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1. UVOD

Chov bilé jeleni zvéfe predstavuje v Ceské republice unikatni chovatelskou
problematiku. Cilem chovatelského usili je ziskdni maximalniho zastoupeni standardné bilych
jedinct pii zachovani jejich dobrého zdravotniho stavu a reprodukce. V pribéhu historie
jejiho chovu v naSich zemich vSak nckolikrat kriticky poklesly jeji pocetni stavy. Nevole
(1992) uvadi, ze se z téchto diivodi zacaly v populaci projevovat nékteré negativni disledky
ptibuzenské plemenitby - inbreedingové deprese (napf. télesné anomalie, zkraceni spodni
Celisti, relativné nizky vék, slaba konstituce a snizend natalita). Proto bylo v historii chovu
nékolikrat pfistoupeno k osvézeni krve divoce zbarvenou jeleni zvéii a v roce 1973 doslo

k zalozeni druhého oborniho chovu u nas.

Systematicka prace s cilem objasnit podstatu genetického vedeni bilého zbarveni jeleni
zvéfe byla vedena v ZzehuSickém a Zlebském chovu BartoSem et al. v70. — 80. letech
minulého stoleti. Do soudasnosti jsou tyto poznatky vyuzivany v chovech LCR, s.p.,
nevyjimaje oboru Zleby. Pies velké chovatelské usili se ve Zlebské obote, pravdépodobng
vlivem vyuzivani omezené chovatelské zakladny (inbreedingu), naddle vyskytuji nékteré
negativni zdravotni jevy (napf. télesné anomalie). Z téchto divoda zde bylo zapocato feSeni
vyse jmenovaného projektu, kde bylo vyuzito molekuldrné-genetickych metod k diagnostice
ptibuzenské plemenitby. Prace se skladala jednotlivych kroki: odebirani vzorkt krve (barvy)
z jedinc a uskladnéni téchto vzorkti v tzv. DNA bance; vytvofeni a evidence udaji
o jednotlivych kusech jeleni zvéfe v databance; molekularné-genetické analyzy, na jejichz
zaklad¢ byla zalozena tzv. identifikacni karta jedince; vypocet koeficientu inbreedingu
u studovaného souboru zvéte. Na zaklad¢ ziskanych vysledk pak bylo mozné navrhnout

nova doporuceni k chovu.

2. GENETICKE VLIVY V CHOVU BILE JELENI ZVERE
2.1. Zakladni genetické pojmy

Genetika je nauka o dédi¢nosti a proménlivosti znakd. Znakem se v genetice oznacuji
vlastnosti organismtl nebo bun¢k. Rozd¢lujeme je na znaky morfologické (tvar a rozméry téla
i jeho jednotlivych organt), funkéni (vykondvani urcitych zivotnich funkci) a psychické
(temperament, inteligence, nadani). Vychodiskem kteréhokoli znaku je urcitd biochemicka

reakce, kterd je podminéna specifickym enzymem.



Projekt Grantové sluzby LCR

Vyuziti mikrosatelitnich analyz pFi Slechténi populace bilych jeleniiu LCR, s.p.

Nékteré znaky potomka jsou shodné se znaky rodicl a jsou dany dédi¢nou informaci,
pfenasenou rozmnozovanim. Dédi¢nd informace je ulozena v chromozémech, coz jsou
pentlicovité utvary v bunééném jadre, tvofené komplexem bilkovin a nukleovych kyselin.
Kazdy zivo¢isny druh ma vétSinou urcity pocet chromozému v kazdé buiice, coz nazyvame
karyotypem. Pocet chromozomti v diploidnich télnich butikach je dan souctem chromozomii
haploidnich pohlavnich bunék, jejichz splynutim jedinec vznikl. Na fetézcich nukleovych
kyselin je kodovéna genetickd informace na zdkladé kombinaci ¢tyf dusikatych béazi (adenin
a thymin, cytosin a guanin). Znaky se nepfenaSeji zrodicli na potomky jako takové,
ale prenaseji se jen vlohy, dédicné ptedpoklady, informace pro jejich vytvoieni. Jednotkou
genetické informace je tedy gem (vloha), ktery je materidlnim nosi¢em znakl. Znaky
rozdélujeme na kvalitativni, které podstatné neovliviiuje prostiedi, jsou urceny geny velkého
uinku a dédi¢né byvaji vétSinou urceny jednim genem (napf. zbarveni, krevni skupina).
Kvantitativni, které jsou ovlivnény prostfedim, je mozné je métit, vyjadiovat je ve vhodnych
jednotkach a jsou podminény skupinou gent — geny malého ucinku (napft. télesné rozmery,
parozeni). Geny pak urcuji znaky v jejich konkrétnich kvalitach i kvantitach, proto kazdy gen
existuje ve dvou az v mnoha konkrétnich podobach, jez se nazyvaji alely. Alela je tedy
alternativni variantou urcitého genu a nachazi se u vsech jedinct stejného druhu na stejném
misté v genomu, coz je soubor genti. Soubor vSech gend o konkrétnich alelach se oznacuje
jako genotyp. Tedy v uz$im slova smyslu je genotyp soubor alel jedince pro urcity znak.
Genotyp souhrnné urcuje rozsah fenotypovych moznosti jedince a jeho konkrétni fenotyp pak
na jeho zékladé modeluje svymi vlivy prosttedi, ve kterém se vyviji a zije. Fenotyp jedince je
tedy urcen projevem genotypu, na ktery ptisobi prostiedi. Soubor vSech alel a genli v populaci
pak nazyvame genofond. Geneticka variabilita populace je dana po¢tem polymorfnich gent
a po¢tem alel kazdého polymorfniho genu. Je dalezité si uvédomit, Zze kazdy potomek ziskava
pro urcity gen, ktery je tvofen dvémi alelami, vzdy jednu alelu od matky a jednu alelu otce.
Potomek tedy nemiize mit vice vloh od nékterého z rodicli, pokud se nejedna o geny, které
jsou umistény na pohlavnich chromozémech. Kazdy jedinec ma tedy piiblizné stejny pocet
vloh od kazdého z rodict. Polymorfismus genu pak umoziuje, ze se v populaci vyskytuji
jedinci heterozygotni, tzn., Ze od kazdého z rodict obdrzeli jinou alelu tohoto genu. Déle pak
jedinci homozygotni, ktefi ziskali od kazdého zrodicl shodnou alelu. Dvé€ alely jedince,
které urcuji dany gen, mohou byt ve vzijemném vztahu Gplné ¢i nedplné dominance
auplné ¢i netdplné recesivity nebo také kodominance. Jestlize se heterozygot (napf.
s alelami Aa) vdaném znaku fenotypové neli§i od dominantniho homozygota A4A4, jde

o uplnou dominanci. Alela a je v tomto piipad¢ upln¢ recesivni viici alele 4. U heterozygota
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se tedy recesivni alela ve fenotypu neprojevuje. Jestlize se vsak heterozygot v daném znaku
od homozygotli odliSuje a jevi vdaném znaku kvalitu, kterd je nckde mezi kvalitou
homozygota dominantniho arecesivniho, podileji se na vytvofeni formy znaku
u heterozygota ob¢ alely nestejnou merou. Jedna vice, pak je netplné dominantni a druhd
méné, pak je nelplné recesivni. Pokud se podileji obé stejnou mérou, hovoiime
o intermediarité. Kodominantni jsou pak obé¢ alely paru, které jsou plné exprimovany
v heterozygotnim genotypu, tzn., ze se ob¢é parové dominantni alely projevuji v obraze
dan¢ho monogenniho znaku obé¢ vedle sebe (takovym piikladem je dédi¢nost krevni skupiny).
Obecné pak plati, ¢im je vySSi geneticka variabilita a heterozygotnost v populaci, tim je

populace zivotaschopnéjsi a adaptabilnéjsi na zmény podminek prostiedi.

Selekce (vybér) je nejvyznamnéjSim Cinitelem ovliviiujicim zménu v genovém slozeni
populace a miize znacné prispét k jejimu zuslechtovani. Opaéné pak mize nespravna selekce
vést k degradaci populace. Je nutné si uvédomit, ze selekce na néjaky znak (napi. bilé
zbarveni, vys§i prirtstky), mlize vést ke snizeni projevu znaku jiného (napf. plodnost,
imunita). Proto je pfi selekci zvéfe (zejména v oborach nebo farmovych chovech) dilezité,
abychom se nesoustiedili pouze na efekt jednoho znaku, ale sledovali znakli nékolik. Pti
dodrzeni této zéasady je pak mozné zvysit selekéni efekt pfi zachovani Zzivotaschopnosti
a kvality populace. U hospodaiskych zvifat 1ze provadét selekci razantnéji, jelikoz mizeme
témto zvifatim dokonaleji ptizpisobit prostiedi, ve kterém Ziji a 1épe udrzovat jejich imunitu.
Na Usp&nost selekce méa vliv tzv. koeficient heritability (dédivosti) — h%, coz je podil
genotypu z celkové fenotypové proménlivosti. Pohybuje se v rozmezi od 0 do 1. Cim je jeho
hodnota vyssi, tim vysSi je podil genotypu a jednodussi selekce na dany znak. Napiiklad
koeficient dédivosti pro hmotnost parozi udava Martinkova (Encyklopedie myslivosti, 2003)
0,30 — 0,35, coz znamena, Ze se na hmotnosti parozi podileji minimalné z 65% vlivy prostiedi
(vyziva, klimatické podminky, zdravotni stav aj.). Uéinnost selekce vyjadiuje selekéni efekt,
coz je rozdil mezi primémym vyskytem sledovaného =znaku v generaci potomki
a prumérnym vyskytem téhoz znaku vrodiovské generaci. Pti selekci déle hraje roli
heterdézni efekt, coz je projev kiizeni co nejméné podobnych rodicl, pti némz dochazi
ke zlepSovani celkové kondice v populaci a inbreedingova deprese, coz je projev

ptibuzenského kiizeni, pfi némz naopak dochazi ke snizovani celkové kondice v populaci.

Molekularni genetika se zabyvad zkoumanim vztahli mezi fyzikalné-chemickou
a biologickou rovinou, které svymi interakcemi urcuji veSkeré Zzivé soustavy. Velmi

zjednodusen¢ Ize fici, ze zkoumd vliv jednotlivych genii na wurcéité fyziologické
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a morfologické vlastnosti jedince a co vSe jejich projev zplisobuje (nejpouzivanéjsi metodou
je PCR-RFLP). Molekularni genetika je schopna pomoci dalSich metod identifikovat jedince,
ovétovat piibuzenské vztahy mezi nimi a rodiovstvi. Metody zalozené na molekularn¢ —
genetickych postupech se tedy jevi jako nejspolehlivéjsi ke vzajemnému rozliSovani
zivocisnych druht ¢i poddruht, identifikaci jedince, ovétovani piibuzenskych vztahi, ptivodu
a k charakteristice né&kterych ekologicky a ekonomicky vyznamnych vlastnosti. Znalosti
z této oblasti jsou v soucasné dobé postupné uplatiovany ve vétSin€ Cinnosti spojenych

s biologickymi procesy a logicky nemohou opomenout ani myslivost — chov bilé jeleni zvére.

Ackoli se zda, Ze je molekuldrni genetika tizce specializovanym oborem, opak je
pravdou. Vyuzivanim a kombinovanim poznatkli z jinych védnich oborl, jez dava
do souvislosti, rozSifuje nové nahledy na principy a pfi¢iny fungovani Zivych soustav. Jako
ptiklad propojeni této discipliny s jinymi obory lze uvést zoologii a botaniku, kde se téchto
poznatkii pouziva predevsim k zatfazovani do systému. V ekologii a ochran¢ ptirody je
vyuzivdna moznost identifikace jedince, coz umoziuje snadnéjsi kontrolu predevSim
u nezdkonného obchodovani s chranénymi a zvlasté chranénymi zivoclichy. Patii sem také
porovnavani populaci a ur€ovani genetického pivodu. Z hlediska veterinarniho 1ékatstvi se
fesi otdzky odolnosti vii¢i nékterym chorobam nebo pfi€iny snizeni reprodukéni schopnosti.
V zootechnice se vyuziva predevSim moznosti testovani ptivodu zvifat a jejich produkénich
a hospodarsky vyznamnych vlastnosti. Monitorovéani zdravotniho stavu a rychlé urceni pric¢in

infekce rostlin se pouziva ve fytopatologii.

2.2. Molekulirné-genetické metody v chovu bilé jeleni zvére

Molekularni genetika v chovu bilé jeleni zvéfe umoziiuje monitorovat genotypy
jednotlivych geograficky oddélenych populaci, na jejichz zdkladé mohou byt cilené
sestavovany chovné skupiny. Timto zpisobem mulZeme pozitivn€ ovlivnit inbreeding a snizit
rizika s nim spojena (napf. natalita, vitalita kolouchti po narozeni, morfologické anomalie aj.).
Lze tedy udrzovat, kontrolovat a pisobit na genetickou variabilitu a diverzitu. Timto
zpiisobem mulzeme kladné ovlivnit kondici, zdravotni stav a reprodukci, pfi zachovani
specifickych, chovatelsky vyznamnych a jedine¢nych vlastnosti izolovanych populaci bilé
jeleni zvéte. Do budoucna se také nabizi moznost vyclenit z bézného chovu ¢ast jedinci, ktefi
by byli chovani jako tzv. genova rezerva nebo vyuziti poznatkd pii kontrole a sestavovani
genealogickych linii kvalitni trofejové zvéte. Z uvedeného vyplyva, ze v budoucnu bude

mozné cilené¢ dopliiovat ur¢ité "chybéjici" genotypy do oddélenych populaci, které
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pozadovanym genotypem nedisponuji, coz zamezi jeji postupné degradaci na daném Uzemi.
V soucasnosti jsou jiz také znamy nékteré geny, které ovliviiuji zbarveni. Tato problematika

vsak neni doposud podrobné prozkoumana.

Prvni vyuziti molekuldrné-genetickych metod v chovu bilé jeleni zvéfe u nas bylo
pfi fedeni projektu v obote Zleby. Hlavnim cilem bylo zavedeni tzv. mikrosatelitnich analyz,
pomoci kterych lze identifikovat jednotlivé kusy a ovétfovat piibuzenské vztahy mezi nimi.
Mikrosatelit je ur¢ité misto na DNA a je tvofen nckolikrate se po sobé opakujicimi useky,
jejichz celkové délka je rizné. Jeden mikrosatelit je tvofen dvémi alelami, z nichz potomek
dédi vzdy jednu od otce a druhou od matky, pokud se ovSem nenachézi na pohlavnim
chromozomu. Celkové se ov§em v ramci jednoho mikrosatelitu vétSinou vyskytuje vice alel
v populaci. U jedince je vSak stejny mikrosatelit tvofen dvémi alelami a rtiznorodost alel
vramci populace, tzv. polymorfismus mikrosatelitu, ndm umoznuje identifikovat jedince
a ovétovat pribuzenské vztahy. Kdyz totiz vyuzijeme vétsi a dostateCny pocet mikrosateliti
(tzv. mikrosatelitni panel), které budeme analyzovat u jedince, nenalezme v populaci stejného
jedince s maximalni moznou presnosti 99,99%. Pomoci této metody lze, mimo jiné,
kontrolovat inbreeding (pfibuzenskou plemenitbu) a omezovat jeho negativni dopady na chov
bilé jeleni zvére.

Abychom mohli takové rozbory provést, bylo nejprve nutné zalozit tzv. DNA banku, do
které byly pfemistény a uskladnény vzorky krve (barvy) z jeleni zvéfe. Tyto byly diive
umistény na Veterinarni a farmaceutické univerzit¢ v Brn€. V hlubokomrazicim boxu (DNA
bance) na Ustavu ochrany lesti a myslivosti LDF MZLU v Brné je k dne$nimu dni umisténo
99 vzorkt krve (barvy) jeleni zvéfe z obory Zleby, Kopidlno a Janovice. Ze zvéfe, ktera
zlstavala nadale v chovu, byly odebirany vzorky krve (barvy) z juguldrni zily do zkumavek
s latkou zabrafujici srazeni krve (antikoagulant) po jeji imobilizaci Doc. Lamkou.
Imobilizace (uspéani) zvéte bylo provadéno nastfelovanim narkotizacni stielou pomoci
plynové pusky, a to predev§im do oblasti pleci. Ze zvéfe vytazené z chovu odlovem byly
vzorky odebirany Ing. Nevolem do stejnych zkumavek po protfiznuti kréni zily zhaslé zvérte.
Takto odebrané vzorky byly nejprve dikladné protfepany, zchlazeny na teplotu min. 4°C
aniz$i. Poté byly piepraveny do DNA banky na UOLM LDF MZLU v Brng, kde jsou
uskladnény pti-56°C.
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Obr. 1: U imobilizovaného jelena byly zjisteny udaje pro zdpis do terénni evidencni
karty a proveden odber krve a trusu

|

3 Coad
Fo g S

4 ‘ -




Projekt Grantové sluzby LCR

Vyuziti mikrosatelitnich analyz pri slechténi populace bilych jelenii u LCR, s.p.

Obr. 3: Odbourani rezidui imobilizacni davky trva nekolik hodin
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Pti odbérech vzorkl byla soucasné provedena veterinarni vySetfeni a kazdému jedinci
obornikem vypsana evidenéni karta, jejiz obsah je pro ilustraci uveden v piiloze ¢. 1. Udaje
z téchto terénnich karet byly dale ukladany do databanky (databaze) chovu bil¢é jeleni zvéie
ve Zlebech, pfiemz jsou zde také Gidaje o zvéfi transportované do Kopidlna a Janovic.
K dnes$nimu dni zde je umisténo 100 popisi jeleni zvéte. Z toho 39 ks pievazné bilé zbarvent,
16 ks kombinované zbarveni, 15 ks bilé zbarveni, 9 ks strakaté zbarveni, 20 ks Cervené
zbarveni (z nich neni u 1 ks vzorek krve) a posledni je zaevidovany jeden kus, u kterého
schazi udaj o zbarveni. Celkova struktura databanky je uvedena na ptikladu vybraného

jedince — viz ptiloha €. 1.

Mimo zaznaml z terénnich evidencnich karet obsahuje databanka tzv. identifikacni
karty jedince. V této karté¢ jsou zaznamendny vysledky rozbort jednotlivych mikrosatelitt,
jsou zde tedy identifikovany vzdy dvé¢ alely pro jeden mikrosatelit. Jelikoz je vyuzito vice
mikrosatelitl (tzv. mikrosatelitni panel), 1ze touto kartou identifikovat jedince a ovéfovat jeho
ptibuzenské vztahy s dal$imi, ktefi disponuji identifikacni kartou. V soucasnosti ma
v databance kompletni kartu zalozeno 13 jedinct (ukédzka IK viz obr. €. 4) a u dalSich 10-ti je

karta nekompletni, jelikoz se k dneSnimu dni nepodafilo analyzovat vSechny alely
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u n¢kterych mikrosatelit  z divodu neoptimalni kvality vzorki. V pribéhu sestavovani
mikrosatelitniho panelu pro jeleni zvéf a néslednych analyz jsme se s nejvétSimi problémy
setkavali zejména pfi izolaci DNA. Metodika izolace byla dokonce feSena ve spolupraci
s Kriminalistickym tustavem PCR v Praze, pfi¢emZ jsme spole¢né dospéli k nazoru, Ze je
problém v narocnosti nalézt kvalitni buitkky vhodné pro ziskani DNA ze vzorkt krve.
Obr. 4: Ukdzka identifikacni karty zaloZené v databance (vyrez)

_| Program Evidence Okna Napowéda
Z&Kladni identifikace | Evidence daliich znakii | Potomstvo | Wzhied | Poznamky Mikiosatelity | Parozi | Genealogicka linie

—Mikrozatelity
Evid &islo: [02FC85  Mlelat:[ &7 Aela2| = %
Evid &islo [Alela1 |aetaz | al
M| 0aFCBS 87 93
| |T156 154 162
WREE 340 358
| |Bmass 192 194
| |RM188 137
| |RT 262 276 .
| [T501 245 259
[ |rT13 301
[ |T193 192 192
=l

2.2.1. Metodika molekulirné-genetickych analyz
Izolace DNA

Genomova DNA byla izolovéana z krve ptedev§im pomoci upravené metodiky izolace
QIAamp® Blood Kit. U vzorkd, kde se nepodatila timto kitem izolovat DNA, bylo dale
vyuzito standardnich metodik pomoci kith CHEMAGEN a JETQUICK (metodiky jsou

k dispozici u resitele).

PCR a MS analyza na sekvenatoru

Podminky cyklovani

Nazev cykléru: GeneAmp PCR System 9700 cycler

Cykly: 95°C 10min; 30 opakujicich se cyklii po 95°C 30s, 59°C 90s, 72°C 90 s; 72°C 60min;
4°C oo.

Multiplex PCR reakce

Celkovy objem reakéni smési 6,25ul (5,75ul master mix + 0,5ul DNA/fedéni 10x na 10-
100ng/pl).
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Master mix — 336uM dNTP, 1.8mM MgCl,, koncentrace jednotlivych primerti 100 — 600nM,
0.9U Taq Gold polymerazy, 1.2 x PCR pufr a 3% DMSO. Pouzity byly mikrosatelity
(primery): BM888, OarFCBS5, RM188, RT1, RT13, 726, T156, T193, pozd¢ji byl také uspésné
odzkousen 7501, ktery bude v budoucnu zafazen do mikrosatelitniho panelu a pro jeho

rozsiteni byl dale navrzen lokus CelJP27 (viz tab. C.1).

Kontrola kvality izolované DNA a vyrobenych PCR produkti uvedenymi metodami
byla provedena elektroforetickym délenim v IXxTAE pufru (40mM Tris-acetat; ImM EDTA,
pH 8, BIO-RAD) na agar6zovém gelu obarveném ethidium bromidem (0,5 g/ml, BIO-RAD)
a vizualizovana v UV svétle pfi napéti max. 5V/cm (viz obr. €. 5). Elektroforeticka separace
probihala pfi elektrickém napéti 100-150V po dobu 30-90 minut. Mnozstvi nanadSené
genomové DNA a PCR produktt bylo Sul na 1% a 4% agarézovy gel a jako nanaseci pufr byl
pouzit 6xLoading Dye Solution (MBI Fermentas). K piipravé gelti bylo pouzito agar6z firmy

Serva a k ur¢ovéani velikosti PCR produkti hmotnostni markery (MBI Fermentas).

Obr. 5: Vizualizace kvality lyzatii (DNA) na agarozovéem gelu

Piiprava vzorku na fragmentaéni analyzu:

1ul PCR produktu + 0,5ul DNA markeru LIZ500 + 11,5ul formamidu
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Denaturace probihala pfi 95°C 5Smin, poté byl vzorek vlozen na led. PCR fragmenty byly po

denaturaci separovany pomoci ABI 310 Genetického Analyzatoru a vyhodnoceny

pocitacovym programem Genescan a Genotyper (viz obr. €. 6).

Tab. 1: Sekvence vybranych a pouzitych barevné znacenych primerii (mikrosatelitit)

Nazev Znacleny primer Reference
mikrosatelitu Neznaceny primer
VIC-ACTAGGAGGCCATATAGGAGGC
BM888
AGCTCAAAACGAGGGACAGGG
6FAM-AAGTTAATTTTCTGGCTGGAAAACCCCAG
OarFCB5
ACCTGACCCTTACTCTCTTCACTC
VIC-GCACTATTGGGCTGGTGATT
RM188
GGTTCACAAAGAGCTGGAC
VIC-CATATGGCTAACTACCTAGCTTGCC
RTI
GAGTCCCAAAGATTTCAGCCCTAC
NED-GCCCAGTGTTAGGAAAGAAGA
RTI3
CATCCCAGAACAGGAGTGAG
6FAM-TGCCATAGTTTTTCCTACCTTC
T26
GAAGTTCCAATAGACACGCTC
6FAM-ATGAATACCCAGTCTTGTCTG
T156
TCTTCCTGACCTGTGTCTTG
NED-CTGCTGTTGTCATCATTACCA
T193
CAGTCCAAGCCTGCTAAATAA
PET-CTCCTCATTATTACCCTGTGA
T501
ACATGCTTTGACCAAGACCC
PET-GCAAATCAGAAATAGACCCACAGAC
CelJP27
GATCCCCTCCTTGTGCCAC

Pozn.: V nazvu mikrosatelitu je zvyraznéno pouZité barevné znaceni primeru.
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Obr. 6: Graficky vystup fragmentacni analyzy pro jeleni zver analyzovanou panelem o 8-mi mikrosatelitech (vzorek ¢. BJ75)
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2.2.2. Variabilita mikrosateliti a dalsi ukazatele pro hodnoceni genetické diverzity

Ke zpracovani ziskanych dat bylo vyuzito softwaru Cervus 2.0 (Marshall et al., 1998),
PopGen32 a PowerMarker V3.25 (Liu, 2006). Vstupni vzorek k vypoctim byl slozen z 13-ti
jedinct (¢. BJ2, BJ3, BJ11, BJ16, BJ29, BJ32, BJ34, BJ36, BJ52, BJ64, BJ66, BJ68 a BI75),
u kterych byly zjiStény vSechny alely na 8-mi lokusech (viz tabulka €. 6).

Jak je uvedeno nize v tabulce ¢. 2, pohybovaly se frekvence hlavnich alel od 0,39 do
0,50, pocet genotypli od 5 (lokus 726) do 9 (lokus BMS88S, RM188 a RT13) a pocet alel byl
uvedeny také pocty alel ze studie Pérez-Espona (2005), ktera u volné zijici skotské jeleni
zvéfe (n = 871) studovala, mimo jiné, stejné mikrosatelitni lokusy. Pocet alel v jeji praci
znacné prevysuje zde zjisténé pocty v jednotlivych lokusech i celkove. Urcity podil na tomto
rozdilu je zajisté zapfic¢inén nizkym poctem nami testovaného vzorku populace (n = 13), ale

muze byt také ovlivnén izolovanosti populace.

Tab. 2:  Frekvence hlavni alely, pocet genotypii a alel ve sledovanych lokusech 13-ti
jedincii v porovnani s poctem alel ze studie Pérez-Espona (2005) u skotské

s

divoce Zijici populace jelena lesniho (n = 871)

, - Pocet alel

Lokus Frekvelllcle hlavni Po:et o Pocet alel (Pérez-

alely genotypt Espona)
OarFCB)5 0,5 7 5 13
T156 0,423077 8 7 20
126 0,461538 5 3 14
BM888 0,461538 9 5 30
RM188 0,384615 9 6 11
RTI 0,423077 7 4 15
RTI3 0,5 9 6 17
T193 0,461538 7 5 17

Prumér 0,451923 7,625 5,125 17,125

cvwr

prosperity populace, byla v lokusu 726 (0,64) a nejvyssiu 7756 (0,75), pticemz jeji pramerna

hodnota u testovaného vzorku populace je 0,69.

DalSim ukazatelem genetické variance je heterozygotnost. Obecné lze konstatovat, Ze
¢im je jeji hodnota vyssi, tim je populace Zivotaschopnéjsi, nebot’ disponuje vétsim poctem
alel — tedy vyssi variabilitou moznych genotypi. Relichova (1997) uvadi, Ze spolehlivy odhad
heterozygotnosti musi byt zaloZen na studiu vice nez ¢tyf lokust (mist na chromozomu, kde

se nachazi pozadovana informace). U vzorku zlebské jeleni zvéfe byla zjiSténa nejnizsi
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pro lokusy RT13 (0,54) a BM888 (0,62) a nejvyssi pro 7156 (0,92). Hodnota primérné
heterozygotnosti je 0,72, coz znamena, Ze je podil heterozygoti 72%. Vzhledem k vysokému
polymorfismu mikrosateliti se mlize zdat tato hodnota uspokojivou. Nevime vSak, je-li
optimalni, nebot’ schazi prokazatelné tidaje o volné Zijici jeleni zvéfi v CR. Hodnotu lze
porovnat naptiklad s vysledky Pérez-Espona (2005), kde byla primérnd heterozygotnost
u volné Zijici jeleni zvéte 0,75. Ve srovnani s naSimi vysledky se soucasném stadiu vyzkumu
zjisténa heterozygotnost studovaného vzorku zlebské populace nejevi jako alarmujici.
Zjisténa hodnota tedy mize nasvédcCovat, Zze se nyné¢jsi zvoleny postup s fizenou reprodukei
v obote Zleby zda byt kvalitnim. Nesmime vSak opomenout, Ze v této chvili jde o statisticky
neprokazatelné vysledky, nebot’ rozbory byly provedeny pouze u malé ¢asti populace a oproti
skotské volné zijici populaci je hodnota heterozygotnosti stale o 3% niz$i. Pro zajimavost lze
uvést studii Ernsta (2005), ktery u voln¢ zijiciho prasete divokého (n = 50) na naSem Uzemi
zjistil hodnotu primérné heterozygotnosti kolem 0,63 pii analyzach 10-ti mikrosatelitnich

lokust.

Vv

(0,57), nejvyssi pro 7156 (0,73) a jeho primérna hodnota je 0,65. Tato hodnota vyjadiuje
pravdépodobnost projevu mateiského a otcovského genu na genotypu potomka. Ve studii
Pérez-Espona (2005) je pro tyto lokusy primérna hodnota PIC 0,81. Zde zjisténad hodnota je
tedy nizsi o 0,16.

Tab. 3: Geneticka diverzita, heterozygotnost, polymorfni informacni obsah (PIC)
a koeficient inbreedingu (f) ve sledovanych lokusech 13-ti jedinci

Lokus Gen. diverzita | Heterozygotnost PIC f
OarFCB5 0,66568 0,769231 0,619844 | -0,11628
T156 0,754438 0,923077 0,727404 | -0,18519
726 0,639053 0,769231 0,565947 | -0,16505
BM888 0,710059 0,615385 0,673086 | 0,172414
RM188 0,733728 0,769231 0,691371 -0,0084
RTI 0,674556 0,692308 0,611192 | 0,013699
RTI3 0,692308 0,538462 0,661085 | 0,259912
T193 0,683432 0,692308 0,634445 | 0,027027
Primér 0,694157 0,721154 0,648047 0,00111

U vzorku jeleni zvéie z obory Zleby byla dale zjistovana piibuzenska plemenitba
(inbreeding), a to pomoci sestaveného mikrosatelitniho panelu, kdy bylo pouzito
multilokusové heterozygotnosti k vypoctu primérného koeficientu inbreedingu, jehoz

hodnota je po zaokrouhleni 0,0011. Nejvyssi inbreeding je u lokusu R773 (0,26) a T156
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(0,19), coz odpovida nizkému podilu heterozygotnich jedincii v téchto lokusech. Objevuji se
zde také zaporné hodnoty koeficientu inbreedingu (u 4-ti lokusl), coZz znamena, Ze se
u testovaného vzorku populace vyskytuje v daném lokusu vice heterozygotli, nez se

predpoklada za Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

Fiedler et al. (2004) uvad¢ji, ze inbreeding muze byt pravé v dusledku spojovéani
nezadoucich faktorti recesivniho charakteru hlavni pfi¢inou podstatného snizeni plodnosti
v disledku zvySené embryondlni mortality i sniZzeni Zivotnosti plodu. Déle konstatuji, Ze
procesem inbredizace ztraci populace své adaptacni moznosti, citlivé reaguje na vykyvy
vnéjSich podminek prostfedi a jedinci jsou vétSinou i méné odolni, podléhajici snadno
ndkazdm. Barto§ et al. (1985) pfedpokladaji u jeleni zvéte 7-mi lety generacni interval
a na zaklad¢ stanoveni efektivni velikosti zehuSické populace vypocitali hodnotu primérného
nartstu inbreedingu (AF) za jednu generaci o 3,15%. Celkov¢ Bartos et al. (1985) a Fiedler et
al. (2004) dospéli k zavéru, ze v zehuSické populaci bilé jeleni zvéte dochazi k pomérné
intenzivni ptibuzenské plemenitbé a ve srovnani s pocetné malymi populacemi nékterych
druhti hospodatskych zvirat jde u této zvéfe o hodnoty skutecné vysoké. U Zlebské zvére
prozatim nelze zodpovédné konstatovat, Zze se chov nenachdzi v inbreedingové depresi,
pfestoze se zda byt populace kvalitni (primérna heterozygotnost je 72,12% a pramérny
koeficient inbreedingu testované skupiny je 0,11%). Pochybnosti by mohly byt vyvraceny
pouze daldim testovanim zvéfe z obory Zleby a alespoii &asteénou analyzou jeleni zvéie ze

Zehusic, kde je vysoky inbreeding.

Pro vypocty pravdépodobnosti vylouceni rodi¢ovstvi byly pouzity vzorce pro vypocet
kombinované pravdépodobnosti vylouceni nespravného rodice, je-li znam genotyp potomka
a obou rodic¢ti (CEP1); kombinované pravdépodobnosti vylouc¢eni nespravného rodice, je-li
genotyp jednoho z rodi¢ti neznamy (CEP2) a kombinované pravdépodobnosti vylouc¢eni obou
rodici, je-li zndm genotyp potomka a obou rodict (CEP3). U testovaného vzorku populace
byla vypocitana hodnota CEP1 = 0,992749; CEP2 = 0,93261489 a CEP3 = 0,99975736.
Z uvedeného vyplyvé, ze pfi vyuziti ndmi sestaveného mikrosatelitnitho panelu o 8-mi
markerech lze vyloucit nespravného ,,otce* s presnosti 99,27% a 93,26%. Toto procento miize
byt z&asti ovlivnéno nizkym poctem testovanych jedinct. Pri€inou muize byt také uzavienost
populace, jak je patrné ze zjisténé¢ho nizsiho poctu alel na jednotlivych lokusech. U volné
zijici jeleni zvéte je tento pocet podstatné vyssi (viz tabulka €. 2). Pfedevs§im vSak vysledky
poukazuji na nutnost rozsitit navrhovany MS panel o dalsi jeden az dva lokusy, aby doslo ke

zvySeni jeho presnosti na maximalni hodnotu 99,99%. Po tomto kroku by mohl byt
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mikrosatelitni panel pfesnéjsi a spolehlivéjsi pro testovani malych nebo izolovanych populaci

jeleni zvéfe, tedy i pro bilou jeleni zvéi v oboie Zleby, ale také v ostatnich oborach.

2.3. Priklad aplikace molekulirné-genetickych metod v praxi

Pii obdrZeni karet s chovatelsky vyznamnymi tdaji od obornika Ing. Nevoleho byl
u Cervené zbarveného jedince s evidencnim ¢islem Z64 (zde veden jako BJ64) oznacen za
pravdépodobného otce jelen strakatého zbarveni se jménem Slavista — ¢. Z33 (zde BJ34).
U téchto jedincti byly identifikovany vSechny alely na jednotlivych lokusech sestavené¢ho
mikrosatelitniho panelu (8 lokust), ale také se podatilo provést analyzu dal$iho mikrosatelitu
(7501), ¢imz byla zvySena piesnost pii ovéfovani ptibuzenskych vztahli mezi nimi. Musime
zde pripomenout, ze potomek vzdy dédi jednu alelu od otce a jednu od matky. Vyjimku tvoii
pouze lokusy umisténé na pohlavnich chromozomech vysledky.

Tab. 4: Identifikacni karta jedincii BJ64 a BJ34 (Cervené zvyrazneny alely vyskytujici se
u obou jedincii — dédené alely,; v kulatych zavorkdch je uveden rok narozeni)

BJ64 BJ34
Lokus 1264/ & 1233/ &
(2005) (2000)
OarFCB)5 AlC AlIC
T156 E/F FIH
T26 B/C B/C
BMS888 c/C C/IE
RM188 E/F C/F
RTI A/IC AlA
RTI3 D/E C/D
T193 C/IE A/E
T501 B/E B/F

Z vysledku je tedy patrné (viz tabulka €. 4), Ze jedinec BJ64 je synem BJ34, jelikoz se
na vSech lokusech vyskytuje v genotypu vzdy alespon jedna alela, kterou nalezneme také
u Slavisty. Jelikoz byl pro testovani téchto dvou kusli mikrosatelitni panel rozsifen o jeden
lokus, je navic snizena mozna chyba pro ovéieni otcovstvi (v MS panelu o 8-mi lokusech =
chyba v tomto piipadé 6,74%). V dobé psani této publikace vSak nejsou k dispozici analyzy
lokusu 7501 u vice jedinci, proto nebyla vypocitana ptesnost mikrosatelitniho panelu o 9-ti

lokusech. Logicky se vSak s rozsitenim panelu chyba snizuje.

Z dalsich vysledk je patrné (viz tabulka ¢. 5), ze lan kombinovaného zbarveni

s oznacenim BJ11 je matkou bilé¢ho jelena BJ3. Tento jelen (BJ3), se jménem Skokan, je
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v terénni eviden¢ni karté udavan za otce strakaté zbarveného jelena BJ2. Nase Setfeni pomoci
mikrosatelitnich analyz potvrdily Skokana jako otce BJ2. Piesnost pro ovéfeni piibuzenskych
vztahtl je opét vyssi nez 93,26%, jelikoz byly analyzy provadény pro 9 lokusii.
Tab. 5:  Identifikacni karta jedincii BJ11, BJ3 a BJ2 (barevné zvyraznény dedené alely,

pricemz modré jsou zdedené od BJ11 a dale predany BJ2; v kulatych zavorkach
je uveden rok narozeni)

BJ11 BJ3 /Z1/ BJ2 /12/
Lokus 179/ Q 4 3
(1987) | (1993) (2002)
OarFCB)5 A/D A/B A/B
T156 A/H A/H A/H
T26 B/C c/c c/c
BM888 A/B A/D B/D
RM188 E/E B/E B/F
RTI c/c B/C A/B
RTI3 D/D D/F D/F
T193 c/c c/c c/c
T501 AlIF A/B A/B

Z molekularné-genetickych analyz mikrosateliti je dale patrné (viz tabulka €. 6), ze
kombinovan¢ zbarvena lan Z31 (zde BJ32) je bud’ matkou ptfevazné bilé lané 275 (zde BJ75)

nebo maji tito jedinci stejného otce.

Stejny vztah plati mezi strakatou lani Z35 (zde BJ36) a pfevazné bilym jelenem K10
(BJ52). Pokud by $lo v tomto pfipadé o matku a syna, je to jeji prvni potomek. Jestlize vSak

tento vztah neplati, maji tito jedinci stejného otce.

Zajimavé vysledky jsou také u bilé lané¢ Z14 (zde BJ16). Pti pohledu do tabulky ¢. 6
zjistime vyskyt heterozygotnosti pouze v lokusech OarFCB5, T156 a T26. Ostatnich pét
lokust je homozygotnich. V nynéjSim stadiu vyzkumu vSak nelze tvrdit, Ze soucasny selekéni
tlak pro zvySeni poctu bile zbarvenych jedincti pfi zachovani dobrého zdravotniho stavu
a reprodukce je pri¢inou jejich zvySené homozygotnosti. Vysledky vSak poukazuji na hrozbu
moznych problémi plynoucich z inbreedingu, coz bude nutné ovétit pouze dalSim testovanim
bile zbarvené jeleni zvéte v oboie Zleby, popt. ostatnich oborach. Dalsi zajimavosti u tohoto
jedince je vyskyt vzacné alely vlokusu 7756, ktera se u ostatni testované zvéte
poctem testovanych jedincti a v budoucnu je mozné, Ze nebude vzacnou po rozsiteni poctu

zvefe v analyzovaném souboru.
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Tab. 6: Identifikacni karta jedincii (13ks kompletnich)

fedinee b biavi|  Zzbarveni | OarFCBs| T156 | T26 | BMSSS | Rmiss | RTI | RTI3 | T193
(narozen)

BJ2(2002) jelen strakaté A/B A/H c/:c B/D B/F A/B D/F c/:c
BJ3 (1993) | jelen bilé A/B A/H C/C A/D B/E B/C D/F C/C
BJ11(1987) lan | kombinované A/D A/H B/C A/B E/E c/:c D/D c/:c
BJ16(1999) lan bilé A/D C/G A/C C/C E/E B/B B/B C/C
BJ29(1998) lan | kombinované A/C B/H A/B C/C D/F A/B D/D A/D
BJ32(1995) lan | kombinované A/A F/H A/C B/E C/E A/C c/:c A/C
BJ34(2000) | jelen strakaté A/C F/H B/C C/E C/F A/A C/D A/E
BJ36(1995) lan strakaté A/A H/H A/C C/D C/C B/C D/D A/C
BJ52(1997) | jelen |[pfevazné bilé A/E A/H A/B C/D A/C A/C B/D A/F
BJ64(2005) | jelen cervené A/C E/F B/C c/C E/F A/C D/E C/E
BJ66(2004) lan | pfevazné bilé C/D B/H B/C C/C C/E A/D A/E D/E
BJ68(1998) | jelen |ptevaznébilé| D/D E/H A/A B/C E/F A/B D/D A/C
BJ75(2003) lan | pfevazné bilé| A4/D C/F A/C E/E C/E A/A C/E A/E
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3. NAVRH CHOVATELSKYCH OPATRENI

V této fazi vyzkumu navrhujeme pro oboru Zleby zachovani sou¢asného chovatelského
ptistupu s aplikaci udaji mikrosatelitnich analyz do chovu. V soucasné dobé lze ovétrovat
jedince s presnosti 99,27% a 93,26% pomoci sestaveného MS panelu (nyni 8 lokusit). Bylo by
vhodné toto procento zvysit na 99,99% rozsitenim panelu o dal$i mikrosatelity. Za vyuziti
kombinace idaju z terénni eviden¢ni karty o chovatelsky vyznamnych znacich (vypliovana
obornikem Ing. Nevolem) a identifikacni karty jedince lze sestavovat chovné skupiny, které
mohou plnit poZzadovany chovatelsky zamér (zvySovani podilu bile zbarvenych jedinct pfi
zachovani nebo zvySeni genetické diverzity a heterozygotnosti a pfi eliminaci negativnich
diisledkt inbreedingu). Chovné skupiny lze sestavovat z jedinct jiz zijicich nebo budouciho

potomstva, které doporucujeme dale testovat MS panelem.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkii 1ze nyni aktudln¢ doporucit do malé chovné skupiny
jelena s prevazné bilym zbarvenim K10 (zde BJ52), lani Z14 s bilym zbarvenim (zde BJ16)
a Z31 s kombinovanym zbarvenim (zde BJ32). Tito jedinci maji dobré genetické predpoklady
pro zvySeni podilu genetické diverzity a heterozygotnosti pifi eliminaci inbreedingu
a moznosti zvySeni poctu bile zbarvenych jedincii. Z genetického hlediska by do této skupiny
byla vhodna (vhodnéjsi nez-li BJ32) také prevazné bila lan Z66 (zde BJ66), ktera vsak

bohuzel od prosince 2005 neZije.

Na zavér lze konstatovat, ze dosavadni vysledky jsou prakticky pouzitelné pro fizenou
reprodukci bilé jeleni zvéte v oboie Zleby, ale i v ostatnich oborach. Situaci v chovu Zlebské
populace by proto mohlo prospét dalsi pokra¢ovani vyzkumu. Z hlediska problematiky chovu
této zvéte bude dale velmi piinosné, pokud se podafi navazat spolupraci s oborou Zehusice,
kde probéhnou mikrosatelitni analyzy alespon u vzorku populace. V neposledni fad¢ by bylo

vhodné rozsitit testovani bilé jeleni zvete v chovech Kopidlno a Janovice.

Touto cestou bychom radi podékovali Grantové sluzbé LCR, s.p. za finanéni podporu

uzavieného projektu a vS§em zicastnénym za spolupraci a cenné piipominky.
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Projekt Grantové sluzby LCR

Vyuziti mikrosatelitnich analyz pii Slechténi populace bilych jelenii u LCR, s.p.

Priloha ¢. 1: Ukazka vyplnéné terénni evidencni karty

Registraéni gislo Jméno Pohlavi Datum narozeni | Datum Ghynu
M samec samice " ,
Z bl - X —Hooy | X7/
Usni zndmka Zbarveni Otec Matka
¢islo | barva prava (levd |[B |PB|S |K |C |[&isle |jméno gislo | jméno
Vysvétlivky: B- bila, PB- prevazné bila, S- strakata, K- kombinovana, C- &ervena
Oéni duhovka Vétik Dolni ret
pravd leva svétly |tmavy |kombinace |sv&ly |tmavy |kombinace
modrd | hnédd | kombinace |modra |hnédd |kombinace oy :
Maska Hriva Kik Uhofi pruh Obiitek
vyrazna |nevyraznd |chybi |vyraznad |nevyr |chybi |bily |rezavy |derveny |po |ke chybi |ordmo |neoramo
celé | kofeni vany | vany
e e délce | krku A
% A X K X
Spérky predni Sparky zadni Pasparky predni Pasparky zadni
pravy levy pravy levy pravy levy pra levy
s |t |k s ft 1k [s |t |k [s |t s |t [k [s |t jk s [t ]k [s |t k
Al A X X A {

Vysvétlivky : s - svétly, t — tmavy, k — kombinace

Poznamka :

Bfﬁm )

12.72- OF
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Projekt Grantové sluzby LCR

Vyuziti mikrosatelitnich analyz pri slechténi populace bilych jelenii u LCR, s.p.

Priloha €. 2: Zékladni ¢lenéni databanky na ptikladu vybraného jedince (vybér z obsahu databanky)

‘= Evidence jelent - [Kartoteka]

h Program Ewvidence Okna MNapowéda = ||
D E =
Reg. él’sIU;Jméno Diat. namzenﬂ Pohlavi 1Zbawen|' arati ] o
BEd 1.1.2002 Samec |Pevi#né bils
| |BJ10 1.61358 Samec | Pevi#né bils
L |BIM 1.1.1987 Samice | Kombinovana
| |Bz 1.6.1938 Samec | Prevaing bila
| BJ13 1.1.15957 Samice |Kombinovana
B4 1.1.1988 Samice | Bila
| |BJIS 1.1.1389 Sarice | Bild
| |BJIE 1.61359 Samice | Bild
N Bakule 1.1.1955 Samec | Bila
BJ18 1.1.1952 Samice | Bila
Em Elousek 191934 Samec |Bila
] BJZ 1.1.2002 Samec _Stlakaté
n BJ20 1.1.15999 Samice |Kombinované
| |BJA 1.1.1957 Samice |Pievi#né bils
0 1.1.2000 Samice | Strakata
|82 1.1.2000 Samec | Prevaing bila
_|BJ24 1.1.1938 Samec |Fievadng bila
|| BJ25 1.1.15334 Samice | Kombinovana =
| |BJEE 1.1.1955 Sarice | Bild
L] BJ27 1.1.1598 Samice _Kombinované
| |BJza 1.1.1958 Samice | Kombinovana
| |BJ23 1.1.1938 Samice | Kombinovana
| BJ3 Skokan 1.6.15333 Samec |Bila
_|BJ30 1.1.1938 Samice | Pfevaing bila
| |BIA 1.1.1953 Samice |Fiewadng bila
] BJ32 1.1.15995 Samice |Kombinovand
| |B33 1.1.19538 Samice | Kambinovani
| |BJ34 1.1.2000 Samec | Shakats
_|BJ3S 1.1.1958 Samec | Bila
|| BJ3E 1.1.15335 Samice |Shakata
L] BJ37 1.1.2003 Samice  Cervens
] BJ38 1.1.2003 Samice _Cervené
| |BJ33 1.1.2003 Samec | Cervend
| |BJ4 Flek. 1.6.1335 Samec | Kombinovana
BJ40 1.1.2004 Samice | Frevainé bila

T 2 Internet ... -




Projekt Grantové sluzby LCR

Vyuziti mikrosatelitnich analyz pii Slechténi populace bilych jelenii u LCR, s.p.

‘= Evidence jeleni - [Identifikacni karta (BJ19 - BElousek)]

"1 Program Ewidence ©kna Mapoveda = ||E i
Zakladni identifik ace |Evidence dal#ich znak&! F'u:-h:-mstvol \-"zhledl F'oznémkyi Mikrosatelit_l,li F'arc-éfi Genealogicks linie
—Z&kladni informace
Registradni &islo: IEJ'IEI Pahlawi: !Samec vl
Oznadeni: IZ'I?' Jména: lBéIDuéek
Eni cejch I Mizta: I
~Zharveni
Srst: leIé ;! W&k !Kombinnvané ;!
O&ni duhowvka L: lHnédnmodlé ;! Frava: !Hnédnmodré ;I
Spéiky predni L: | Swétla | Pravic |Sveta |
Spérky zadni L: | Swétia r| Pravie |Sveta |
Datumn narozeni: [01.09.1994 I  Odlovw: | . . 15 Uh_l,lnu:l .. Eli
Zafaz. do choww: l _v_I
~Rodice
Otec: I | B"‘l
Matka:l | B"‘l
Tisk ozt Zavit

7, 2 Internet ...
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