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1. Einleitung

Die Hege des weillen Hirschwildes stellt in der
Tschechischen Republik eine einzigartige He-
geproblematik dar. Hier, wie auch an wenigen
Stellen im Ausland, handelt sich nicht um Al-
binismus, sondern um Leuzismus. Bei seinem
Auftreten ist die Haut pigmentiert, das Haar
weil}, und die Iris blau. Die Vererbung dieses
Merkmales ist nicht einfach, da in den ein-
zelnen Populationen einzelne Individuen mit
unterschiedlicher Farbung — rein weille, liber-
wiegend weille, gefleckte und klassisch wild
braun-rote — hervor, in der Folge der Kreuzung
mit europdischem Rotwild (Cervus elaphus
hippelaphus Erx.) vorkommen.

Das Ziel der hegerischen Bemiihungen ist die
Erlangung von einem maximalen Anteil stan-
dard-weiflen Individuen bei einer gleichzei-
tigen Aufrechterhaltung von einem guten Ge-
sundheitszustand und der Reproduktion. Im
Verlauf Jahrzehnte langer Hege des weilen
Hirschwildes in unseren Léndern ist sein Be-
stand mehrmals kritisch zuriickgegangen.

Aus diesen Griinden haben sich einige negative
Auswirkungen der Inzucht (sog. Inbreeding-
Depressionen) gezeigt (korperliche Anomalien,
Unterkiefer-Verkiirzung, niedrigere Lebensdau-

er, schwache Konstitution und niedrigere Nata-
litat). Infolgedessen wurde im Verlauf der Jahre
mehrmals auf eine Blutauffrischung durch wild
gefdrbtes Rotwild zuriick gegriffen.

Trotz der groflen hegerischen Bemiihungen,
wahrscheinlich durch die Ausnutzung einer
zahlenméBig beschrankten Hegebasis, kommen
weiterhin einige negative gesundheitliche Er-
scheinungen (z.B. korperliche Anomalien) vor.
Aus diesen Griinden haben wir in Zusammen-
arbeit und mit Unterstiitzung der Firma ,,Forste
der Tschechischen Republik* versucht, zur Di-
agnostik der Verwandschaftskreuzung moleku-
lar-genetische Methoden einzusetzten.

2. Historie der Hege des weillen
Hirschwildes

Die historische Herkunft des weillen Hirsch-
wildes ist noch nicht eindeutig nachgewiesen.
Die Literaturquellen geben an, dass das weifle
Hirschwild in die Mitteleuropa um das Jahr
1780 gelangt ist und zwar hochstwahrschein-
lich aus Indien (Kaschmir) oder Persien, wo es
frei in der Natur gelebt hat (NEVOLE, 1992).

Nach dem Import in Tschechien haben dieses
Wild der Fiirst Schwarzenberg und die Grafen
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Waldstein, Czernin und Kinsky aus ,,Chlumec
nad Cidlinou® iibernommen. Bei Schwarzen-
berg und Czernin sind die Hirsche nach kurzer
Zeit ausgestorben. Bei Waldstein haben sie gut
prosperiert bis um das Jahr 1870. Dann hat die
Population angefangen, ziemlich stark zu dege-
nerieren. Der letzte Hirsch wurde in dem Gehe-
ge ,,Mnichovo Hradiste* im Jahr 1880 erlegt. In
dem Gehege in ,,Chlumec* ist es mit dem Wild
auch schief gegangen. Wahrscheinlich hat des-
wegen im Jahr 1824 Graf Kinsky einige wenige
letzte Stiicke (ungefdhr 10) Herrn Matyas Thun
Hohenstein in ,,Zehusice™ iibergeben. Hier ist
ein Gehege aus einem Komplex von Wiesen,
Augebieten und Hainen mit einer GréBe von
etwa 250 ha entstanden. Erstaunlicherweise hat
sich das weille Hirschwild hier erhalten und gut
fortgepflanzt.

Nach einer Blutauffrischung durch wild ge-
farbtes Rotwild ist der Bestand im Verlauf von
fiinfzig Jahren auf etwa 200 Stiick angewachsen
und die Population hat gut prosperiert. Im Ver-
lauf von Jahrzehnten ist ihr Bestand mehrmals
bis auf eine kritische Grenze zuriickgegangen
(Kriegsjahre). Einen negativen Einfluss auf die
GroBe und Qualitdt der Population haben auch
manche nicht ganz iiberlegte Hegexperimente
(ein parallel gehaltener Muffelwildbestand.)
und eine Vernachldssigung der forstlichen Pfle-
ge um den Hutewald gehabt.

Nach dem 2. Weltkrieg waren in ,,Zehusice™
nur 28 Stiick dieses Wildes vorhanden, wel-
ches sich nur mit groer Mithe vermehrt hat.
In der Population haben sich dann einige nega-
tive Folgen der Inzucht (Inbreeding-Depressi-
onen) gezeigt: ein hoher Prozentsatz von kor-
perlichen Anomalien, Unterkiefer-Verkiirzung,
niedrigere Lebensdauer, schwache Konstitution
und niedrigere Natalitdt. Im Jahr 1967 waren
in dem Stammbestand nur 35 Stiick vom weil}
gefarbten Rotwild. Der limitierende Faktor der
weiteren Entwicklung der Population ist die
niedrige Reproduktion geworden, eine Begleit-
erscheinung der Inzucht. Nach einer Blutauf-
frischung mit dem Karpaten-Rotwild (Cervus
elaphus montanus Botezat) geht es dem Wild
wieder besser und die Population wéchst zah-
lenméBig wieder an. Heutzutage hegt man hier
etwa 130 Stiick von weiflem Rotwild. Unter
Beriicksichtigung dieser Entwicklung und aus
veterinirmedizinischen Uberlegungen (Infek-

tionsrisiken) wurde in der Ndhe von ,,Zehusi-
ce* eine geeignete Lokalitét fiir die Griindung
von einem zweiten Gehege zur Fithrung einer
parallelen Linie des weiflen Hirschwildes aus-
gewihlt. Dieses Gehege liegt in der Nédhe der
Ortschaft und des Schlosses ,,Zleby*.

Im Jahre 1972 hat mit der Renovierung des alte
Schlossgeheges die neue Geschichte des Gehe-
ges ,,Zleby* angefangen. Im Jahre 1973 wurden
hier 6 Stiick vom wildgefdrbten Rotwild von
,Zehusice™, wo zu jener Zeit 51 Stiick Rotwild
lebten, umgesetzt. Bei diesem Wild hat es sich
um rotbraun gefarbte Einzelstiicke gehandelt,
welche aber, als Mischlinge, die Anlagen fiir
weille Farbung besaBen. Unter dem Einfluss
einer gezielten Selektion hat sich schrittweise
die Farbstruktur des Rotwildrudels zu guns-
ten der iiberwiegend weillen Stiicke gedndert
(Tabelle 1).

AuBerdem hat man hierher im Jahre 1979 den
damals grofiten und stirksten weilen Hirsch
von ,,Zehusice®, namens ,,Borivoj“, gebracht.
Im Jahre 1995, als in ,,Zleby“ der Friihlings-
stammbestand schon auf 118 Stiick Rotwild an-
gewachsen war, wurde beschlossen, eine wei-
tere selbstidndige Population zu griinden, um
eine weite Zuchtlinie zu fithren. Unter anderem
wurde diese MaBnahme durch den Gedanken
angeregt, in den zukiinftigen Generationen eine
Moglichkeit fiir die gegenseitige Blutauffri-
schung zu haben. Zu diesem Zweck wurde die
Lokalitét des bestehenden Geheges ,,Kopidlno*
ausgewdhlt, wohin man im Herbst des Jahres
1995 30 Stiick und in den Jahren 1997/1998
weitere 61 Stiick weillen Rotwildes von ,,Zle-
by libergesiedelt hat. Dieser starke Eingriff
in den Rotwildbestand in ,,Zleby* hatte einen
starken Riickgang zur Folge. Auflerdem wur-
de durch die Erlegung einer grofleren Anzahl
wildgefarbten Rotwildes, das nicht in die Um-
setzung nach ,,Kopidlno* eingeschlossen war,
der Bestand reduziert. Trotz dieses Eingriffes
ist es bald gelungen, den Bestand erfolgsreich
zu stabilisieren. Heutzutage leben hier 80 Stiick
weillen Rotwildes. Im Jahr 1998 ist ein viertes
Gehege fiir das weille Rotwild in ,,Janovice* bei
,,JHermanuv Mestec* entstanden, wohin man im
Jahre 1999 einen Stamm weiflen Rotwildes von
,,Zleby* gebracht hat.

Zur Zeit gibt es drei Gehegehaltungen von
weillem Rotwild in der Verwaltung des Staats-
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Tabelle 1 Zahlenmdpflige Entwicklung der Bestdnde
des weifsen Rotwildes seit der Griindung des Wildge-
heges ,, Zleby *

Férbung

Jahr S}ill'; Tiere Iéii_ Sca}gl-t rot Wiii:geerr_ld
weil}

1973 | 4 - 6 6 -
1974 | 4 6 16 15 1
1975 7 6 21 21 -
1976 | 13 10 3 26 25 1
1977 14 10 4 28 27 1
1978 | 14 12 4 30 29 1
1979 12 14 7 33 29 4
1980 | 10 16 8 34 23 11
1981 7 17 9 33 24 9
1982 | 7 17 11 35 21 14

1983 9 24 9 42 22 20

1984 | 15 25 12 52 22 30

1985] 13 38 16 67 34 33

1986 | 15 52 21 88 40 48

1987 15 62 16 93 33 60

1988 | 15 59 19 93 32 61

1989 | 20 60 16 96 31 65

1990 | 21 58 18 97 29 68

1991 | 22 58 17 97 25 72

1992 | 20 54 19 93 24 69

1993 | 28 57 20 | 105 | 24 81

1994 | 32 54 19 | 105 | 25 80

1995| 38 58 22 | 118 | 20 98

1996 | 32 42 25 99 22 77

1997 | 32 50 20 | 102 | 19 83

1998 | 18 17 9 44 8 36

1999 | 15 18 9 42 7 35

2000 | 12 20 9 41 7 34

2001 | 14 27 8 49 9 40

2002 | 13 30 14 57 12 45

2003 | 15 33 18 66 15 51

2004 | 18 38 14 70 9 61

2005 | 20 40 13 73 8 65

2006 | 21 42 17 80 10 70

betriebes ,,Forste der Tschechischen Repu-
blik* und eine private Haltung im Wildgehege
,Zehusice®, in der Verwaltung der Gesellschaft
Vaclav Stome — Forste LitoSice.

Unsere genetischen Untersuchungen haben wir
im Wildgehege ,,Zleby* ausgefiihrt.

3. Gegenwiirtiger Stand der gelosten
Problematik

NEcas (1959) und Batis (1980) hatten bei dem
weiblichen Rotwild in ,,Zehusice* deutlich
niedrigere Natalitét festgestellt als bei den an-
deren wildlebenden Populationen in Tsche-
chien. Nach Bartos et al. (1985, 1989) hat diese
ungiinstige Situation offensichtlich einen lang-
fristigen Charakter. Sie haben auch festgestellt,
dass eine hohere Anzahl von Tieren in der Po-
pulation keine hohere Produktion von Kilbern
mit sich gebracht hat.

Diese von ihnen festgestellte niedrige Natalitét
wurde durch die theoretischen Vorstellungen
iber die Vererbung der weilen Farbung und
die Berechnung des Inzucht-Koeffizienten be-
statigt.

Sie vermuten, dass die niedrige Reproduktions-
fahigkeit des weiflen Rotwildes vor allem durch
den genetischen Hintergrund der Population
verursacht wird. Diese Hypothese wurde auch
durch hohes Vorkommen defekter Individuen
bestdtigt. Bei behinderten lebensfahigen Kail-
bern handelte sich in erster Linie um verkiirzte
Unterkiefer und im weiteren um die Anoftal-
mie (unentwickelte Augépfel). Im Verlauf der
Projektbearbeitung hatten wir in der Population
des weillen Hirschwildes in ,,Zleby* selber ei-
nen Fall von verkiirztem Unterkiefer bei einem
Hirschkalb und ein Tier hatte nur eine Aus-
scheidungsoffnung.

Sofern alle diese Anomalien durch einen gene-
tischen Defekt auf rezessiver Basis verursacht
sind, kann angenommen werden, dass mit ei-
ner hohen Inbreedingstufe sich die Moglichkeit
von wiederholten Vorkommen verschiedener
Abnormititen erhoht.

BarTOS et al. (1989) fithren an, dass es notig
ist, die negative Folgen der Inzucht von den
eventuellen letalen Auswirkungen, die mit den
Genkombinationen der weillen Fiarbung ver-
bundenen sind, experimental zu unterscheiden.
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Diese beiden Faktoren verlangen verschiedene
ziichterische Einstellungen zu der Prévention
ihrer negativen Einwirkung.

Weiter kann man gezielt genetisch weitldu-
figer verwandte Zuchtgruppen zusammenstel-
len, welche eine Garantie fiir die Erfiillung der
Zuchtziele (Fruchtbarkeit, guter Gesundheitszu-
stand und allméhliche Aufstockung der Anzahl
von weiflen und liberwiegend weilen Stiicken)
in dem Gehege ,,Zleby* sein werden.

Weil in der Populationen des weillen Rotwildes
weille, liberwiegend weille, gefleckte und rote
Individuen vorkommen, nahmen Bartos et al.
(1985) das Vorhandensein von minimal drei Al-
lelpaaren an. Eins fiir die wild-rote Farbe ver-
antwortliches Paar (Allel 4, @), ein zweites fiir
die weille Farbe verantwortliches Paar (Allel
B, b oder W, w) und ein drittes flir die gefleck-
te Farbung (Allel C, ¢ oder S, s5). Mit groBen
Buchstaben sind die dominanten Allele bezeich-
net und mit kleinen die rezessiven, welche den
dominanten untergeordnet sind. Fiir ein epista-
tisches Allelenpaar wird jenes fiir wilde (Aguti)
Féarbung gehalten (ein epistatisches Allelenpaar
ist den anderen immer iibergeordnet).

Weiter existiert noch eine Vermutung, dass eine
gewisse Genkombination eine letale Auswir-
kung fiir die embryonale Entwicklung des In-
dividuums haben konnte. In Analogie mit an-
deren Séugertierarten, wire WIW die mogliche
Genkombination mit pleiotroper Wirkung.

Tabelle 2 Vermutete Genotypen der Fdrbung beim
weiften Rotwild (Vach et al. 1997)

Genotyp Firbung
AAWWSs wild (rotbraun)
AAWwss wild (rotbraun)
AaWwSs wild (rotbraun)
AawwSs wild (rotbraun)
Aawwss wild (rotbraun)
aaWwss weil}, gefleckt
aaWwSs weil}
aawwss wild (rotbraun)
aaWWSs weil}
AaWWSs weill
AAWWSs weil} (oder Abgang)

Pleiotropie ist ein Phdnomen, bei welchem ein
Gen mehr als ein Merkmal beeinflusst. In un-
serem Fall wiirde es heiflen, dass die Anlage fiir
Farbung gleichzeitig mit der Embryo-Morta-
litdt zusammenhéngt. Die Annahme, dass alle
Embryonen mit dem Genotyp WIW absterben
wiirden, muss durch die Forschung entweder
bestitigt oder widerlegt werden.

Zur Zeit sind die Gene, welche die weile Fir-
bung beeinflussen, schon bekannt und es ist nur
eine Frage der Zeit, wann die Molekular-Ge-
netik diese Fragen genauer beantworten wird.
Eine Ubersicht der vermuteten Genotypen ist in
der Tabelle 2 aufgefiihrt.

4. Methodik

Zu der ersten Verwendung von molekular-ge-
netischen Methoden bei der Wildhege in der
Tschechischen Republik ist es bei der Bear-
beitung unseres Projektes {iber weilles Rotwild
in dem Wildgehege ,,Zleby“ gekommen. Das
Hauptziel war mit der Hilfe von den sog. Mi-
krosatelliten-Analysen die einzelnen Stiicke zu
identifizieren und ihre gegenseitigen verwandt-
schaftlichen Verhiltnisse zu liberpriifen.

Die Arbeit bestand aus folgenden Einzelschrit-
ten: Entnahme der Blutproben von den einzel-
nen Individuen und ihre Einlagerung in eine
DNA-Datenbank; Anfertigung und Evidenz der
Angaben tiiber die einzelnen Stiicke des weilen
Rotwildes in der Datenbank; Durchfiihrung der
molekular-genetischen Analysen; Anfertigung
der Identititskarten fiir jedes Stiick; Berech-
nung des ,,Inzucht-Koeffizienten“ bei der unter-
suchten Wildgruppe. Infolge der gewonnenen
Resultate wurden entsprechende Empfehlungen
fiir die weitere Hege des weiflen Rotwildes vor-
geschlagen.

Ein Mikrosatellit ist eine gewisse Stelle auf der
DNA und besteht aus mehrmals nacheinander
wiederholten Abschnitten von unterschiedlicher
Gesamtliange. Ein Mikrosatellit wird von zwei
Allelen gebildet. Der Nachkomme erbt immer
ein Allel von seinem Vater und eines von seiner
Mutter. Im Ganzen kommen im Rahmen eines
Mikrosatelliten in der Population mehr Allele
vor. Bei einem einzelnen Individuum wird aber
der gleiche Mikrosatellit aus zwei Allelen ge-
bildet. Die Diversitét der Allele im Rahmen der
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Population, der Polymorphismus des Mikrosa-
telliten, ermdglicht uns die einzelnen Individuen
zu identifizieren und die verwandtschaftlichen
Verhiltnisse zu tiberpriifen. Falls wir eine gro-
Bere Anzahl von Mikrosatelliten analysieren,
ein Mikrosatelliten-Paneel, werden wir in der
Population mit einem Wahrscheinlichkeitsmal3
von 99,99 % kein gleiches Individuum finden.
Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich die ver-
wandtschaftliche Kreuzung (Inzucht) zu kont-
rollieren und seine nachteilige Auswirkung auf
die Hege des Wildes einzuschrianken.

In einer Tiefgefrierbox (DNA-Datenbank) im
Institut fiir Schutz der Wélder und Jagdwesen
der Fakultét fiir Forst- und Holzwirtschaft der
Mendel Universitdt fir Land- und Forstwirt-
schaft in Brno sind heutzutage 99 Blutproben
vom weilen Rotwild aus den Wildgehegen in
Zleby*, ,,Kopidlno* und ,,Janovice* platziert.
Vom Wild, welches weiter im Bestand geblieben
ist, hat man die Blutproben aus der jugularen
Vene, nach seiner Immobilisierung, entnom-
men. Die Immobilisierung erfolgte mit einem
Narkosegeschoss. Zielobjekt war iiberwiegend
der Schulterbereich.

Von dem erlegten Wild sind die Blutproben aus
der Halsschlagader entnommen worden. Die
Proben wurden zuerst mit einem Antikoagulant
griindlich durchgeschiittet und auf eine Tempe-
ratur von 4°C und niedriger gekiihlt. Anschlies-
send hat man sie in die DNA-Datenbank im
Institut fiir Schutz der Wélder und Jagdwesen
transportiert, wo sie in einer Tiefgefrierbox bei
einer Temperatur von -56°C gelagert sind.

Bei der Probeentnahme wurde gleichzeitig
eine tierdrztlichen Untersuchung des Stiickes
durchgefiihrt und eine Evidenzkarte mit visuell
erhobenen Angaben erstellt (Geschlecht, Haar-
farbung, Iris, Unterlippe, Gesichtsmaske, Hals,
Spiegel, Schalen, Geifter und Anwesenheit
vom Aalstrich).

Die Daten aus diesen Feldkarten sind in die
Datenbank des weiflen Rotwildes in ,,Zleby*
eingespeichert worden. Zur Zeit liegen Be-
schreibungen von 100 Stiick Rotwild vor.
Davon haben 39 Stiick iiberwiegend weile,
16 kombinierte, 15 rein weille, 9 gefleckte und
20 rote Farbung.

Aufler diesen Eintragungen aus den ,,Feldkar-
ten* beinhaltet die Datei fiir jedes Stiick eine
sog. Identifikationskarte. Hier sind die Resul-

tate der molekular-genetischen Analysen der
einzelnen Mikrosatelliten, immer zwei Allele
fiir einen Mikrosatelliten, eingetragen.

Da mehrere Mikrosatelliten definiert sind (Mi-
krosatelliten-Paneel), kann man mit ihrer Hilfe
jedes Stiick identifizieren und seine Verwandt-
schaft zu anderen Stiicken, welche auch eigene
Identitdtskarten besitzen, iiberpriifen.

Eine komplette Karte haben bisher 13 Individu-
en. Bei weiteren 10 Stiicken ist die Karte noch
nicht vollstindig, da es nicht gelungen ist, alle
Allele einiger Mikrosatelliten zu analysieren.
Der Grund dafiir liegt in einer nicht optimalen
Qualitdt der einzelnen Proben. Bei der Zusam-
menstellung des Mikrosatelliten-Paneels fiir das
Rotwild hat uns die grofiten Schwierigkeiten
die Isolierung der DNA bereitet.

Die Methodik der Isolation wurde unter an-
derem in Zusammenarbeit mit dem Kriminal-
technischen Institut der Tschechischen Polizei
in Prag gelst. Zusammen sind wir zu der An-
sicht gekommen, dass das Problem im grof3en
Aufwand liegt, qualitativ gute Zellen, welche
fiir die DNA-Gewinnung geeignet sind, in den
Blutproben zu finden.

Methodik der molekular-genetischen
Analysen

Isolation der DNA — fiir die Isolation der DNA
aus den Blutproben des Rotwildes wurden fol-
gende drei Arbeitsverfahren angewendet:

Arbeitsverfahren 1 — QIAamp® Blood Kit

Arbeitsverfahren 2 — CHEMAGEN fiir eine
manuelle Isolation aus
100 pl Blut

Arbeitsverfahren 3 — JETQUICK

PCR und MS-Analyse auf dem Sequenator

Bedingungen des ,,Zyklen*

Bezeichnung des Zyklers: GeneAmp PCR Sys-
tem 9700 cycler

Zyklen: 95°C 10 min; 30 wiederholten Zyklen
zu95°C 305s,59°C90s, 72°C 90 s; 72°C
60 min; 4°C oo.

Multiplex PCR Reaktion

Gesamtvolumen  der  Reaktionsmischung

6,25 pul (5,75 pl Master mix + 0,5 ul DNA/

Verdiinnung 10x auf 10-100 ng/ul). Master mix

- 336 uM dNTP, 1.8 mM MgCl,, Konzentrati-

on von einzelnen Primer 100-600 nM, 0.9U
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Taq Gold Polymerase, 1.2 x PCR Puffer a 3 %
DMSO. Angewendet wurden folgende Mikro-
satelliten (Primer): BM888, OarFCBS5, RM188,
RTI1,RTI13,T26, T156 und T193.

Nachfolgend wurde auch erfolgreich der Primer
T501 getestet. In Zukunft wird er in das Mikro-
satelliten-Paneel eingereiht. Fiir seine Erweite-
rung wurde weiter der Lokus Cel/P27 vorge-
schlagen (Tabelle 3). Die Qualitétskontrolle der
isolierten DNA und der, mit den aufgefiihrten
Methoden, hergestellten PCR Produkte wurde
durch Elektrophorese in IXTAE Puffer (40 mM
Tris-Acetat; 1 mM EDTA, pH 8, BIO-RAD)
erreicht, auf Agar-Gel mit Ethidium Bromid
(0,5 pg/ml, BIO-RAD) gefarbt und im UV
Licht bei einer Spannung von max. 5 V/cm vi-
sualisiert. Die Elektrophoresische Separation ist
bei einer elektrischen Spannung von 100-150 V
wihrend 30-90 Minuten verlaufen.

Die Menge der aufgetragenen Genom-DNA
und PCR-Produkte betrug 5 pl auf 1% und
4 % Agar-Gel und als Auftragspuffer wurde die
6xLoading Dye Solution (MBI Fermentas) ver-
wendet. Fiir die Bereitung der Gele wurden das
Agar der Firma Serva und zur Gréfenbestim-
mung der PCR-Produkte die Gewichtsmarker
MBI Fermentas verwendet.

Vorbereitung der Proben fiir die Fragment-
Analyse:

1 ul PCR Produkt + 0,5 ul DNA Marker LIZ500
+ 11,5 pl Formamid

Die Denaturierung ist bei 95°C wihrend 5 Mi-
nuten verlaufen. Dann wurde die Probe auf Eis
gelegt. Die PCR-Fragmente wurden nach der
Denaturierung mit Hilfe des ABI 310 Analysa-
tors separiert und mit den Computer-Program-
men Genescan und Genotyper ausgewertet.

Tabelle 3 Sequenzen der ausgewdhlten und verwendeten farbig bezeichneten Primer (Mikrosatelliten)

Mikrosatellit markierte Primer
. Referenzen
Bezeichnung Nichtmarkierte Primer
T VIC-ACTAGGAGGCCATATAGGAGGC Bistor et al.
AGCTCAAAACGAGGGACAGGG (1994)
OurFCB5 6FAM-AAGTTAATTTTCTGGCTGGAAAACCCCAG BucHANAN et
ACCTGACCCTTACTCTCTTCACTC al. (1994)
RMI88 VIC-GCACTATTGGGCTGGTGATT BARENDSE et
GGTTCACAAAGAGCTGGAC al. (1994)
RTI VIC-CATATGGCTAACTACCTAGCTTGCC JonEs et al.
GAGTCCCAAAGATTTCAGCCCTAC (2002)
RTI3 NED-GCCCAGTGTTAGGAAAGAAGA JoNEs et al.
CATCCCAGAACAGGAGTGAG (2002)
26 6FAM-TGCCATAGTTTTTCCTACCTTC WiLsoN et al.
GAAGTTCCAATAGACACGCTC (1997)
6FAM-ATGAATACCCAGTCTTGTCTG WILsoN et al.
1136 TCTTCCTGACCTGTGTCTTG (1997)
7193 NED-CTGCTGTTGTCATCATTACCA WIiLsoN et al.
CAGTCCAAGCCTGCTAAATAA (1997)
501 PET-CTCCTCATTATTACCCTGTGA WIiLsoN et al.
ACATGCTTTGACCAAGACCC (1997)
ColIP27 PET-GCAAATCAGAAATAGACCCACAGAC MARSHALL et
GATCCCCTCCTTGTGCCAC al. (1998)

Bem.: In der Mikrosatellitenbezeichnung ist die verwendete farbige Markierung des Primer verdeutlicht.
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5. Resultate und Diskussion

5.1. Die Variabilitit der Mikrosatelliten und
weitere Anzeiger fiir die Auswertung der gene-
tischen Diversitdt

Fiir die Bearbeitung der gewonnenen Daten
wurde die Software Cervus 2.0 (MARSHALL et
al., 1998), PopGen32 und Power Marker V3.25
(L1u, 2006) angewendet.

Die Eintrittsprobe fiir die Berechnungen wurde
aus 13 Individuen (Nr. BJ2, BJ3, BJ11, BJ16,
BJ29, BIJ32, BJ34, BJ36, BI52, BJ64, BJ6o,
BJ68 und BJ75), bei welchen alle Allele auf
8 Loci bestimmt wurden, zusammengesetzt.
(Tabelle 4).

Bei der Auswertung der Identifikationskarten
(siche Tabelle 4) stellen wir z.B. bei dem rein
weillem Tier Nr. BJ16 das Auftreten von Hete-
rozygoten nur in den Loci OarFCBS5, T156 und

T26 fest. Die anderen fiinf Loci sind Homozy-
gote. Das diirfte heilen, dass die rein weillen
Einzelstiicke des Rotwildes cher eine Tendenz
zeigen, Homozygoten zu sein.

In dem gegenwiértigen Forschungsstadium kann
man aber nicht behaupten, dass der heutige Se-
lektionsdruck auf die zahlenmiBige Erhohung
der weill gefdrbten Individuen, bei gleichzei-
tigen Erhaltung eines guten Gesundheitszu-
standes und der Reproduktion, die Ursache der
erhohten Homozygotenanzahl ist.

Die Resultate deuten auf die Gefahr und Pro-
bleme mdglichen Inbreedings hin. Dies ist
durch weitere Tests von weill gefiarbtem Rot-
wild in ,,Zleby*, eventuell in anderen Gehegen,
nachzupriifen.

Die Frequenzen der Hauptallele haben sich von
0,39 bis 0,50 bewegt, die Anzahl der Geno-
typen von 5 (Lokus 726) bis 9 (Lokus BMS88S,

Tabelle 4 Identifikationskarte der komplett ausgewerteten Einzelstiicke des weifsen Rotwildes

Rotwild
Ge- « Oar T T | BM | RM

(gelI)\Iorfen) schlecht Férbung FCB5 | 156 26 888 | 188 RTI |RTI3| T193
(2%{)22) Hirsch | gefleckt | 4B | am | cic | BD | BF| 4B | DF | ciC
(1391,33) Hirsch weiB 4B | am | cic | ap | BE| BIC | DF| cic
(]139%% Tier | kombiniert | 4 | am | Bic | 4B | EE| cc | DD | crc
(500, | Tier weiB ap |G| ac | cc|eE| BB | BB | cc
(]fggg) Tier | kombiniert | 4/c | B | 4B | cic | DF | 4B | DD | 4D
(]f’gjgg) Tier | kombiniert | 44 | FH | a/c | BE | cE | 4 | cic | acc
(123583) Hirsch | gefleckt | a/c | m | Bic | CE | cF | 4 | oD | aE
(?9]32) Tier gefleckt | 44 | mm | ac | op | cc| Be | b | ac
BJ52 . iiberwiegend

(957, | Hirseh wice WE | am | 4B | oo | ac| ac | BD| aF
(]2388;‘) Hirsch rot we | eF | Be | cc| eF| ac | pE| CE
B166 Tier | Uberwiegend f - op | gy | ic | cic | coE | 4D | 4E | DIE
(2004) weil3

BIO8 | pirseh | Wberwiegend |\ pn |\ py |y | Bic | E/F| 4B | DD | arC
(1998) weil

BI75 Tier | Uberwicgend f - )h \ cp | o | mE | CE| am | B | 4E
(2003) weil
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RM188 und RT13) und die niedrigste Allelen-
anzahl lag in Lokus 726 (3 Allele) und die
hochste in 7156 (7 Allele) (Tabelle 5).

Zum Vergleich sind in der Tabelle auch An-
zahlen von Allelen aus der Studie von PEREz-
Espona (2005) enthalten, welche bei dem frei
lebenden schottischen Rotwild (n = 871), unter
anderem, die gleichen Mikrosatelliten-Loci un-
tersucht hatte.

Die Allelenanzahl beim frei lebenden schot-
tischen Rotwild iiberragt deutlich, sowohl in
einzelnen Loci als auch gesamt, die von uns
festgestellten Anzahlen beim weillen Rotwild
in Tschechien. Ein gewisser Fehleranteil konnte

durch die niedrige Stiickzahl der von uns unter-
suchten Populationsprobe bedingt sein. Ande-
rerseits konnte diese auch durch die langfristige
Isolierung der Population beeinflusst sein.

Ein weiterer Anzeiger der genetischen Variation
ist der Anteil der Heterozygoten. (Tabelle 6). Je
hoher dieser Anteil liegt, desto lebensfahiger ist
die Population. Sie disponiert mit hoherer An-
zahl von Allelen und somit mit hoherer Varia-
bilitdt moglicher Genotypen. ReLicHOVA (1997)
gibt an, das eine zuverlédssige Beurteilung die-
ser Eigenschaft auf dem Studium von mehr als
vier Loci basieren muss (Lokus ist eine Stelle
auf dem Chromosom, wo sich die verlangte In-

Tabelle 5 Frequenz des Hauptallels; Genotypen- und Allelenanzahl in den verfolgten Loci von 13 Stiick weifsen
Rotwild im Vergleich mit der Allelenanzahl aus der PEREz-Espona-Studie (2005) an der wildlebenden schottischen

Rotwildpopulation (n = 871).

Lokus Frequenz des Hauptallels G?ﬁgﬁin- AAIIIS:}I:I— ] ﬁllllil:lllll-
(Pérez-Espona)
OarFCBS5 0,5 7 5 13
T156 0,423077 8 7 20
T26 0,461538 5 3 14
BM888 0,461538 9 5 30
RM188 0,384615 9 6 11
RTI1 0,423077 7 4 15
RTI3 0,5 9 6 17
T193 0,461538 7 5 17
Durchschnitt 0,451923 7,625 5,125 17,125

Tabelle 6 Genetische Diversitdt, Anteil der Heterozygoten, polymorpher Informationsinhalt [PIC] und Inbree-

ding-Koeficient [f] in den untersuchten Loci von 13 Stiick weifsen Rotwild

Lokus Gen. Diversitiit Heterozygoten- PIC f
Anteil

OarFCB5 0,66568 0,769231 0,619844 -0,11628
TI156 0,754438 0,923077 0,727404 -0,18519
T26 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

Durchschnitt 0,694157 0,721154 0,648047 0,00111
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formation befindet). Bei dem untersuchten Rot-
wild von ,,Zleby* lag der niedrigste Anteil bei
den Loci RT13 (0,54) und BM888 (0,62). Der
hochste Anteil war beim Lokus 7756 (0,92).
Der durchschnittliche Anteil betrug 0,72, d.h.
der prozentuelle Anteil der Heterozygoten ist
72 %.

Hinsichtlich des hohen Polymorphismus der
Mikrosatelliten erscheint dieser Wert als befrie-
digend. Da uns aber belegbare Angaben iiber
frei lebendes Wild in der Tschechischen Re-
publik fehlen, wissen wir nicht ob er optimal
ist oder nicht. Wenn wir diesen Wert mit den
Resultaten von Perez-Espona (2005) verglei-
chen, wo die Anzahl der Heterozygoten 75 %
ausmachte, zeigt sich die Situation bei der un-
tersuchten Populationsprobe als relativ gut.
Wir diirfen aber nicht vergessen, dass unsere
Untersuchungen nur an einem kleinen Anteil
der Population gemacht wurden und gegeniiber
der schottischen frei lebenden Population der
Anteil der Heterozygoten immerhin um 3 %
tiefer liegt.

Der niedrigste Wert von dem polymorphen In-
formationsinhalt (PIC) wurde fiir den Lokus
726 (0,57) und der hochste fiir den Lokus 7756
(0,73) festgestellt. Sein durchschnittlicher Wert
betragt 0,65. Dieser Wert zeigt die die Wahr-
scheinlichkeit der Auswirkung des miitterlichen
oder viterlichen Genes auf den Nachkommen.
In der Perez-Espona-Studie (2005) ist der
durchschnittliche PIC-Wert fiir diese Loci 0,81.
Der von uns festgestellter Wert bei dem weillen
Rotwild liegt um 0,16 tiefer.

Aus der Tabelle 6 geht hervor, dass die niedrigs-
te genetische Diversitit, welche die Vorausset-
zung der Prosperitdt der Population ist, in dem
Lokus 726 (0,64) und die hochste in dem Lokus
T156 (0,75) war. Dabei der durchschnittlichen
Wert im der getesteten Populationsprobe 0,69
1st.

Bei dem untersuchten Wild von ,,Zleby* wur-
de auch die Inzucht (Inbreeding) getestet und
zwar mit der Hilfe des zusammengestellten
Mikrosatelliten-Paneel. Zu der Berechnung des
Inbreeding-Koefizientes [f] wurde der Hetero-
zygoten-Anteil in diesen Multiloci verwendet.
Sein durchschnittlicher Wert ist 0,0011. Die
hochste Inzucht ist bei den Loci RT13 (0,26)
und 7756 (0,19), was auch dem niedrigsten
Heterozygoten-Anteil in diesen Loci entspricht.

Teilweise zeigen sich bei diesem Koeffizienten
auch Minus-Werte. Das bedeutet, dass bei der
getesteten Probe in dem bestimmten Lokus ein
hoherer Heterozygoten-Anteil vorhanden ist,
als bei dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
vorausgesetzt ist.

FIEDLER et al. (2004) fiihren auf, dass die In-
zucht, besonders durch die Verbindung von un-
erwiinschten Faktoren von rezessiven Charak-
ter, die Hauptursache von wesentlich geringerer
Fruchtbarkeit, von einer hoheren embryonalen
Mortalitdt und niedrigeren Lebensfahigkeit der
Friichte, sein konnte. Sie konstatieren, dass
durch den Inbreeding-Prozess die Population
ihre Anpassungsfahigkeit verliert und emp-
findlich auf die Schwankungen von &uferen
Umweltbedingungen reagiert. Die einzelnen
Individuen sind meistens auch weniger wider-
standsfahig und unterliegen leichter verschie-
denen Infektionen.

Fiir die Berechnung der Wahrscheinlichkeit des
Ausschlusses eines Elternteiles wiirde die For-
mel fiir die Berechnung der kombinierten Wahr-
scheinlichkeit des Ausschlusses des falschen El-
ternteiles, im Falle der Kenntnis der Genotypen
des Nachkommens und beiden Eltern (CEP1);
der kombinierten Wahrscheinlichkeit des Aus-
schlusses des falschen Elternteiles, im Falle der
Unkenntnis des Genotyps von einem Elternteil
(CEP2) und der kombinierten Wahrscheinlich-
keit des Ausschlusses der beiden Eltern, im Fal-
le der Kenntnis der Genotypen des Nachkom-
mens und beider Eltern (CEP3) verwendet.

Bei der getesteten Populationsprobe wurden
folgende Werte berechnet: CEP1 = 0,992749;
CEP2 = 0,93261489 und CEP3 = 0,99975736.
Aus den Resultaten geht hervor, dass bei der
Verwendung des von uns zusammengestellten
Mikrosatelliten-Paneel mit 8 Markern, man den
falschen Vater* mit einer Wahrscheinlichkeit
von 99,27 % und 93,26 % ausschlie3en kann.
Dieser Wert konnte teilweise durch die kleine
Anzahl der getesteten Stiicke beeinflusst sein.
Eine weitere Ursache konnte auch die Isolation
der Population sein, welche mit der niedrigeren
Alellenanzahl auf den einzelnen Loci evident
ist. Bei frei lebendem Wild liegt die Alellenan-
zahl deutlich hoher. (Tabelle 5). Die Resultate
weisen vor allem auf die Notwendigkeit hin, das
Mikrosatelliten-Paneel um ein bis zwei Loci zu
erweitern. Dies wiirde zu einer Erhohung der
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Genauigkeit der Resultate auf den maximalen
Wert von 99,99 % fithren. Nach diesem Schritt
konnte das Mikrosatelliten-Paneel genauerer
und zuverldssigerer fiir das Testen von kleinen
und isolierten Wildpopulationen genutzt wer-
den.

6. Schlussfolgerungen

Die molekulare Genetik bietet die Mdglichkeit
der Monitorierung der Genotypen von einzel-
nen geographisch getrennten Wildpopulationen.
Auf dieser Basis konnten auch, fiir die weitere
Wildhege genotypisch geeignete einzelne Stii-
cke zu Gruppen gezielt zusammengestellt wer-
den. Wir kénnen dann die Inbreeding-Risiken,
wie korperliche Anomalien, niedrigere Lebens-
dauer, schwache Konstitution und niedrigere
Natalitdt heruntersetzen. Somit ist es moglich,
die genetische Variabilitidt kontrollieren, beein-
flussen und instand halten. So kénnen wir auch
positiv die Kondition, Gesundheitszustand und
Reproduktion bei gleichzeitiger Beibehaltung
von hegerisch bedeutenden und einzigartigen
Eigenschaften der einzelnen Wildpopulationen,
beeinflussen.

Aus dem Vorgetragenem geht hervor, dass in der
Zukunft es moglich wird in die isolierten Popu-
lationen gewisse ,,fehlende* Genotypen hinzu-
fiigen und somit ihre allméhliche Degradation
auf dem gegebenen Gebiet zu verhindern.
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8. Zusammenfassung

Die rdumliche Isolierung von Wildpopulati-
onen birgt bei zahlenmaBig beschrénkten Popu-
lationsgroBen eine Gefahr ihrer Degenerierung
(sog. Inbreeding-Depressionen, wie kdrperliche
Anomalien, Unterkiefer-Verkiirzung, niedrigere
Lebensdauer, schwache Konstitution und nied-
rigere Natalitit).

Am Beispiel einer langfristig isolierten Popula-
tion des weilen Rotwildes (Cervus elaphus L.),
welche seit dem Ende des 18. Jahrhundertes auf
dem Gebiet der Tschechischen Republik gehegt
wird, wurde eine Moglichkeit zur Anwendung
von molekular-genetischen Methoden zur Di-
agnostik der Inzucht und ihrer folgenden Ver-
minderung gesucht.

Eine Methodik der DNA-Isolation aus dem
Wild entnommenen Blutproben wurde ausge-
arbeitet und eine Untersuchung der Proben mit
der PCR-Methode und der Fragmentation-Ana-
lyse durchgefiihrt. Im Weiteren wurde die gene-
tische Diversitit, die Anzahl der Heterozygoten,
der polymorphe Informationsinhalt [PIC] und
der Inzuchtkoeffizient [f] in den verfolgten Loci
bei 13 Stiick vom weiflen Rotwild beurteilt.
Bei der Projektbearbeitung wurden bei dem
weillen Rotwild die Genotypen bei 8 Mikro-
satelliten-Frequenzen = (BMS888, OarFCBS5,
RMI188,RT1,RT13,T26,T156, T193) bestimmt
und die Merkmale der genetischen Variabilitit
und Diversitit berechnet. Die Qualitdt der Po-
pulation scheint gut zu sein. Die durchschnitt-
liche Heterozygotenanzahl betrigt 72,12 % und
der durchschnittliche Inzucht-Koeffizient der
getesteten Gruppe 0,11 %. Unter Beriicksich-
tigung der relativ niedrigen Anzahl der unter-
suchten Populationsprobe aus dem Wildgehege
,,Zleby* kann man vorldufig nicht sagen, dass
die Population sich in einer Inbreeding-Depres-
sion befindet.

Summary

Genetic investigations to the influence of
longterm isolation of a population of white
red deer (Cervus elaphus L.) in the Czech
Republic

A territorial isolation is a danger to the game
population, causing deterioration called the in-
breeding depression. The typical signs are ano-
malous body proportions, such as short lower
jaw, shortened lifetime, weak physique and
lower birth rate. This is caused by low number
of game in the community.

There has been several researches engaged in
possible utilization of molecular and genetic
methods for inbreeding diagnosis and its pos-



Genetische Untersuchungen zum Einfluss langzeitiger Isolation einer Population ...

337

sible reduction. This has been researched within
the white red deer population (Cervus elaphus
L.), which has been breeded in the location of
the Czech Republic since the end of the 18th
century.

The method of DNA separation has been elabo-
rated through the blood samples and examined
by the method PCR and by fragmentation anal-
ysis. Furthermore the genetic diversity, hetero-
zygote contribution, polymorphic information
content [PIC] and inbreeding factor [f] has been
assessed with 13 white red deers.

The idiotypes has been determinated for eight
microsatellite frequencies (BM888, OarFCBS,
RM188, RT1, RT13, T26, T156, T193) and fac-
tors of genetic variability and diversity has been
calculated for white red deer population during
the project elaboration.

The quality of watched white red deer popu-
lation in game preserve Zleby seems to be
good. The average heterozygote contribution is
72,12 % and the average inbreeding factor
amounts 0,11 %. However considering the low
amount of examined subjects, we can not be
certain, that observed deer population is not in
inbreeding depression.
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