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ABSTRAKT

Pre zistenie moznosti aplikacie molekularno-genetickych metdd analyzy DNA
na identifikdciu jedincov a hodnotenie biodiverzity ohrozenych druhov zvierat bola
pouzita minisatelitnd sonda 33.6, mikrosatelitné primery a RAPD primery. Ako model
boli vybraté populacie jedincov z ¢el'ade sokoloviré a turovité. Z ¢elade sokolivitych
bolo testovanych 115 exemplarov. Z ¢elade turovitych bolo testovanych spolu 19
exemplarov a to Adax nubijsky (Addax nasomaculatus) 9 exemplarov a Koza
skrutkorohda (Capra falconeri heptneri) 10 exemplarov. Matematicko-Statistické
spracovanie vysledkov variability DNA markérov sa robili pouzitim softvéru
PowerMarker.

Pri jedincoch z Cel'ade sokolovité sa ziskali aplikaciou sondy 33.6 fingerprinty
z 37 detekovatelnymi frakciami a pri jedincoch z ¢elade turovité u kozy skrutkorohe;j
a adaxa nubijského 42 frakcii. Fragmenta¢nou analyzou boli testované 4 mikrosatelity u
sokolovitych NVHfp13-4 alely, 31-10 alel, 79-4 — 13 alel a 89 - 7 alel. Pri turovitych
boli pouzit¢ mikrosatelitné primery pre 8 lokusov — HSC, INRA0063, SRCRSP0024,
ILSTO019, INRAO0005, MAF0065, SRCRSP0005, SRCRSP0008 pri ktorych bolo
zistenych 36 alel zktorych bolo mozné zostavit 46 genotypov vyuzitelnych pre
hodnotenie zastipenych jedincov. Metdodou RAPD boli pouzité 4 oligonukleotidové
primery u sokolovitych pri ktorych bolo detekovanych 24 frakcii a u turovitych 38
frakcii.

Pouzit¢ metddy zalozené na polymorfizme nahodne amplifikovanych
fragmentov, mikrosatelitnych a minisatelitnych tandemovych opakovani poskytli
dostatocne  vel'ky priestor pre identifikdciu jedincov apre hodnotenie
vnutropopulaénych analyz. VSetky postupy a vysledky st v praci diskutované.

Klacové slova: genotyp, primer, vnutropopulac¢na analyza

ABSTRACT

Obtaining possibility of molecular — genetics analyze methods of DNA
application for individuals identification and biodiversity of endangered animal species
evaluation was used minisatelite probe 33.6, microsatelite primers and RAPD primers.
Individuals from the family of Falconidae and Bovidae were chosen as model animals.
Individuals from the family of Falconidae were tested in amount of 115 exemplars and

from the family of Bovidae were tested 10 exemplars of Capra falconeri heptneri and 9



exemplars of Addax nasomaculatus. Mathematic- statistically elaboration of the DNA
markers variability was proved by software PowerMarker.

My means of the probe 33.6 applications at individuals from family Falconidae
were obtained fingerprints with 37 detected fragments and in the samples of individuals
from the family Bovidae 42 fragments. Using fragmentation analyze were tested 4
microsatelite at the individuals of Falconidae: NVHfp13-4 alleles, 31-10 alleles, 79-4 —
13 alleles and 89 - 7 alleles. Bovidae individuals were tested by using microsatelite
primers for 8 loci: HSC, INRA0063, SRCRSP0024, ILST019, INRA0005, MAF0065,
SRCRSP0005, SRCRSP0008 where determined 36 alleles out of which was possible to
create 46 genotypes usable for evaluation tested individuals.

RAPD methods used 4 oligonucleotide primers and were detected in samples of
Falconidae 24 fragments and in samples of Bovidae 38 fragments.

Used methods based on polymorphism random amplified fragments,
microsatelite and minisatelite tandem repeats provided suitable scope for evaluation of
intrapopulation analyses. All of the procedures and results are discussed in the work.

Key words: genotype, primer, intrapopulation analyze

POUZITE SKRATKY, SYMBOLY A ZNACKY

bp bazovy par

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA kyselina etyléndiamintetraoctova

ELFO elektroforéza

F koeficient pribuznosti

H heterozygotnost’

Haelll restrikénd endonukledza

Hinfl restrikénd endonukledza

ISAG Medzinarodna spoloc¢nost’ pre genetiku zvierat
MS mikrosatelitny markér

PIC Informaény obsah polymorfizmu

RAPD polymorfizmus ndhodne amplifikovanych isekov DNA
RFLP polymorfizmus diZky restrikénych fragmentov
RTG rontgen

VNTR polymorfizmus variabilného poctu tandemovych opakovani



UVOD

Ochrana biodiverzity a zivotného prostredia je v tomto tisicro¢i neoddelitelnou
sucast'ou politiky vyspelych Statov sveta. Pokrokom vedy dokézeme jednotlivé formy
zivota monitorovat,, chranit’, vytvarat génové rezervy druhov, ktoré uz vyhynuli, resp.
moézu v kratkej dobe vyhynut. Ucelené systémové prepojenie poznatkov molekularnej
genetiky a ekologie moze viest' k zachrane druhovej skladby na nasej planéte.

Zéakladom pre dnes pouzivani metodu genetického odtlacku je DNA fingerprint
mikrosatelitnych  a minisatelitnych  tandemovych opakovani. Rychly rozvoj
molekularno-genetickych metdéd v poslednom desatroci méa za nasledok aplikaciu
genetického vyskumu do zdchrany nizko populaénych rastlinnych a zivocisnych
druhov, ktorych génova rezerva je obmedzena. Vytvaraji sa zdchranné programy in situ
pre zabezpecenie dostato¢nej génovej rezervy pre neskorSiu reintrodukciu do volnej
prirody. Tento integracny proces vyzaduje pritomnost’ molekularnej genetiky, ktora
zaru¢i geneticki nepribuznost’ jedincov, eliminuje inbreeding a tym zabezpeéi pre
buduce generacie dostatocnu kvalitnu vybavu primarnych introdukénych populacii.

Vysledky tejto prace boli vykonavané v ramci rieSenia vyskumnych projektov na
Katedre genetiky a plemendrskej biologie Slovenskej polnohospodarskej univerzity
Nitra v spolupréaci s d’al§imi inititiciami na Slovensku a v CR. Predkladana praca je
sucastou cCasti vysledkov vyskumného projektu APVT 20-006102 Vyuzitie
biotechnologickych metdd pre §lachtenie, vyzivu a ochranu biodiverzity v Specialnych

odvetviach zivoc¢isnej vyroby.

PREHIAD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ
PROBLEMATIKY

Geneticky polymorfizmus DNA

Geneticky polymorfizmus (variabilitu) mozno Studovat pomocou rdznych
metodologickych postupov. Podla nich mdézeme polymorfizmus rozdelit do troch
zakladnych vednych oblasti: biochemicka genetika, imunogenetika Zivocichov

a molekularna genetika.



Polymorfizmus minisatelitnej DNA

V minisatelitnej DNA ide o motivy v sekvencii dlhej 20-60 nukleotidov, ktoré sa
opakuju 1000x az 100000x. Enormny minisatelitny polymorfizmus je vyuzivany
v DNA fingerprintingu, pretoze medzi nepribuznymi jedincami nemozno najst
identicky vzor opakovania. Tieto vzory rozStiepenej minisatelitnej DNA st svojou
zlozitostou podobné odtlackom papilarnej linie. Zlozité vzory pruhov st preto
oznacované ako DNA finger-printy (angl. finger = prst, print = tla¢). DNA fingerprinty
su sucCasne nahradzované vyuzivanim polymorfizmu mikrosatelitnej DNA, resp.
stibeZzne sa vyuziva polymorfizmus oboch repetitivnych sekvencii (Griffiths et al., 1998,
2000). Minisatelity pozostavajuce z rdzneho poctu opakovani st podkladom
Southernovej metody, ktord spociva v tom, ze fragmenty ziskané Stiepenim DNA
pomocou restrikcnych endonukledz sa pomocou elektroforézy separuji na zaklade
dizky v agarézovom géle (Southern, 1975, 1979).

Jeffreys et al. (1987, 1988) prvi definovali pouzitie minisatelitnych sond pre
identifikaciu stavovcov. Touto problematikou sa zaoberali aj Marinelli et al. (1992),
ktori metodu DNA fingerprinting aplikovali na urCovanie paternity pri ondatrach.
Rozsiahle vyuzitie DNA fingerprintingu pre genetické mapovanie populacii, detekciu
pribuzenskych  vztahov a  genetickych  vzdialenosti ~medzi  populdciami
domestifikovanych a vol'ne Zijacich zivocichov popisali Burke et al. (1987).

Hanotte et al. (1991) a Grunder et al. (1994) opisovali vo svojich pracach
vyuzitie hypervariabilnych minisatelitnych sekvencii 33.6 a 33.15 pri medzidruhovych
rozdiel'och vtakov (indicky pav, hus).

Siroké vyuzitie DNA fingerprintingu pre popisanie genetickych odlignosti
popisali Kuhnlein et al. (1989, 1991). Russel et al. (1993) popisali optimalizovana
metodiku vyuzitia DNA fingerprintingu pri genetickom monitoringu laboratornych
potkanov a mysi. Haberfeld et al. (1991) vyuzival DNA fingerprinting pre detekciu
a vytvaranie gendmovej kniznice pre farmové zvieratd. Vo svojej praci porovnavali
ucinnost’ roznych typov minisatelitnych a mikrosatelitnych sond. Konstatovali, Ze
pouzitim DNA sondy pre hydinu R18.1 bol dosiahnuty vysoky stupeii polymorfizmu aj
pri ovciach. Pouzitd bola restrikéna endonukledza Hinfl. Hlavny vyznam ich prace
spocival v porovnani mini a mikro satelitnych systémov. Vysoky stupeii polymorfnosti
vykazovali minisatelitné sondy 33.6, 33.15, bakteriofag M13 a prasaci repetitivny klon
pS3. Z mikrosatelitnych sond boli publikované poly(GT), oligonukleotidova sonda



(CACQ)s, (GAC/TA)4 a (GT)j2. Bruford a Burke (1994) popisali distribtciu sond 33.6
a 33.15 v populacii genomu kar domacich. Pereira et al. (1996) pouzili Jeffreysové
ludské minisatelitné sondy 33.6 a33.15 pre identifikdciu jedincov brazilskych
ohrozenych druhov vtakov z c¢el'ade Cracidae — Papile jacutinga a porovnavali jedincov
z volnej prirody s jedincami chovanymi v zajati. Wickings (1995) popisal koloniu
zapadoafrickych opic druhu Mandrillus sphinx pomocou minisatelitnych sond 33.6
a 33.15. Hlavnym ciel'om bolo zistit’ paternitu potomkov populdcie opic nachddzajicich
sa na rozlohe 6 ha dazdového pralesa. Domingo-Roura et al. (1997) pomocou 33.6
detekovali 27 jedincov chraneného druhu rysa Cerveného (Lynx rufus) a zistovali
geograficku a geneticku identifikdciu jedincov s ich prirodzenym biotopom.
Polymorfizmus mikrosatelitnej DNA

Podstatou tohto polymorfizmu je opakovanie jednoduchych motivov
v sekvenciach bez detekcie Stiepenia reStriktdzami. RozliSenie mikrosatelitnych
jednotiek sa deje na zdklade kratkych jedine¢nych sekvencidch, ktoré vymedzuju
mikrosatelitné sekvencie (pril'ahlé, premostujuce — angl. flanking sequences). Pokial’ je
polymorfizmus urc¢it¢tho mikrosatelitu spolahlivo detekovatelny a prevereny tak, ze
poskytuje v populacii optimalnu informaéni hodnotu (tzv. PIC — polymorphic
information contents), detekciu moézeme automatizovat (Hruban, 1999). Nesje et al.
(2000a, 2000b) pomocou detekovanych mikrosatelitov urcili pribuzenské vztahy
u sokola raroha v Norsku. Rovnako boli detekované zndme mikrosatelity pre sokola
tmavého a ostatné druhy dravcov (Nesje a Roed, 2000).

Maudet et al. (2004) testovali 60 publikovanych mikrosatelitov ako Standardny
set polymorfnych znakov pre ohrozené druhy kopytnikov z ¢elade Bovidae (dobytok,
kozy, ovca). Testovanych bolo 49 jedincov z 11 taxonov, z coho 6 boli divo Zijuce
druhy koz (Capra spp.). Vhodnost’ metddy detekcie mikrosatelitnych markérov potvrdil
aj Martinez-Cruz et al. (2002), ktori popisali 18 polymorfnych mikrosatelitnych
markérov pre ohrozeny druh orla kral'lovského $panielského.

Polymorfizmus nahodne amplifikovanych fragmentov DNA

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) je technika umoziujica rychlu
detekciu polymorfizmu v gendéme, zalozena na amlifikécii oblasti gendmu pouzitim
kratkych oligonukleotidovych primerov (10-12 nukleotidov) ,,ndhodnej* (arbitrary)
sekvencie (Williams et al., 1990). Na RAPD amplifikdciu sa pouziva ako templat

gendmova DNA aako primer je pouzity oligonukleotid l'ubovolnej sekvencie.



Vysledkom je amplifikécia niekol’kych diskrétnych produktov DNA. RAPD markéry sa
zarad'uju medzi skupinu II (Dodgson,1997). RAPD analyza je Siroko vyuZzitelnd na
rozne aplikacie ako je mapovanie génov, detekcia diverzity retazca DNA, analyza

taxonomickych vztahov (Vasicek, 1998).

CIEL PRACE

Ciel'om prace bola optimalizdcia molekularno-genetickych metoéd stanovenia
DNA profilu chranenych druhov Zivocichov pre uréenie identity, druhovej prislusnosti a
parentity. VSeobecne boli jednotlivé ciele zhrnuté do nasledovnych celkov:

= optimalizdcia molekuldrno-genetickych metéd vybranych druhov vtakov
a cicavcov vhodnych pre stanovenie DNA profilu,

» identifikacia jedincov stanovenim DNA profilu v rdmci druhu,

» stanovenie principov tvorby DNA databdzy chranenych druhov zvierat a
archivacia DNA.

Pouzitie metdd zaloZzenych na polymorfizme néhodne amplifikovanych
fraragmentov, mikrosatelitnych a minisatelitnych tandemovych opakovani je
predmetom dosiahnutia cielov naSej prace ahlavnou oblastou vyuzitia by mal
predstavovat’ vysledok v podobe DNA profilu, ktory bude mat’ vysoku vypovedaciu

schopnost’, vysoky stupen polymorfnosti a moznost’ opakovatel'nosti.

MATERIAL A METODY
VSeobecné postupy pre vSetky analyzy

Experimentalne zvieratd

Bolo testovanych 7 druhov a medzidruhovych krizencov vtakov ato z Cel'ade
sokolovitych (Falconidae). Z radov cicavcov boli testované druhy koza skrutkoroha
(Capra falconeri heptneri) a adax nibijsky (Addax nasomaculatus) z ¢el'ade turovitych
(Bovidae). Z ¢el'ade sokolovité boli spolu testovanych 115 exemplarov, ktorych sme
rozdelili podl'’a druhovej a medzidruhovej prislusnosti Falco peregrinus/sokol stahovavy
(FPA), Falco cherrug/sokol raroh (FCA), Falco biarmicus/sokol tmavy (FBA), Falco
tinnunculus/sokol mySiar (FTA) amedzidruhové krizence Falco cherrug/Falco
rusticolus (FCH), Falco rusticolus/Falco cherrug (FRH), Falco peregrinus/Falco cherrug
(FPH). Z celade turovitych bolo testovanych spolu 19 exemplarov a to adax nubijsky

(Addax nasomaculatus) — pocet testovanych jedincov 9 a koza skrutkorohd (Capra



falconeri heptneri) — pocet testovanych jedincov 10. Oznacenie koz skrutkorohych bolo
od KA1 do KA13 a adaxov nubijskych od KA14 do KA22.
Odber vzoriek z biologickych materidlov

Biologické vzorky pre izolaciu DNA predstavovala krv, boli pouzité aj chlpové
cibul’ky (mozZnost’ pri cicavcoch), perie alebo péperie pri vtdkoch, povrchova vrstva
kutanne;j sliznice, pripadne Casti povrchovych epitelov. Krv bola odobrana pri cicavcoch
z vena jugularis. Pri vtakoch bol odber krvi realizovany z vena cutanea ulnaris. Pre
izolaciu dostatocného mnozstva DNA postacuje odobrat krv v objeme 500 upl pri
cicavcoch a 200 pl krvi pri vtakoch.
Izolacia genomovej DNA

Pri cicavcoch bola genémova DNA izolovand z lymfocytov periférnej krvi
odobratej do roztoku s 3,8 % citrdtom sodnym (mézZe byt pouzity aj EDTA). Pri
vtakoch bola okrem lymfocytov izolovana DNA aj z erytrocytov.
Izolacia genémovej DNA cicavcov

Na izolaciu DNA zkrvi bola pouzitd metdéda proteolytickej hydrolyzy
proteinazou K, fenol-chloroformovej deproteinizdcie a etanolovej precipiticie DNA
(Sambrook J. et al., 1989). Na izolaciu gendémovej DNA z chlpovych cibuliek bol pozity
termocykler do ktorého sa umiestnili skimavky, kde okrem chlpovych cibuliek bol
pridany lyza¢ny roztok v objeme 100 pl. V termocyklery prebiehala 1yza buniek a to
v cykle: 65°C - 30 minat, 94°C -15 minat a 20°C - 10 minqt.
Izolacia genémovej DNA vtakov

Pre vicsiu koncentraciu DNA vtacej krvi bola potrebnd modifikacia samotnej
metody izolacie DNA. Pre izolaciu DNA z krvi boli pouzité dve metody: modifikovana
metdda podla Wettona (1994), ktorej podkladom je metdda proteolytickej hydrolyzy
proteindzou K, fenol-chloroformovej deproteinizacie a etanolovej precipiticie DNA.
Druha modifikovanad metdéda vysolovania podl'a Helmsa (1990) je upravenou metdédou
vysol'ovania DNA, ktord bola aplikovand aj na izolaciu cicavfej gendmovej DNA.
Podstatou tejto metddy bola vysokd koncentracia soli (NaCl), ktord posobi

deproteinizacne. Izolacia gendmovej DNA z peria je rovnaké ako z chlpovych cibuliek.
Elektroforéza na agarozovom géle

Elektroforéza je fyzikdlno — chemicka metoda delenia latok v elektrickom poli.
Pohyb koloidnych ¢astic, makromolekul alebo i samostatnych molekul v elektrickom

poli (rychlost’/¢as) zavisi od vlastnosti danej molekuly a taktiez od vlastnosti nosica



a prostredia, v ktorom je pohyb. Vizualizdcia PCR produktov bola vykonané pomocou
interkalacného ¢inidla etidium bromid.
Vyhodnotenie a archivdacia DNA profilov

Hlavny vyznam vyhodnotenia DNA bol pri samotnej identifikacii jedinca
z DNA databdzy, resp. potvrdenia rodi¢ovstva. Pre t€ely naSej prace sme na Statistické
vyhodnotenie pouzili program PowerMarker 3.25 (Liu, www.powermarker.net)
v ktorom bolo mozné vyhodnocovat’ ziskané profily na baze populacno genetickych
metdod arovnako celkovo zhodnotit’ genetickli vzdialenost’ a zostrojit’ prislichajuci

dendrogram.

Specifické postupy pre jednotlivé analyzy
PCR

Polymerazova reakcia bola vykonavana v termocykleri PTC 200 (MJ Research).
Na amplifikaciu ndhodnych usekov DNA (pri RAPD) boli pouzité ndsledovné
oligoprimery: 1a02, 1 / 3,1 / 5ala03.

Na zistenie polymorfizmu sekvencii mikrosatelitneg DNA bola pouzitd
fluorescenéna fragmentaéna analyza kapilarnou elektroforézou (ABI PRISM 310™
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Perkin-Elmer)) a na vyhodnotenie bol vyuzity
software Genescan 2.1 a Genotyper 2.0. Fragmentacna analyza bola vykonand na
Ustave genetiky, Agronomicka fakulta, Mendelova zemédé&lska a lesnicka univerzita
v Brne, CR.

Nazov primeru pre RAPD: 1 / 3, sekvencia (5°-3"): GAAACAGCG T; nazov
primeru: 1 / 5, sekvencia (5'-3"): GAGTCACGA G; nazov primeru: la02, sekvencia
(5-3"): TGAGGGCTG T; nazov primeru: 1a03, sekvencia (5" - 3"): CCCGTGCGA G.

Pre mikrosatelitni detekciu DNA populacie dravcov pomocou fragmentacnej
metody boli pouzité mikrosatelitné primery (Nesje M. et al., 2000): NVH fp13 (f: AGC
TTG ATT GAG GCT GTG, r: CCA AAT TCC CTG CTG AAG), NVH p31 (f: ATC
ACC TGC ACA TAG CTG, r: TTT AGC TCC TCT CTC TCA C), NVH fp 79-4 (f:
TGG CTT CTC TTA TCA GTA AC, r: GGC TGG GTG GAA TTA AAG), NVH p89
(f: CTC TGC CCT GAA TAC TTA C, r: GAA TCT TGT TTG CAT TGG AG).

Pre mikrosatelitni detekciu DNA populacie kozy skrutkorohej a adaxa
nubijskeho boli pouzité mikrosatelitné primery (podla 2001/02 ISAG Comparison
Test): HSC, INRA0063, SRCSSP0024, ILST19, INRA0005, MAF0065, SRCRSP0005
a SRCRSP0008 (tabulka 1).



Tabulka 1: Pouzité mikrosatelitné markéry pre kozu skrutkorohu a adaxa nubijskeho

lokus primer sekvencia 5- 3" velkost (bp)

HSC F: CTG CCA ATG CAG AGA CAC AAG A 22/22

R: GTC TGT CTC CTG TCT TGT CAT C

ILST019 F: AGG GAC CTC ATG TAG AAGC 1920

R: ACT TTT GGA CCC TGT AGT GC

F: TTC AGG CAT ACC CTA CAC CAC ATG
INRA000S R: AAA TAT TAG CCA ACT GAA AACTGG G 24125

INRAOO63 F: GAC CAC AAA GGG ATT TGC ACA AGC 24/22
R: AAA CCA CAGAAATGCTTGGAAG

F: AAA GGC CAG AGT ATG CAATTA GGA G
MAF0065 R: CCA CTC CTC CTG AGA ATATAA CATG 25125

SRCRSP0005 F: GGA CTC TAC CAA CTG AGC TAC AAG 24/22
R: TGA AAT GAA GCT AAA GCAATG C

SRCRSPO00S F: TGC GGT CTG GTT CTG ATT TCA C 2225
R: CCT GCA TGA GAA AGT CGATGCTTA G

SRCRSP0024 F: AGC AAG AAGTGT CCACTGACA G 22/23
R: TCT AGG TCC ATC TGT GTT ATT GC

Teplotny a ¢asovy rezim PCR pre RAPD (94 °C 2 min., 94 °C 1 min., 38 °C 1 min., 72
°C 2 min, 45 cyklov. Teplotny a ¢asovy rezim PCR pre mikrosatelity: GeneAmp PCR
System 9700 cycler (pocet cyklov 30): Ramp speed MAX, volume 6, aktivacia: 95°C 10
min, denaturdcia: 95°C 30 s, annealing: 55°C 30 s, extenzia: 72°C 1 min, findlna
extenzia: 72°C 60 min..
Stiepenie DNA

Pre DNA fingerprinting boli pouZzité restrikéné endonukleazy: Hinf I (G/ATC),
Hae III (GG/CC), Rsa I (GT/AC) a Hbo I (/GATC). V nasej praci pre potrebu Southern
Blotting boli pouzité hlavne Hinf I a Hae II1.
Hybridizacia podla Southerna

Zakladné kroky Southernovej metddy spocivali v separacii DNA fragmentov na
ELFO (2,8 % agardzovy gél), transfér (prepijakovanie) z agarézového gélu na nylonova
membranu, hybridizacia fragmentov DNA s minisatelitnou sondou (alebo sondami),
chemiluminiscencia a autoradiografia (RTG snimok), softvérové vyhodnotenie
fragmentov. Vyslednd minisatelitnd sonda 33.6 potom pozostdvala z nasledujucich
nukleotidov (celkovy pocet je 548 bp):
1 tacaatgtga gtagaggaga cctcacattt gaccttggaa agttggagga agggctggag

61 gagggeteea gaggaagggc tggaggaagg getggaggag ggetecagag gaagggetgg
121 aggaagggct ggaggagggc tecggaggaa gggetggagg aagggctgga ggagggctee
181  ggaggaaggg ctggaggaag ggctggagga gggeteegga ggaagggctg gaggaaggec



241  tggaggaggg ctccggagga agggetggag gaagggctgg aggagggcte cggaggaagg
301 gctggaggaa gggetggagg aagggetgga ggagggcetee ggaggaaggg ctggaggaag
361 ggctggagga gggetecgga ggaaggectg gaggaagggce tggaggagge ctccnnnnnn

421  nnnnnnggag gaagggetgg aggaggecte cggaggaagg getggaggaa gggetggagg
481  agggctccag aggaaggegg ttgctectea ctetgtggte tttgtetgte cagaccttee

541  cttcttgg.
Celkovy pocet jednotlivych baz: A (116), C (83), G (270), T (67) a iné (12)

SUHRN VYSLEDKOV A NAVRH NA VYUZITIE PRE
DALSI ROZVOJ VEDY

Analyzované populécie zvierat z celade sokolovité (Falconidae) a turovité
(Bovidae) predstavovali pozorovaci model, ktory spiiial kritéria ohrozenosti druhu
a zastupovanie vtakov a cicavcov, ako hodnotiacej vzorky. Testovanie bolo vykonané
polymorfnou minisatelitnou sondou 33.6, sadou mikrosatelitnych primerov zvlast pre
sokolovité a kozovité a sadou RAPD primerov. Vysledky testovania boli analyzované
matematicko-Statistickou metédou zohladnent v programe PowerMarker. Pri
porovnanie testovanych druhov a jednotlivych exemplarov bola vyuzitd hlavne
geneticka vzdialenost’ na zéklade prirad'ovania jednotlivych frakcii. Na zohladnenie
vSetkych pozorovanych parametrov na trovni jedincov vramci druhu a
medzidruhovych vztahov boli pouzit¢ dve metriky zhlukovania, ktoré umoznili
komplexné zhodnotenie genetickych podobnosti. Vizualizaciu vysledkov predstavuju
dendogramy (podobnostné stromy), ktoré vychadzaju z matice genetickych vzdialenosti
podla prislusnosti k druhu alebo jednotlivych zvierat a zostrojené metédou Neighbor
Joining.

Aplikovanim sondy 33.6 pri sokoloch sme ziskali fingerprinty s celkovym
poctom 37 detekovatelnych frakcii. Z celkového poctu v ramci vSetkych pozorovanych
zvierat askupin bolo 36 polymorfnych. Najvdcsia genetickd vzdialenost’ bola
pozorovana medzi skupinami FTA a FPA - sokol stahovavy a sokol mysiar.

Rovnaka sonda bola pouzitd aj pri zastupcoch cicavcov - koza skrutkoroha
a adax nubijsky, kde bolo analyzovanim zistenych 42 frakcii, z ktorych bolo 81%
polymorfnych a pouziteI'nych na ur€ovanie odliSnosti medzi pozorovanymi jedincami.

Fragmenta¢nou analyzou mikrosatelitnych lokusov sokolov boli testované 4

mikrosatelity NVHfpl13, NVHfp31, NVH{p79-4 a NVH{p89. Pouzitim primeru



NVHip13 boli pozorované Styri alely s oznacenim A, C, D a E, najvysSie zastupenie
v populécii mala alela E. Primer NVHfp31 vykazoval 10 alel, pricom najvicsie
zastipenie mala alela s oznacenim D as frekvenciou v populacii 0,425. NajnizSie
zastapenie v populacii mali dve alely C al, ktoré dosiahli frekvenciu vyskytu 0,025.
Primer NVH{p79-4 vykazoval 13 alel. Najvicsie zastupenie mala alela s oznacenim 1,
ktora bola pozorovana 11 krat a dosiahla frekvenciu v populacii 0,275. Alely A, B, C, H
a N mali v populacii velmi malé zastiipenie a vyskytovali sa v najmensej frekvencii
s hodnotou 0,025. Primer NVHfp89 vykazoval 7 alel, najvécsie zastiipenie mala alela
s oznacenim B a frekvenciou 0,625. NajmensSie zastupenie v populacii boli pozorované
pri alelach A a D s frekvenciou 0,025. Statistickymi metédami sme posudzovali celkovu
schopnost’ pouzitych markérov objektivne posudit’ pribuzenské vztahy v sledovanej
skupine zvierat. Za zakladné charakteristiky sme pouzili pocet genotypov, pocet alel,
génova diverzitu, heterozygozitu, polymorfny informacny obsah a koeficient
pribuznosti. V testovacej skupine sokolov bolo vizualizovanych 34 alel, ktoré umoznili
vzniknit' 41 réznym genotypom. NajvysSia génova diverzita bola zachytend pouzitim

mikrosatelitu NVH{p79-4 (tabul’ka 2).

Tabulka 2: Porovnanie génovej diverzity analyzovanych markérov u sokolov

Markér Pocet Pocet alel (.;énm.’é Heterozygozita PIC F
genotypov diverzita
NVHfp13 5 4 0.4563 0.3000 0.4033 0.3649
NVH{p31 11 10 0.7650 0.5000 0.7435 0.3688
NVH({p79-4 15 13 0.8613 0.8000 0.8486 0.0966
NVH({p89 10 7 0.5750 0.4000 0.5475 0.3274
priemer 10 8 0.6584 0.4963 0.6459 0.2921
Stand.chyba 0.0735 0.0921 0.0791 0.0600

Fragmentacnou analyzou mikrosatelitnych lokusov pre kozy skutkorohé a adaxa
nubijskeho boli pouzité mikrosatelitné primeri schvalené ISAG pre kozy a to konkrétne
osem mikrosatelitnych lokusov HSC, INRA0063, SRCRSP0024, ILST19, INRA000S,
MAFO0065, SRCRSP0005, SRCRSP0008. Lokusy boli overené ako vysoko variabilné
v populécii koz a preto davali predpoklad zachyteniu odliSnosti medzi jednotlivymi
zvieratami v pokusnej skupine spolu s adaxami. Pouzitim primeru s oznacenim HSC
bolo mozné pozorovat’ tri fragmenty, z ktorych najvicsSie zastipenie mal fragment s
frekvenciou 0,421 o dizke 273 bp. Primer INRA0063 vykazoval $tyri fragmenty,
ktorych frekvencia sa pohybovala v rozmedzi od 0,068 pri frakcii 176 az po 0,4091



pri frakcii 168. Primer SRCRSP0024 umoznil vznik Osmich frakcii, najvicsie
zastupenie v populdcii sledovanych zvierat mala frakcia 160, ktord dosiahla frekvenciu
vyskytu 0,431. Primer ILST19 vykazoval tri frakcie, najvyssie zastipenie v populacii
mala frakcia 150 s frekvenciou 0,700. Primer INRAOOOS bol schopny detegovat’ Sest’
mikrosatelitnych frakcii, z ktorych najcastejSie zastipenie v populacii mala frakcia 124
a 138 s frekvenciou 0,285. Medzi najmenej zastupené frakcie patrili frakcia 114
s frekvenciou 0,047. PouZitim primeru MAFO0065 sa podarilo detegovat’ tri fragmenty,
pricom frekvencia jednotlivych frakcii sa pohybovala v rozmedzi od 0,159 do 0,431.
Primer SRCRSP0005 vykazoval styri frakcie s dizkou od 166 bp do 178 bp. Najnizsie
zastpenie v populdcii mala frakcia 178. NajvysSie zastipenie prezentované
frekvenciou 0,409 mala frakcia 166. Mikrosatelitnym primerom SRCRSP0008 sa
podarilo detegovat’ pit frakcii s dizkou od 219 bp po 229 bp. Najvicsie zastipenie
v populacii mala frakcia 225, ktora sa vyskytovala vo frekvencii 0,611. Celkovo
mozeme konStatovat’, Ze bolo ziskanych 46 genotypov, ktoré vychadzali z celkového
poctu 36 alel. Z obrazku 1 vyplyva fakt, Ze jedince boli na zdklade matice rozdelené na
dva samostatné zhluky, ktoré predstavujii druhové rozdiely medzi Capra sp. a Adax sp..
Z tohto je mozné usudit’, ze metoda detekcie MS je vhodna aj pre stanovenie rozdielov

na urovni druhov, rodov a ¢eladi.

0.1

Obrazok 1: Dendogram matice genetickych vzdialenosti zostavenej medzi jednotlivymi

exemplarmi bez zohl'adnenia prislusnosti k skupine (mikrosatelitna detekcia)

Analyzované boli vysledky génovej diverzity, heterozygozity, polymorfného
informacného obsahu a koeficientu pribuznosti pre jednotlivé pouzité mikrosatelity.

Aplikovanim mikrosatelitnych syst¢émov bolo mozné  pozorovat, ze metdda



fragmentacnej analyzy je schopna detegovat odliSnosti medzi jednotlivymi jedincami

v teste, rovnako ako aj medzidruhové rozdiely (tabul’ka 3).

Tabulka 3: Porovnanie génovej diverzity analyzovanych markérov u kozy skrutkorohej
a adaxa nubijskeho

Markér gerll)(())téyelfov Pocet alel | Génova diverzita | Heterozygozita | PIC F
HSC 5 3 0.6330 0.4737 0.5551 ] 0.2768
INRA0063 6 4 0.6911 0.3636 0.6332 | 0.4917
SRCRSP0024 8 8 0.7149 0.5909 0.6742 | 0.1959
ILST19 4 3 0.4638 0.4000 04175 ] 0.1625
INRA0005 7 6 0.7744 0.6667 0.7390 | 0.1629
MAF0065 4 3 0.6209 0.2273 0.5405 | 0.6477
SRCRSP0005 5 4 0.6890 0.2273 0.6307 | 0.6828
SRCRSP0008 7 5 0.5787 0.5000 0.5417 | 0.1639
Priemer 5.7 4.5 0.6456 0.4340 0.5940 | 0.3398

Metoda RAPD bola pouzitd pre porovnanie ako doplnkovd metdda, kde sme
zaradili do pokusu pre sokoly $tyri oligonukleotidové primery 1a02, 1 / 3,1 / 5 ala03.
S pouzitim popisanych primerov sa nam v populacii podarilo sledovat celkovo 24
frakcii z ktorych bolo vSak 7 monomorfnych pri vSetkych sledovanych zvieratach.

Pre vyuzitie metody RAPD pre kozu skrutkorohti a adaxa nubijskeho sme
pouzili osem oligonukleotidovych primerov s oznacenim LAO02, JAO3, JAO2, 1 / 3,
1 /5 WI3, FI19 aF7. Zcelkového poc¢tu 38 pozorovanych frakcii bolo 16
polymorfnych, o predstavuje 42% polymorfnych frakeii.

Archivéacia a tvorba DNA databdzy boli podrobne analyzovand a do prace bola
zakomponovand konec¢na verzia uchovavania vsetkych typov dat.

Vseobecne by sme mohli zhrnut, Ze chrdnené druhy zvierat predstavuju
vacsinou nizkopocetné populéacie, kde boli stanovené vhodné metdody zalozené na
detekcii polymorfizmu DNA pomocou neradioaktivne znacenych minisatelitnych sond
a fragmentacna analyza polymorfizmu mikrosatelitov. NajvhodnejSou metdédou pre uz
zname detekovatelné mikrosatelitné markéry jednotlivych druhov je fragmentana
analyza. Tuto metodu je vSak mozné pouzit’ v pripade, ze st zname mikrosatelity a je
k dispozicii sekvenacnd technika. Hlavni vyhodu predstavuje reprodukovatelnost
vysledkov a rutinné laboratdrna praca pri optimalizacii jednotlivych krokov. Jej vyuzitie
pripadd do tUvahy pri populaciach vécsej pocetnosti. Detekcie VNTR pomocou
polymorfnych minisatelitnych sond je mozné aplikovat’ aj bez materidlne narocnej
techniky a je vhodna pre nizkopocetné populédcie chranenych druhov zvierat, kde este

neboli doposial’ detekovate'né mikrosatelity. Nevyhodu predstavuje ¢asova narocnost’



na jednotlivé etapy testovania, pracnost’ a nizka uroven reprodukovatelnosti. Metdda
RAPD nie je vhodna pre stanovené ciele prace, jej vyuzitie je hlavne pri zistovani
genetickych vzdialenosti a hodnoteni biodiverzity jednotlivych populécii.

Navrh na vyuzZitie poznatkov a zaver

Dosiahnut¢  vysledky v  optimalizacii molekuldrno-genetickych — metod
a stanovenia DNA profilov pre jednotlivé Zivoc¢iSne druhy zaradené medzi chranené, je
vyraznym posunom prepojenia vedy a praktickej ochrany biodiverzity. K jej
sekundarnej ochrane modze napomoct’ aj tvorba ucelenej DNA databazy o jednotlivych
exemplaroch chranenych druhov zvierat. Stanovené ciele boli nasmerované
k optimalizacii najvhodnejSich molekularno-genetickych metdéd pre jednotlivé druhy
zvierat z rozne velkych populécii, identifikacii exemplarov a tvorby DNA databazy
chranenych druhov zvierat.

Vyber spravnej metody stanovenia DNA profilu pre dany ZivociSny druh urychli
spravne a jednoznacné urcenie identity jedinca, pripadne potvrdi, resp. vyvrati
rodi¢ovstvo. Pri chranenych druhoch zivoc¢ichov podstata uréenia identity a rodi¢ovstva
predstavuje zakladny prvok ich ochrany.

Metoda detekcie polymorfizmu mikrosatelitov je vyuZivand najmé pri poznani
znamych mikrosatelitnych sekvencii, ktoré st Specifické pre dany druh. Metoda je
vhodna pre zivocisne druhy rozsiahlych populacii, kde polymorfizmus mikrosatelitov je
prevazne pouzitelny pre celu celad. Potencidl metédy detekcie polymorfizmu
minisatelitov sa vyuziva hlavne pri nizkopopulaénych druhoch (menej ako 20
exemplarov), kde nie su zname a popisané mikrosatelity. Pre stanovenie identity
a pripadnej parentity je pouzitenych niekol’ko polymorfnych minisatelitnych sekvencii,
ako aj nami pouzitd sonda 33.6. Metoda RAPD je vyuzivand hlavne na zistovanie
druhovej a medzidruhovej diverzity. Vyhodou metody je jej neviazanost’ na Specificka
oblast’ DNA, ¢im dosiahneme vicsiu pestrost’ ziskanych vysledkov genetickej diverzity.
Metddu je mozno vyuzit’ pri celkovom hodnoteni genetickych vzdialenosti uzavretej
populacie zvierat a to hlavne pre zostavovanie vhodnych parov, resp. samcov pre
priparovaci proces nepribuznych (geneticky najvzdialenejSich) jedincov.

Potencial vytvorenych prvych ucelenych dat, ktoré tvoria zakladné jednotky pre
rozvijanie komplexnej DNA databazy chranenych druhov Zivocichov, tvori zéklad pre

d’al$ie vizbu novych druhov zvierat a rozsirenie databazy uz existujticich druhov.



V praci su charakterizované jednotlivé metddy, detailne rozpracované jednotlivé
metodiky aich modifikacie, vratane laboratornych postupov, ktoré moézu sluzit’ ako
pomdcka pre Studentov pri ziskavani informécii a poznatkov pre optimalizaciu ich
vlastnych pokusov.

Vzhladom k aktualnosti danej témy boli dosiahnuté vysledky primarnym
krokom k prepojeniu monitoringu zvierat ohrozenych vyhubenim s vednou disciplinou
genetika zvierat. Tato praca by mala sluzit’ ako Startér pri prepojeni ochrany Zivotného
prostredia s najmodernejSimi poznatkami a vedomostami vedy na tuseku genetiky
zvierat. V priebehu realizacie dizertacnej prace sa aj na zaklade tejto prace
implementovali definicie DNA profilu ajeho stanovenia do zakonov aich
vykonéavacich vyhlaSok v SR. V sti¢asnosti je povinny vykon stanovenia DNA profilu
pre vybrané druhy zvierat, ktoré st primarne ohrozené vyhubenim. Tymto smerom sa
nam podarilo spojit’ vyuzivanie genetiky zvierat v ochrane zlozky zivotného prostredia
priamo v praxi. Na zéklade tejto prace je mozné v buducnosti rozvijat’ dané metddy pre

d’al$ie druhy zivocichov a napliat’ tak pozadované ciele v SirSom uplatneni.
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