), CR (zelend), NZ (zlta), PL
(Cervend).

Obrazok 1 je detailnejSim zobrazenim populacii
a predstavuje vzajomné premieSanie populacii. Kazda
vetva na grafe predstavuje jedinca. Dendrogram je
rozdeleny do Styroch hlavnych vetiev. Ceska populacia
(zelend) sa nachadza na samostatnej vetve a je najmenej
premiesana. madarskd populacia (modrd) sa nachadza
taktieZ na samostatnej vetve blizko ¢eskej populacie.

Jedinci pol'skej populacie su rozdeleny do viacerych
vetiev a nachadzaji sa prevazne na jednej hlavnej vetve
spolu so slovenskou (tyrkysova) a novozélandskou (zItd)
populaciou. Stvrti vetvu tvori mala skupina pol'skych
jedincov. Vsetky populédcie vytvaraji samostatné zhluky
jedincov az na pol'sku populaciu.

Tabul’ka 2 P<0,001 vo vSetkych lokusoch

Marker pocet pocet He Ho
genotypov alel
OarFCB5 51 13 0.881 | 0.857
T156 59 20 0.879 | 0.771
BM888 68 24 0.881 | 0.836
RT1 37 17 0.714 | 0.644
RT13 75 27 0.912 | 0.628
T501 42 12 0.822 | 0.732
T26 46 15 0.865 | 0.711
RM188 38 12 0.815 | 0.771
Mean 52 17.5 0.846 | 0.743
sk
Nz
PL
HU

CR

Obrazok 2 Genetické vzdialenosti medzi populaciami
boli vypocitané z priemernej frekvencie alel u vSetkych
jedincov v populécii.

Obrazok 2 je grafickym zobrazenim genetickych
vzdialenosti medzi vSetkymi piatimi populaciami.
Slovenska a Novozélandskd populdcia maji navzijom
mensiu genetick vzdialenost’ a vytvaraji prva skupinu.
K nim najvzdialenejia je populacia Z Ciech, ku ktorej je
priradena Madarska populacia. Medzi tymito dvomi
skupinami sa nachadza Polskd populacia, ktora ma
priblizne rovnaka geneticku vzdialenost’ od oboch skupin.

ZAVER

Genetickd variabilita bola vyhodnotend u piatich
populacii  farmovych jelefiov  pochadzajicich zo
Slovenska, Mad’arska, Ceskej Republiky, Nového Zélandu
a Pol'ska. M6Zeme skonstatovat, ze vybrané mikrosatelity
su dostatocne polymorfné a vhodné na analyzy tohto
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druhu. Geneticka diverzitu a premieSanie jedincov sme
vizualizovali pomocou dendrogramov na ktorych mézeme
vidiet, ze jedinci z danych populacii maju tendenciu
vytvarat samostatné zhluky. Vysledky poukazuji na
genetickil  ustalenost’ jednotlivych skupin zvierat. Na
zaklade vysledkov mozeme taktiez konStatovat, ze
jednotlivé  populdcie maji  dostatoéné  genetické
vzdialenosti.  Molekularno-genetické tudaje a ich
vyhodnotenie pomocou Statistickych programov nam
umoziuju komplexny pohl'ad na populécie.
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