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W pracy przedstawione wstepna ocene parametrow genetycznych populacji jelenia szlachet-
nego w makroregionie $rodkowo-wschodniej Polski, z zastosowaniem metody PCR-RFLP.
Material do badaa stanowily probki tkanki migéniowej pobrane od 32 jeleni pozyskanych
w makroregionie Srodkowo-wschodniej Polski. Wyliczono heterozy wmvmosa (i) oraz in-
deks stopnia polimorfizmiu (PIC) przy pomocy programu CERVUS 2,0, W badanej grupie
jeleni zidentyfikewano ogolem 21 alleli. Liczba alleli w locus byla zréinicowana i wynosila
od 2 (locus BspHI) do 5 (Joeus Tsp5091). Otrzymane wyniki wykazujg, ze badane loci cechuja
sie wysokim stopniem polimorfizmu. Srednia warto$é wspélezynnika heterozvgotyeznodel
wynosila 0,655, natomiast Srednia warto§¢ PIC - 0,531, W badanej populacji najbardzie}

polimorficznym locl byt Tsp5091, natomiast najmniejszy polimorfizm stwierdzono dla loci
Bsplil, Mbol oraz Rsal.

SLOWA KLUCZOWE: Cervus elaphus / polimorfizm miDNA

W ezasie 1L wojny $wiatowe] nastapilo calkowite wyniszezenie populacii jeleni na
Lubelszezyznie. Obecna populacja jelenia szlachetnego w tym makroregionie jest wy-
nikiem akeji reintrodukeji tego gatunku, przeprowadzonej w latach 1950-1960. W ra-
mach tej akeji na terenie Lubelszezyzny wypuszezono 261 jeleni o rdznym pochodze-
niu. Dominowaly osobniki z Wielkopolski i Polski poludniowo-zachodnie], stanowigce
70.5% ogolu sprowadzonych jeleni, natomiast reszta, okolo 30%, to jelenie mazurskie.
Miejsca introdukcji obejmowaly prawie wszystkic duze E(mng sleksy fes$ne na Lubel-
szezyznie. Nalezy podkredli¢, Zze introdukcja jeleni na tym terenie zakonezyla sig pelnym
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sukcesem. Wypuszczonych 261 jeleni wytworzylo w ciggu 34 lat prezng populacie,
o liczebnosct 3118 osobnikow [3].

Celem pracy byla ocena parametréw genetycznych populacji jelenia szlachetnego
w makroregionie $rodkowo-wschodniej Polski przy vzyciv metody PCR-RFLP.

Material i metody

Material badawczy stanowity tusze 32 jeleni pozyskanych w makroregionie §rod-
kowo-wschodniej Polski (Nadle$nictwa: Parczew, Mircze, Zwierzyniec, Tomaszdw).
Probki tkanki migSniowej do dalszych analiz pobierano z prawego filara przepony.

izolacje genomowego DNA przeprowadzono z tkanki migéniowej przy uzyciu ze-
stawu Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promesa). Amplifikacji poddano odcinek
mitochondrialnego DNA (gen tRNASY/podjednostka oksydoreduktazy cytochromo-
wej) [2]. Lafcuchowy reakcje polimerazy przeprowadzono wykorzystujge startery
L 14735 aaa aac cac cgt tgt tat tea act a/H15149: gee cet cag aat gat att tgt cet ca (DNA
Gdansk) oraz Taq Polymerase i dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fermentas). Warunki re-
akeji PCR: 96°C - 3 min. denaturacja, 96°C — 30 sek., 65°C ~ 60 sek. amplifikacja,
72°C ~ 180 min. rozciaganie [9]. Uzyte startery pozwolily na amplifikacje fragmentu
podjednostki cytochromu b o dlugodci 464 nukleotyddw. Amplikon wraz z enzymami
restrykcyjnymi i specyficznym buforem w odpowiednim st¢zeniu inkubowano przez 2
godz. w temperaturze 37°C. Fragmenty restrykcyjne byly rozdzielane na 2,5% zelu
agarozowym z wykorzystaniem 100 bp ladder (Fermentas).

Wykorzystano nastgpujace enzymy restrykeyjne: Haelll, Sspl, Tagl, Rsal, Mbol,
Tsp5091 i BspHI. Dodatkowo amplikon od wybranych 9 osobnikow poddano sekwen-
cjonowaniu. Na podstawie ilodci i wielko$ci uzyskanych alleli przeprowadzono analize
statystyczng fragmentow restrykeyjnych (RFLP — Restriction Fragment Lenth Polimor-
phism) dla siedmiu loci w badanej populacji jeleni. Wyliczono heterozygotycznosé (H)
oraz indeks stopnia polimorfizmu (PIC). Parametry genetyczne wyliczono przy pomocy
programu CERVUS 2,0 [6].

Wyniki i dyskusja

W badanej grupie jeleni zidentyfikowano ogdlem 21 alleli. Wielko$¢ alleli wahala
sig od 11 do 349 pz dla wszystkich 7 badanych loci. Liczba alleli w locus byta zrozni-
cowana i wynosila od 2 (locus BspHI) do 5 (locus Tsp5091) — tab. 1. Przykiadowy zel
z trzema enzymami restrykevinymi u trzech osobnikow przedstawiono na rycinie.

WartoSci H i PIC dla poszczegolnych loci przedstawiono w tabeli 2. Otrzymane
wyniki wykazuja, ze badane loci cechujy sig duzym zréznicowaniem stopnia polimor-
fizmu. Srednia warto$¢ wspélczynnika heterozygotyczno$ci wynosita 0,655, natomiast
Srednia wartos¢ PIC - 0,531, W badanej populacji najbardziej polimorficznym loci byl
Tsp5091, natomiast najmniejszy polimorfizm stwierdzono dla loci BspHI, Mbol oraz
Rsal. Nalezy stwierdzi¢, ze z 7 analizowanych loci do dalszej charakterystyki struktury
genetycznej jelenia szlachetnego najbardziej informatywne sy loci Tsp5091 i Tagl.

10



500 pz

100 pz

Ryc. Sciezki 1, 2, 3 — endonukleaza Haelll; Sciezki 4, 5, 6 — endonukleaza Rsal; éciezki 7, 8, 9 —
endonukleaza Tagl

-

Fig. Paths 1, 2, 3 — endonuclease Haelll; paths 4, 5, 6 — endonuclease Rsal; paths 7, 8, 9 — endonuclease
Taql

Wystepowanie z 3 samg czgstoscia alleli w przypadku 6 loci mozna interpretowac jako
niedoskonalo$¢ metody RFLP dla badanej grupy zwierzat i konieczno$é zastosowania
dodatkowo innych metod, np. sekwencjonowania.

W badaniach nad populacjami skandynawskich jeleniowatych wspdiczynnik hete-
rozygotycznos$ci wahal sig od 0,09 do 0,78 u losia, od 0,13 do 0,70 u jelenia i od 0,12
do 0,65 u sarny [8]. W badaniach Fickela i Reinscha nad polimorfizmem sarny euro-
pejskiej [5], PIC dla 7 loci wahat sie od 0,354 do 0,753.

We wezeSniejszych badaniach autoréw nad subpopulacja jelenia szlachetnego na
Lubelszczyznie §rednic warto$ei H 1 PIC dla dwoch loci wynosily odpowiednio 0,829
i 0,737, natomiast Ds pomiedzy poszezegdlnymi osobnikami wynosit od 0,329 do 0,403
[4]. W badaniach Boneta i wsp. [1] $rednia warto$¢ heterozygotycznosci u jeleni
z Mauritiusa wynosila 0,529, natomiast PIC — 0,400, a dla populacji jelenia z Nowej
Kaledonii ~ odpowiednio 0,595 i 0,461. W badaniach wlasnych uzyskane wartoéci dla
wspélezynnika polimorfizmu byly zblizone (PIC=0,531), natomiast dla wspotczynnika
heterozygotyczno$cei byly znacznie wyzsze (H=0,655).

Biorac pod uwage rdéznorodno$¢ materialu genetycznego wykorzystanego przy in-
trodukeji jelenia na LubelszczyZnie, nalezy przypuszcezaé, ze réznorodno$¢ puli geno-
wej w obecnej populacji jest wicksza niz osobnikdéw pochodzacych z innych rejondw.
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Tabela 1 —Table 1
Charakterystyka fragmentow restrykeyjnych dla 7 loci
Characteristic of restriction fragments of 7 loci

Locus Allele q bp
Haelll 3 0,33 126
0,33 159
0,33 179
Sspl 3 0,33 t14
0,33 162
0.33 188
Taqgl 4 0,31 27
0,31 191
0,04 218
0,35 246
Rsal 2 0,50 121
0.50 343
Mbot 2 0,50 115
0,50 349
Tsp5091 5 0,20 11
0,20 58
0,20 71
0,20 126
0.20 198
BspHt 2 0.50 28
0,50 436

Tabela 2 - Table 2

Wspolezynnik heterozygotycznodcei (H) 1 indeks stopnia polimorfizmu (PIC) dla
badanych fragmentow restrykeyjnych dla poszezegdlnych loci

Heterozygosity tactor (H) and polymorphic information content (PIC) in evaluated
loci

Locus Allel size H PIC
(bp)
Rsul 121 - 343 0,529 0.375
Mbol 91 - 373 0,529 0,375
BspHl 28 - 436 0,529 0,375
Haelll 126 - 179 0,713 0,602
Sspl 114 — 188 0,713 0,602
Tagl 27 - 246 0,724 0.617

TspS091 It 198 0,847 0,768




Warto$ei H i PIC oszacowane przez Niemczewskiego i wsp. na populacji jelenia ma-
zurskiego wynosza odpowiednio: H — 0,540, PIC - 0,495 {7].
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Preliminary investigations on the genetic structure with mitochondrial
DNAinred deer (Cervus elaphus) from middle-eastern region of Poland

Summary

The aim of this paper was to evaluale genetic parameters of red deer populations in the

middle-eastern region of Poland by PCR-RFLP mtDNA method. Tissue samples for preparation
of DNA were obtained from 32 red deer from middle-eastern region of Poland. Heterozygosity (H)
and polymorphic information content (PIC) with CERVUS 2.0 was calculated. Eighteen alleles

from 11 to 349 bp were selected. The number of alleles in loci was diversified and the values were
from 2 (locus BspHI) to 5 (locus Tsp50971). The results indicated that evaluated loci showed the

highest degree of polymorphism. The average values of heterozygosity factor were 0.655 and PIC
0.531. The most polymorphic locus in the evaluated population of red deer was TspS09L There is
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no polymorphism obtained in loci BspHI, Mbol and Rsal. In the conducted investigations, value
of PIC was very similar to that one of other authors but H was distinctly higher. On the other hand,
the diversity of genetic material used in red deer introduction in the middle-castern region of Poland
allows concluding that polymorphism of red deer population is the highest one as compared 1o
other regions ol Poland.
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