European Bison Conservation Newsletter Vol 1 (2008) pp: 72-78

Zmiennos¢ mikrosatelitarna w obrebie
chromosomow pici u zubrow

Zuza Nowak, Wanda Olech

Katedra Genetyki i Ogolnej Hodowli Zwierzat SGGW w Warszawie

The microsatellite variability within European bison sex chromosomes

Abstract: The contemporary metapopulation of the European bison is extremely valuable for
maintaining the biodiversity within the European fauna, but it is also unusual experimental field
for biologists, ecologists and geneticists. The present Polish population counting over 1000
individuals can be used for the assessment of genetic population parameters, and for following
their dynamics. The modern genetics, using the techniques of molecular biology is a very
effective tool allowing the naturalists to monitor changes in genetic structure over the course of
years, and to describe the changes in incidence of selected genes during the development of
the population. Our target was to pursue changes in the range of four sequences being
characteristic for not only the paternal but also maternal lines. This analysis was done for 84
European bison born in 1950-70 (ancestors) and 175 European bison born after year 2000
(contemporary). For every male and female four fragments of nuclear DNA were amplified
(INRA30; INRA126; INRA189, and TGLA325), and microsatellite sequences located on the sex
chromosome. As a result observed was a loss of alleles belonging to the Kaukasus line, and
the increase of the genetic distance between female lines amongst contemporary individuals.
In females such effect could be caused by the accumulation of genetic differences during their
60 years of isolation in various small populations. An attempt should be made, to find males
from the Lowland-Caucasian line with alleles characteristic for Kaukasus, in order to save genes
of the only representative of the Caucasian subspecies in the population.
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Wstep

Restytucja zubra w Europie, ktora miata swoj poczatek w roku 1924, byla
ukierunkowana na jak najszybsze powiekszenie populacji tego gatunku, zaréwno
w niewoli, jak i na wolnosci. Niewatpliwym sukcesem byla reintrodukcja
zubra, pierwsza zrealizowana w Puszczy Bialowieskiej juz w 1952 roku. Po
wykonaniu dokiadnej analizy rodowodéw osobnikéw zyjacych na poczatku lat
60., Slatis (1961) stwierdzil, ze wywodzg si¢ one od dwunastu zwierzat
— zalozycieli wspoliczesnej populacji gatunku. Grupa dwunastu zalozycieli
sktadala si¢ z pigciu samcoéw i siedmiu samic. Jeden z samcéw nalezal do
podgatunku kaukaskiego, a pozostatych 11 zalozycieli wywodzilo si¢ z Puszczy
Bialowieskiej i nalezalo do podgatunku nizinnego zubra. W efekcie kojarzenia
zatozycieli w czystoSci lub miedzy podgatunkami, wspoiczesne zubry podzielone
s3 na dwie linie. W§r6d dwunastu zalozycieli tylko siedem (cztery samce i trzy
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samice) dalo poczgtek populacji linii nizinnej (bialowieskiej). Wszystkie
siedem zwierzat nalezalo do podgatunku nizinnego Bison bonasus bonasus.
Linia ta od poczatku restytucji jest linig zamknietg, co oznacza, ze potomek
nalezy do tej linii tylko pod warunkiem, iz pochodzi od obojga rodzicow tej
linii. Ta sama grupa siedmiu zalozycieli i cztery inne samice z podgatunku
nizinnego oraz jeden samiec z podgatunku kaukaskiego Bison bonasus caucasicus
daty poczatek drugiej wyodr¢bnionej linii hodowlane;j: bialowiesko-kaukaskie;.
Linia bialowiesko-kaukaska jest linig otwartg, co w tym wypadku oznacza, ze
do linii tej nalezy osobnik, ktorego jeden z rodzicow nalezy do linii
biatowiesko-kaukaskiej, niezaleznie od przynaleznosci drugiego rodzica. Na
podstawie analizy rodowodow stwierdzono, ze tgczenie dwoch linii powoduje
utrat¢ zmiennoSci genetycznej w obrebie linii bialowiesko-kaukaskiej, wiec
zaleca si¢ separacje obydwu linii w hodowli (Olech 2003; Pucek i in. 2004).

Wspolczesna metapopulacja zubra jest niezwykle cenna ze wzgledu na
zachowanie bioréznorodnosci europejskiej fauny, ale rowniez jest niezwyklym
swoistym polem doswiadczalnym dla biologow, ekologéw i genetykéw. Polska
populacja, liczagca dzi§ ponad 1000 osobnikéw, moze postuzyé do oceny
genetycznych parametrow populacyjnych i Sledzenia ich zmian w czasie.
Ksiega Rodowodowa Zubréw prowadzona od poczatku restytucji pozwolita
przede wszystkim na §ledzenie wzrostu inbredu i prowadzenie dziatan majgcych
na celu jego zmniejszenie. Informacje rodowodowe zawarte w Ksiedze pozwolily
rowniez na $ledzenie przeplywu genéw zalozycieli gatunku w obrebie po-
szczegblnych linii hodowlanych i miedzy nimi oraz wybranie strategii
postepowania w dalszej hodowli zubra w niewoli (Olech 2003).

Wspolczesna genetyka, wykorzystujaca osiagniecia biologii molekularnej,
dostarcza przyrodnikom bardzo efektywnych narzedzi pozwalajacych niezwykle
wnikliwie sledzi¢ zmiany frekwencji wybranych gendéw na przestrzeni lat
1 w bezposredni sposob opisywac zmiany podczas rozwoju populacji. Naszym
zalozeniem bylo §ledzenie zmian w obrgbie wybranych sekwencji charak-
teryzujacych nie tylko linie mateczne, lecz rowniez ojcowskie. Przekazywanie
materialu genetycznego przez ojcow dotyczy gendw lezacych na chromosomie
Y i z tego wzgledu skupiono sie na loct na tym chromosomie lezagcym. Aby
moc przes§ledzi¢ zmiany, jakie mogly nastapi¢ przez lata, prawie od poczatku
restytucji, badaniami objeto DNA osobnikéw urodzonych w latach 1950-1970
oraz DNA osobnikéw nam wspotczesnych.

Material i metody

Badania objety 84 zubry urodzone w latach 1950-1970 (antenaci) i 175 zubréw
zyjacych obecnie (wspolczesne). Wszystkie zwierzeta zostaly podzielone na
linie ojcowskie i matczyne (tab. 1) na podstawie analizy rodowodow. Wsrod
badanych zwierzat znalezli sie potomkowie tylko dwoch linii ojcowskich:
PLEBEJERA (nr 45) i KAUKASUSA (100). Wsrod zalozycielek badanej
populacji znalazly si¢ trzy krowy: PLANTA (42), PLAVIA (16) i BILMA (89).
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Tabela 1. Liczba zbadanych zwierzat (antenatow i wspdlczesnych) z podzialem na pleé i przynalez-
nos$¢ do linii ojcowskiej (samce) i matczynej (samice)

Pte¢/Linia Status antenat Populacja wspoiczesna
Samce 42 100

Plebejer 30 50

Kaukasus 12 50

Samice 42 75

Planta 22 30

Plavia 12 20

Bilma 8 25

RAZEM 84 175

Zrodtem materialu genetycznego byla substancja ggbczasta gléwek kosci
diugich lub fragmenty mozdzeni w przypadku antenatéw. Od zubréw zyjacych
wspolczesnie byly pobierane tkanki migkkie, krew obwodowa (post mortem),
lub cebulki wlos6w albo krew obwodowa przyzyciowo. Materiat chrzestny lub
kostny udostepnito Muzeum Zubra przy Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
SGGW i Zaklad Badania Ssakow PAN w Bialowiezy, gdzie kolekcjonuje si¢
czaszki zubrow eliminowanych w Puszczy Bialowieskiej. Osobniki linii nizinnej
pochodzace z lat 1950-1970 byly urodzone jedynie w Polsce, ale ze wzgledu
na znaczenie polskiej populacji mogg stanowi¢ dobrg reprezentacje dla linii
nizinnej. Material od osobnikéw wspolczesnych pochodzil przekrojowo
z réznych stad zubréw (zar6wno zyjacych na wolnosci, jak i w niewoli)
bytujacych nie tylko w Polsce, ale rowniez w innych krajach Europy.

DNA z kosci byt izolowany zmodyfikowang metodg Kalmara i wsp. (2000),
wykorzystujaca precypitacje z bigkitem bromofenolowym. Metoda izolacji
DNA z pozostalych tkanek byla zalezna od ich typu. DNA z krwi obwodowe;j
byl izolowany standardows metods fenolowo-chloroformowg (Gerstein 2001),
z tkanek miekkich — metodg wysalania (Brown 2001), z cebulek wlosowych
metoda wykorzystujaca substancje chelatujgce (Walsh 2001). Otrzymany DNA
po zmierzeniu stezenia byl przechowywany w temperaturze —20°C.

Dla kazdego osobnika meskiego byly amplifikowane cztery fragmenty
jadrowego DNA, bedgce sekwencjami mikrosatelitarnymi zlokalizowanymi na
chromosomie Y. Wybrane sekwencje mikrosatelitarne: INRA30; INRA126;
INRA189 i TGLA325 zostaly opisane na gatunku Bos taurus. Na podstawie
danych Australijskiej Organizacji Badan nad Dobrostanem CSIRO (Common-
wealth Scientific and Research Organization), informujacych, ze wymienione
sekwencje mikrosatelitarne mogg rowniez amplifikowaé sie na chromosomie
X (w regionie pseudoautosomalnym), wykonano reakcje amplifikacji wszystkich
czterech fragmentéw réwniez u badanych osobnikéw zenskich.
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Dtugos¢ amplifikowanych sekwencji mikrosatelitarnych zostala oznaczona
w sekwenatorze automatycznym AlfExpress II z wykorzystaniem odpowiednio
dobranych standardéw masy. Analizie statystycznej poddano oddzielnie dane
dla samcéw i samic. W obu przypadkach zostala obliczona liczba ziden-
tyfikowanych alleli i ich frekwencja w obregbie linii i statusu (antenat/
wspolczesny). Dla samic zostal oszacowany dystans genetyczny i utworzony
dendrogram. Wszystkie obliczenia zostaly wykonane w programie Popgen32
(Yeh i wsp. 2001).

Wyniki

Tabela 2. Czestos¢ zidentyfikowanych alleli u badanych samcéw podzielonych na linie meskie
z uwzglednieniem statusu (antenat i wspdliczesny).

Locus Allel linia Plebejera linia Kaukasusa
antenat wspolczesny antenat wspolczesny
n = 30 n =50 n=12 n =50
158 0,22
INRA 30 163 0,11
172 1,00 0,67 1,00 1,00
181 0,20
INRA 12 197 0,33
N 6 199 0,20 0,33
201 0,60 1,00 0,34 1,00
110 0,30
120 0,30 0,33
INRA 189 124 0,10
132 0,30 0,67 1,00 1,00
115 0,50 0,67
117 0,30 0,33
TAGLA 325 125 0,10 0,12
127 0,10 0,88 1,00

Analiza linii ojcowskich

W obrebie poszczegdlnych sekwencji mikrosatelitarnych zidentyfikowano
3 allele dla mikrosatelity INRA30 i po 4 allele dla pozostatych sekwencji (tab. 2).
W wiekszosci analizowanych przypadkéw mozna zaobserwowaé zmniejszenie si¢
liczby identyfikowanych alleli u osobnikéw wspolczesnych w pordéwnaniu
z antenatami. U wspolczesnych samcow z linii Plebejera nie stwierdzono 6 z 12
alleli zidentyfikowanych u antenatéw, cho¢ w obrebie locus INRA30 stwierdzo-
no trzy allele u wspéiczesnych, a jeden u antenatéw. Szczegélnie drastyczna
wydaje si¢ utrata i tak juz niewielkiej zmiennosci w linii Kaukasusa, wsréd
polskich reprezentantow jego linii. Z siedmiu alleli zidentyfikowanych
u antenatdw, u ich potomkéw stwierdzono juz tylko 4 — wszystkie utrwalone
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w swoim locus, czyli majgce stuprocentows frekwencje. Z tabeli 2 wynika
rowniez, ze jeSli u antenatéw istnialy jeszcze allele odrebne dla obu poréwnywa-
nych linii (allel 197pz/INRA126), to w populacji wspodiczesnej zanikly
catkowicie. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage niewielkg liczbe reprezentantéw linii
Kaukasusa o statusie antenata oraz ich pochodzenie jedynie z naszego kraju.

Analiza linii matczynych

Tabela 3. Czestos¢ zidentyfikowanych alleli u badanych samic podzielonych na linie zenskie

z uwzglednieniem statusu (antenatka i wspoiczesna).

Locus Allel linia Planty linia Plavii linia Bilmy
antenatka | wspolczesna | antenatka | wspdiczesna | antenatka | wspolczesna
n = 22 n = 30 n =12 n =20 n=_§ n =25
158 0,12
163 0,06 0,13 0,07
INRA 30 172 0,69 0,50 0,86 0,50 0,62 0,56
182 0,25 0,25 0,07 0,50 0,44
186 0,38
191 0,06
197 0,06
INRA 126 199 0,13 0,08 0,25
201 0,62 0,75 0,71 0,75 0,50 0,75
205 0,13 0,25 0,21 0,25 0,25 0,25
120 0,13 0,25 0,14 0,50 0,19
INRA 189 124 0,06 0,13 0,07 0,13 0,06
132 0,81 0,62 0,79 0,50 0,87 0,75
115 0,31 0,29 0,25 0,19
117 0,06 0,37 0,21 0,50 0,12 0,19
3T22GLA 125 0,25 0,44
127 0,63 0,38 0,50 0,50 0,63 0,06
129 0,12
linia 16 (wspofczesne)
2
4 linia 43 (wspdfczesne)
linia 89 (wspotczesne)
linia 16 (antenatki)
1
3 linia 42 (antenatki)

linia 89 (antenatki)

Rycina 1. Dendrogram dystansu genetycznego ocenionego na podstawie frekwencji alleli w trzech
loct zidentyfikowanych u samic z 3 linii zefiskich i podzielonych na antenatki i wspotczesne. Linia
16 — Plavii, 42 — Planty, 89 — Bilmy
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Pozytywny wynik amplifikacji poszczegdlnych fragmentéw mikrosatelitarnych
u osobnikdéw plci zenskiej pozwolil na przeprowadzenie analizy podobienstwa
tych osobnikéw z uwzglednieniem ich statusu (wspolczesny/antenat) i podziatu
na linie. Dla samic zidentyfikowano 3 allele w locus INRA189 i po 5 alleli
w pozostatych loci (tab. 3). Widoczne jest rowniez (podobnie jak u samcow),
zmniejszenie si¢ liczby identyfikowanych alleli u osobnikéw majacych status
wspolczesnych. O cztery allele mniej zidentyfikowano w linii Planty i Plavii,
dwa allele mniej w linii Bilmy. Frekwencje poszczegdlnych alleli zostaty
wykorzystane do utworzenia dendrogramu (ryc. 1) obrazujacego bardzo wyrazny
podzial miedzy osobnikami o réznym statusie pochodzenia i miedzy liniami
matczynymi. Na dendrogramie widoczne jest wyrazne podobienstwo linii
dwoch zalozycielek hodowli pszczynskiej (Planty i Plavii) — wigksze u an-
tenatek, mniejsze u krow wspoliczesnych, oraz odrebno$¢ linii matczynej
zatozycieli ze Sztokholmu (Bilmy).

Dyskusja

Przeprowadzone badania byly pierwszg bezposrednig proba opisania zmiennosSci
genetycznej w dynamicznie rozwijajgcej si¢ populacji, ktora przeszia drastyczne
ograniczenie liczebnosci, tzw. ,waskie gardio”.

Zaobserwowany wi¢kszy dystans genetyczny pomiedzy osobnikami wspol-
czesnymi niz pomig¢dzy osobnikami z poczatku restytucji moze by¢ spowodo-
wany dwoma czynnikami: utrzymywaniem poszczegolnych stad w izolacji
1 niewielkg ich liczebnoScig. W zamknietych osrodkach hodowli zubréw
zwierzeta byly i sa wymieniane co kilka lat, co wynika ze specyfiki ich
hodowli. Wymiana polega gtéwnie na przenoszeniu samcow miedzy oSrodkami
oraz na kultywowaniu linii zefskich. Taki sposéb wymiany zwierzat mogt
spowodowaé izolacje poszczegélnych grup samic pochodzacych z danej linii
przy jednoczesnej wymianie samcow. Moze jest to przyczyna zaobserwowania
wigkszych réznic migdzy liniami zenskimi niz meskimi. Pamietac tez nalezy,
ze zubry w Polsce stanowily zamknietg populacje przez ponad 60 lat, gdyz
dopiero w 2000 roku zapoczgtkowano import zubréw bedacych potomkami
osobnikéw wywiezionych z Polski w latach siedemdziesigtych. Wszelkie
zmiany, ktére pojawialy si¢ w czasie przemieszczenia si¢ zubrow w rozne
miejsca w pierwszych latach restytucji gatunku mogly zosta¢ utrwalone przez
system utrzymywania oddzielonych grup samic w hodowli.

Na podstawie badan jadrowego DNA mozna jednoznacznie okresli¢ tendencje
wskazujgce na spadek réznorodnosci genetycznej w badanych grupach zwierzat.
Badania wykazaly jednoznaczng utrate zmiennoS$ci u zwierzat wspotczesnych
1 dodatkowo tendencje do ,splaszczenia genetycznego” populacji wspoéiczes-
nych, czyli wyréwnywania frekwencji alleli i zaniku alleli charakterystycznych
dla linii. Zanik alleli charakterystycznych dla linii Kaukasusa i wzrost
frekwencji alleli z linii Plebejera jest bardzo wyrazny. Mimo iz allele
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mikrosatelitarne sg markerami neutralnymi, mozna przypuszczac, ze podobng
tendencje wykazujg pozostale loci. Bardzo wazne jest zatem, aby wsrdd zyjacych
potomkow Kakasusa wyszukiwac¢ osobniki o jak najbardziej urozmaiconym
genotypie i uzywac ich do rozrodu.

W populacji z tak matg liczbg zalozycieli optymizmem powinien napawac fakt
stwierdzenia nowych alleli w grupie zubréw wspdtczesnych. Loci mikrosatelitar-
ne naleza do tzw. markeréw neutralnych, pokazujacych ogdlna zmiennos¢ puli
genowej niezwigzang chocby z doborem, ale podlegajaca na przyktad dryfowi
genetycznemu. Zachowanie wielu alleli we wspoliczesnej populacji moze
$wiadczy¢ o naturalnemu przeciwdzialaniu gatunku wzrastajagcemu inbredowi.
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