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VysledKky rieSenia projektu

a) sposob, metody a priebeh rieSenia
b) dosiahnuté vysledky a porovnanie s ciel’mi projektu
¢) uplatnenie vysledkov a ich prinos v rieSenej problematike

a.) Sposob, metddy a priebeh rieSenia

Na zistenie miery genetickej diverzity a diferenciacie slovenskych populacii muflona lesného (Ovis
orientalis musimon) bolo v polovnych sezonach 2013 a 2014 zozbieranych 113 vzoriek tkaniva
z muflonej zveri a na porovnanie 6 ov¢ich vzoriek tkaniva. Tkaniva boli vyizolované modifikovanou
metddou CTAB (DOYLE & DOYLE 1987), ktord bola d’alej modifikovana pre pouzitie na extrakciu
DNA zo zivocichov (OLIVEIRA et al. 2007). Na amplifikaciu malo byt pouzitych 18 variabilnych
nuklearnych mikrosatelitnych markérov. Tri mikrosatelity bolo potrebné vylucit, pre vyskyt
neSpecifickych produktov. DNA bola amplifikovand pomocou Quiagen Multiplex Mix (Qiagen).
Amplifikacia prebiehala v cykléroch PTC200 (MJ Research), T personal (Biometra), GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems), iQ5 real-time PCR detection system (Bio-Rad). PCR produkty boli
analyzované pomocou automatického kapilarneho genetického analyzatora ABI 3130 ® (Applied
Biosystems, USA), ktory pri fragmentacnej analyze vyuZival fluorescenéne znafené primery.
Vyhodnotenim zaznamenanych dat bol vygenerovany hruby zdznam v podobe grafu. Ziskané vysledky
boli vyhodnotené pomocou softvéru GeneMapper verzia 4.0 (Applied Biosystems), ktory je sucastou
genetického analyzatora. Vystupom boli genotypy jednotlivych vzoriek v grafickom zobrazeni. Z
programu GeneMapper bola exportovand genotypova tabulka, ktord bola upravend do tvarov, ktoré
akceptujii ostatné genetické pocitacové programy a bola vyhodnotena F-Statistika, Bayesianska
zhlukovacia metdda.

b.) Dosiahnuté vysledky a porovnanie s cie’'mi projektu

Cielom $tidie bolo stanovenie miery genetickej diverzity populacii muflona lesného (Ovis
orientalis musimon) a urenie miery genetickej diferenciacie medzi slovenskymi populaciami muflona
lesného (Ovis orientalis musimon). Dalsim cielom bolo zistit, ¢i muflonia zver na Slovensku vykazuje
znamky popula¢ného bottlenecku.

Zakladné charakteristiky nukledrnych mikrosatelitov u skimanej muflonej populacii boli
zistované v programe FSTAT 2.9.3. (GOUDET 1995). Ziskané vysledky, ako pocet alel v populécii cez
vSetky lokusy, bazicky rozsah lokusov, pozorovana heterozygotnost’ H, a index fikacie Fs stt uvedené
v tabulke 1. Celkovo bolo identifikovanych 100 alel na preskimanych 119 jedincoch, ztoho 113
muflonov a 6 oviec domacich.

Mozny efekt demografickych bottleneckov bol testovany programom BOTTLENECK 1.2 (COURNET
& LUIKART 1996). Grafickd metdéda MODE-SHIFT pozostava zo zoskupenia alel polymorfnych lokusov
(minimalne 5 lokusov) do tzv. tried alelickych frekvencii, kde 0-0,100 je trieda s nizkou alelickou
frekvenciou a trieda 0,901-1,000 mé& vysoku alelicku frekvenciu. Graficka metéda vyhodnoti, ze sa
v skiimanej populécii vyskytol bottleneck, ak zaznamena menej alel nizsej frekvencie v jednej alebo
viacerych strednych triedach alelickych frekvencii (LUIKART et al. 1998). U muflolov bol potvrdeny
nedavny bottleneck.

Geneticka diferenciacia populacii bola hodnotena na zaklade modelového pristupu procedar
STRUCTURE verzia 2.2.1 (PRITCHARD et al. 2003). Vyvoj logaritmu sumarnej pravdepodobnosti (log
likelihood) a parametra AK (EVANNO et al. 2005) ukazal pocet skupin 3 (obrazky ¢.2 a ¢.3).

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Vysledky rieSenia projektu (pokracovanie)

Tab. 1 Charakteristiky nuklearnych mikrosatelitov u skiimanej muflénej populécii

Muflén lesny (113) Ovca domaca (6)
Lokus (Ovis orientalis musimon) (Ovis aries)

| S|y | T S|
BM4513 ! 13 135-171 0.876 | -0.012 6 | 145-171 | 0667 | 0.231%
BMS119 $$ 1 121 ot - 1 121 nli’([)‘r’gfy -
JLSTOL1 % 5 279295 | 0375 | -0077* | 4 | 279293 | 0.833 | -0.220%
INRAO63 + 5 141-155 | 0300 | 0.032* 7 | 147-167 | 0.833 | 0.057*
INRA132 % 3 177-185 | 0319 | 0.174* 4 | 171-179 1 -0.539*
MAF70 9 7 141-169 | 0411 | 0.127* 5 141-155 1 -0.225%
0arCP49 1! 5 91-103 0402 | -0.077% | 7 83-105 | 0.833 | 0.0740
OarFCB304 o 8 149-181 0.655 | 0.123* 4 | 163-179 1 -0.463*
RMI8S # 4 117-141 0.545 | 0.096* 4 | 129-141 | 0.667 | 0.149%
Roel § 5 135-151 0.505 | 0.173* 4 | 135-147 | 0500 | 0.318*
RT27$ 3 149-155 | 0487 | 0.230* 4 | 149-155 | 0.667 | 0.070*
RT30 $ 1 175 Hl\l’(l)‘r’gfy - 1 175 Hl\l’(l)‘r’?rfy =
TCRVB6 5 227-257 | 0.613 | 0.089* 4 | 227257 1 -0.539*
TGLAS3 Y, 5 145-161 0.583 | 0.063* 5 141-157 | 0.667 | -0.177*
TGLAY4 § 3 121-133 0.575 | -0.084* 1 121 Hl\l’(l)‘r’?rfy -

* hladina vyznamnosti P< 95%

9 Buschnan and Crawford (B) 1992, § Georges and Massey 1992, ® Buschnan and Crawford (A) 1993, #
Barendse 1994, ! Bishop 1994, T Vaiman 1994, !! Ede 1995, % Kemp 1995, $$ Stone 1995, $ Wilson 1997,
Fickel and Reinsch 2000, } Slate 1998
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Obr. 1 Vizualizovany MODE-SHIFT, jeden z ukazovatel'ov populacného bottlenecku
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Obr. 2 Podiel jednotlivych genofondov urcenych STRUCTURE
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Obr. 3 Miesta zberu vzoriek mufléna lesného na Slovensku a ich rozdelenie do dvoch genetickych skupin, na zaklade
procediry STRUCTURE. Legenda: Tmavé kruhy—muflén 1; svetlé kruhy—muflon 2.

c.) Uplatnenie vysledkov a ich prinos v rieSenej problematike

Z pouzitych 15 nuklearnych mikrosatelitnych markérov boli 2 monomorfné, t.j. na danom lokuse sa vyskytla len
jedna alela. Pozorovand heterozygotnost (Hp) sa pohybovala v rozhrani od 0,300 po 0,876 s priemernou hodnotou 0,511.
Index fixacie (Fis) variroval od —0,084 po 0,230. Bola zistena kladna priemerna hodnota (0,066), co znamend nadbytok
homozygotov v populacii. Jedna z moznych pricin je geneticky drift, konkrétne fixacia alel. To znamena, Ze frekvencia
urditej alely rastie, kym frekvencia ostatnych alel klesa. Dal3i jeden z najéastejsich mechanizmov vyvolavajuci geneticky
drift je efekt zhardlenia, resp. bottleneck. NaSe vysledky potvrdzujt, Ze u slovenskej mufonej populacii nedavno prebehol
bottleneck.

Na tzemi Slovenska boli zistené dve odlisné genetické skupiny muflonej zveri, Co potvrdzuje historické pramene.
Tieto pramene opisuju dovezenie muflonej zveri v 60-tych rokoch 19. storoc¢ia do dvoch lokalit. Prvy tzv. ,.nitriansky alebo
gymessky kmen“, bol dovezeny grofom Forgacom zo Sardinie a Korziky do zverni¢ky v Jelenci. V roku 1883 vypustili do
vol'nej prirody priblizne 150 jedincov. Druhy ,,zinkovsky kmen‘ bol dovezeny v roku 1898 grofom Andrac¢im do Betliara.
Po sérii zazverovani Ceskych, moravskych aj slovenskych revirov sa mufléon vyviezol z Oponic pri Topol'éanoch do
Mad’arska. Neskor nastali komplikacie so zuslachtovanim a prevodnym ,,vyhladozacim* krizenim (Hell et al. 1996), ¢o sa
objavilo aj na kvalite trofejovej zveri. V budticnosti bude potrebné doplnit’ a porovnat’ populacie muflénov aj z inych krajin.

Tretou zistenou genetickou skupinou, boli doméce ovce. V sucasnej populacnej Struktire muflénov sa vsak
nepotvrdila ich pritomnost, no s ur¢itost'ou sa to da zistit’ len sekvenovanim mitochondialnej DNA.

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Zoznam vystupov, ktoré vznikli na ziklade vysledkov projektu

a) publikované vystupy
b) zoznam vystupov odovzdanych do tlace v roku 2013
¢) iné vystupy

Publikacnu cinnost’ vykazat’ v sulade s Organizacnou smernicou ¢. 7/2013 o bibliografickej registracii a kategorizacii publikacnej
Cinnosti, umeleckej Cinnosti a ohlasov na TU vo Zvolene.

¢.) iné vystupy
Konferencie:

Vyskum a ochrana cicavcov na Slovensku (2013)

Zoologické dni Ostrava 2014, CR

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Cerpanie beznych vydavkov spojenych s rieSenim vyskumného

rojektu:

Cestovné nahrady

Konferencie, sympdzid, semindre

Siet'ové odvetvia - Komunikacie

Literatura

Vzorkovy material

Drobny hmotny majetok

Materidl, pracovné nastroje

615.38

Rutinna a Standardna (drzba

Mzdové naklady (max. 15 %)

Dohody o vykonani prace (max. 10 %)

Spolu

Rozpis ¢erpania pridelenych finanénych prostriedkov na rieSenie projektu:

1. Material, pracovné nastroje 615,38 eur, z toho

- Liz orange, size standard 332,00 eur
- Pipetové Spicky s filtrom 130,01 eur
- Pipetové $picky biele (modré) 9,96 eur
- Pipetové Spicky s filtrom 57,36 eur
- Pipetové $picky s filtrom 86,04 eur

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Nézov a adresa pracoviska:

TUZVO

KF, LF

T.G. Masaryka 24
960 53 Zvolen

Vyjadrenie fakulty, resp. org. stcasti TUZVO
(prodekan pre VVC, resp. nim povereny zéastupca, riaditel
org. sucasti)

Détum a podpis:




