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Uréeni velikosti populace je nezbytné pro Géinnou ochranu ohroZenych druh. Problém viak miZe nastat
u Zivotu nebezpetnych ¢i skryté Zijicich Zivogichd. Stanoveni poétu rlznych genotypl z neinvazivnich
vzorkl jako jsou chlupy, trus, pefi mohou poskytnout relevantni odhady pocetnosti (Taberlet et al. 1997,
Arrendal et al. 2007). Nicméné diky chybam pfi genotypizaci neinvazivnich vzorkd viak miaZe dochazet
tasto k nadhodnoceni pofetnosti (Creel et al. 2003, Lukacs & Burnham 2005, Petti & Valiere 2006).
Problematikou odhadd pocetnosti z neinvazivnich vzorkd se bude zabyvat tato prace.

1. Prace poda strucny pfehled o genetickych markerech a neinvazivnich metodach, které se pouZivaji
v ochranafské genetice.
2. Dale prace zhodnoti, jaké metody se pouiivaji pro odhad velikosti populaci.
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Abstrakt

Urceni velikosti populace a odhad jeji efektivni velikosti (Ne) je nezbytné pro ochranu
ohrozenych druhti a vytvofeni vhodného managmentu. Neinvazivni molekuldrni
metody pro odhad velikosti populace se vyuzivaji pfedev§im pro nepolapitelné druhy,
pro druhy zijici skrytym zpusobem Zivota a pro ohroZzené druhy, aby nebyly
vyrusovany. Cilem mé bakalatské prace je shrnout poznatky ze studii, zabyvajicich
se odhadem velikosti populaci za vyuziti molekularnich metod. Studie odhaduji nejen
celkovou velikost populace, ale i efektivni, ktera 1épe odrazi reprodukéni potencial
a prezivani populace. Metody pro odhad efektivni velikosti populace se rozdéluji
do dvou skupin, a to na single sample (odhad z jednoho vzorku) a temporal (odhad
z opakovanych sbérit). Velikost populace je vypoéitavana pomoci pocitacovych
softwartl, pfiéemz mezi nejptesnéjsi a nejpouzivanéjsi pro urceni efektivni velikosti
patii napt. Colony, LDNe, a pro odhad celkové velikosti se pouzivaji Capwire nebo
Capture. Pomoci resersSe jsem zjistila, Ze spolehlivost odhada velikosti je predevsim
ovlivnéna kvalitou DNA, a tedy mirou uspéSnosti amplifikace. Pro docileni
spolehlivych odhadi se musime fidit pfesnymi postupy (vyuziti multiple tubes
approach, vice béhtt PCR nebo aplikace primerut, které amplifikuji pouze kratké DNA
markery (dlouhé 200-300 parii bazi)). Spolehlivost odhadu miizeme podpofit vétsim
sbérem vzorkd, del$im ¢asovym obdobim sbéru a doplnit jej o observaéni metody. Tento
obor se stale vyviji a do budoucna miiZze pfinést spoustu vyhod pro ochranaiskou

ekologii.

Klicova slova: velikost populace, geneticky drift, genetické markery, inbridink,

mikrosatelity, mtDNA, SNP, neinvazivni vzorkovani, ochranatska genetika



Abstract

Estimation of population size and estimation of her effective size (Ne) iz essential for
protecting endangered species and the development of appropriate management. Non-
invasive molecular methods for estimating population size are mainly used for elusive
species, species living in a hidden state of life and for endangered species. It is for the
sake of not disturbing them. My bachelor thesis aims to summarize findings from
studies dealing with the estimation of population size using molecular methods.
Studies estimate not only the total population size, but also the effective size, which is
often more important for conservationists. The methods for estimation of the effective
population size can be divided into two groups, namely single sample and temporal.
Population size is calculated using computer software; for example, Colony and LDNe
are used for estimation of effective size and are the most accurate, Capwire or Capture
are used to estimate the total size. Using this research, | discovered that the reliability
of size estimates is highly influenced by the quality of the DNA and thus, by the low
success rate of amplification. To achieve reliable estimations, we must follow precise
procedures (using multiple tubes approach, multiple PCR runs, or applying primers
that amplify only short DNA markers (200-300 base pairs long)). The reliability of the
estimation can be maintained by a vast sample collection, a more extended collection
period and then complete them with observation methods. This field is still evolving

and can bring us many benefits for the conservation ecology in the future.

Key words: population size estimation, genetic drift, genetic markers, inbreeding,
microsatellites, mtDNA, SNP, non-invasive sampling, biodiversity, conservation
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1. Uvod
V soucasné dobé je diverzita nasSi planety ohroZena pfimymi i nepfimymi nasledky
chovani lidstva (Wan et al. 2004). Pti¢innou ohrozeni je zeméd¢€lské vyuziti krajiny
aurbanizace, diky ¢emuz dochazi v krajiné k rychlym a vyraznym zménam (Frankham
2003). Velky pocet druhii jiz vyhynul a mnoho dalSich populaci bylo redukovano
na uroven, které hrozi vyhynuti. V poslednich dvaceti letech byly vyuzivany genetické
studie ke zjisténi podrobného stavu stavajicich populaci (Wan et al. 2004). Ziskana
data slouzi nejen k odhadu pocetnosti populace, ale i k piehledu o prostorovém

rozlozeni, k identifikaci jedinct a v neposledni fad€ pro potvrzeni ptitomnosti daného

druhu.

K ochrané zvirat se v posledni dob¢ ¢astéji vyuzivaji pravé neinvazivni molekularni
metody pro odhad velikosti populace. Neinvazivni vzorkovani je velice popularni mezi
terénnimi biology, nebot’ uvadéna metoda umoznuje pii zpracovani genetickych studii
zabyvajicich se volné zijicimi zvifaty studovat tato zvifata bez odchytu, bez drZzeni

nebo dokonce bez sledovani (Taberlet et al. 1999).

Neinvazivni genetické metody vyuzivaji sbéru biologického materidlu jako jsou
chlupy, trus, peti (Taberlet et al. 1997; Arrendal et al. 2007) a mohou poskytnou
relevantni informace o celkové i1 efektivni velikosti populace. A to ptredevSim
na nepolapitelné druhy, jako jsou velké Selmy, které se hlife pocitaji pomoci jinych
metod, a pro druhy, které ziji skrytym zptisobem Zzivota (Creel & Rosenblatt, 2013).
Coz nam muze podat informace o jejich rozsifeni, poCetnosti a tim padem zlepsSit

managment jejich ochrany (Creel et al. 2003).

Nicméné urcovani velikosti populace z neinvazivnich vzorkd muize byt nachylné
k chybam. Takto ziskana DNA je ¢asto degradovana a je nizké kvality (Taberlet et al.
1999). To muze zpusobit nadhodnoceni populace pro druhy s vysokou mirou disperze,
naopak pro sedentdrni druhy to miize zpusobit podhodnoceni velikosti populace.
S témito chybami se snazi vypofadat n€kolik vyzkumi a neustdle se vyviji nové
postupy a metody pro spolehlivéjsi odhady (Creel et al. 2003; Lampa et al. 2013).
I pres tyto nevyhody se tento zplisob odhadu velikosti populace stava v poslednich
letech velmi popularni, jelikoz neexistuje mnoho jinych zptsobu, jak odhadnout

velikosti populaci ohrozenych druhti (Lampa et al. 2013).



Cilem mé bakalarské prace je shrnout poznatky studii, které¢ se zabyvaji odhadem
velikosti populace za vyuziti molekularnich metod. Dale bych se chtéla zaméfit
na zpusoby neinvazivniho vzorkovani, jejich vyuziti a chybovost, protoze ta hraje
hlavni roli pro spolehlivy odhad velikosti populace. Ma prace dale podava piehled
o genetickych markerech, jez se vyuZzivaji pro molekularni metody a na co se pii nich
zaméfit, aby nedochdzelo ke Spatnym odhadim velikosti populace. Dale uvedu
ptiklady empirickych studii a pfedstavim na nich vyuziti neinvazivni DNA a metod

pro odhady velikosti populace.



2. Ochranarska genetika

Ochranatska genetika vychazi z poznatkl populacni genetiky, molekuldrni ekologie
a evolucni biologie. Vyuziva genetickych metod, které se dnes uplatituji ve vsech
oborech lidského zkoumani, které se tykaji zivych organismi a V poslednich

desetiletich se prudce rozvijeji (Soulé 2015).

Tento vysoky ndrGst mize byt pfitazovan k vyvoji polymerazové tetézové reakce
(PCR), kterou vyvinul Kary Mullins jiz v roce 1983 a byl za ni posléze ocenén
Nobellovou cenou. PCR nam totiz umoZnuje ziskat dostatek genetického materialu
I Z malych ¢i horsich vzorki, neni nutné tedy jedince usmrtit, ¢i odchytavat a je mozné
ziskat dostatek genetickych informaci bez naruseni zivota jedince (Kohn et al. 1998;

Taberlet,Waits and Luikart 1999).

Genetické metody se V poslednich letech vyrazné¢ vyvinuly. Napfiklad ziskani
informaci o kompletnim genomu dnes jiz neni otazkou let ¢i desetileti, ale spiSe dnti
¢i tydnil, ato vSe za mnohem mensi nédklady nez diive. Analyza DNA u ¢lovéka
se napiiklad vyuZzivé k odhaleni geneticky podminénych chorob, k usvédceni pachatele
trestného ¢inu nebo kurceni otcovstvi. Toto lze vyuzit i u jinych organismu,
ale vétSinou to neni zadouci, nebot’ otazky, které si v zoologickych vyzkumech
klademe, jsou pfedev§im mifené na vymirani druhd, ¢i vznik novych a za jakych
podminek. Genetické metody ndm prozrazuji, jakymi sméry se jednotlivé druhy Sitily
po planeté Zemi a ve kterych historickych dobach (Frankham 2003). V téchto a mnoha
dalSich ptfipadech nam analyza DNA Zivocichi pomahéd zodpoveédét otazky tykajici
se obecného fungovani ptirody. Uplatiiuje se vSak také pfi praktickych feSenich.
Genetické analyzy poskytuji mnoho informaci, které jsou velmi cenné a jsou
vyuzivany pro planovani managmentu na ochranu vzacnych ¢i ohrozenych druhii

zivocichu a rostlin (Zemanova et al. 2016).

Hlavnim tématem ochranai'ské genetiky je biologie druhtl, spolecenstev a ekosystém1l,
které jsou piimo nebo nepiimo naruseny lidskou ¢innosti nebo jinymi Ciniteli. Cilem
je zachovani biologické diverzity, tj. soubor druhi (Soulé¢ 2015). Pokud chceme
na Zemi udrZet biodiverzitu druhd, je tfeba jednotlivé druhy chranit. Ve skute¢nosti
biodiverzita zahrnuje rozmanitost Zivota na vSech urovnich, coZz znamena, ze jeji

soucasti jsou jedinci 1 populace, tj. genetickd diverzita. Ta samoziejmé celkovou



biodiverzitu ovlivituje, ale jestlize chceme chranit biodiverzitu, musime chapat

a chranit i jeji genetickou uroven.

Geneticka rozmanitost je dualezitou podminkou pro evoluci jako napiiklad
ptizpisobeni se okolnim zménam v prostiedi. Pokud dojde k vyraznému sniZeni
genetické diverzity, mize se stat, ze populace nebude schopna se ptizplisobit zménam

Vv okoli (napft. klimatickym zménam), v horSim ptipad¢ muze dojit i k jejimu zaniku.

Ochranafska genetika se vénuje v prvni fadé¢ vzacnym a ohrozenym druhlim, proto
je jejim tématem i badani genetickych a evolu¢nich procesti v malych a izolovanych
populacich, které jsou pro tyto druhy typické. Ve velkych populacich se dobie
uplatiiuje pfirozenych vybér, naopak u malych populaci je to pfedev§im nahoda,
nahodny geneticky posun, ktery nazyvame geneticky drift. Ten souvisi s vybérem
gamet pii pohlavnim rozmnozovani, to miize v disledku malé pocetnosti zpiisobit

vymizeni n€které alely z populace (Flegr, 2005).

Hrozbou pro malé populace miize byt i piibuzenské kiizeni — inbreeding (Frankham
2003;). Kiizeni mezi piibuznymi jedinci zvySuje homozygotnost, pravdépodobnost,
ze jedinec zotce 1 od matky ziskd stejnou variantu genu. V takovych ptipadech
se do popiedi dostavaji mutace, jez projevuji své negativni ucinky. Tyto mutace jsou
V populacich bé&zné, ale v naprosté vétSiné ve formé recesivnich alel, které
se V heterozygotnim stavu vibec neprojevi. Stavu, kdy inbreeding dospé&je
az ke snizeni pieZivani nebo reprodukéni schopnosti jedincii (napf. snizené kvality
a kvantity spermii apod.), fikdme inbredni deprese (Primack, Kindlmann, & Jersédkova,

2001).

Dalsi oblasti, kde genetika figuruje, je zkoumani struktury populaci v ramci arealu
druhu. Geneticky je totiz mozné zjistit, které populace jsou izolované a mezi kterymi
naopak dochdzi k toku geni, tedy k migraci jedincii. Také lze odhalit, jaké faktory
(napt. které struktury v krajin€) toku geni mezi populacemi brani. Takova zjiSténi
mohou byt pro planovani efektivnich opatifeni na ochranu druhu velmi uzite¢na

(Zemanova et al. 2016).

Udrzovani vysoké urovné genetické rozmanitosti a udrzovani nizké hladiny
inbreedingu jsou dtlezité aspekty v ochran& ohrozenych populaci. Ustiedni roli

v ochranaiské biologii z tohoto diivodu hraje efektivni velikost populace (Ne). Odhad
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Ne z udaji genetickych markerti je hlavnim opatfenim na ochranu biologické
rozmanitosti, protoze je nezbytné védét, jak se zvySuje mira inbreedingu a ubyva

aditivnich genetickych variaci (Ryman et al. 2019).

Efektivni velikost populace je termin z populacni genetiky a evolu¢ni biologie, ktery
vyjadiuje velikost idealni panmiktické populace (v ni se jedinci pafi zcela ndhodné),
ve které by genetické procesy (napt. zmény ve frekvenci alel vlivem selekce ¢i driftu)
probihaly stejnou rychlosti jako v dané realné populaci. Efektivni velikost populace
je nizsi, nez jeji realna (nominalni) velikost vyjadiena poctem jedincu (Flegr, 2005).
Efektivni velikost je slozena plnohodnotnymi jedinci obou pohlavi, kteti dalsi generaci

pfispivaji potomstvem (Frankham 1995).

Efektivni velikost populace je dulezita jak teoreticky (Ne je klicovym parametrem
témef ve vSech aspektech evolu¢niho vyvoje biologie), tak pro praktické pouziti
(Ne ur€uje miru genetického driftu a ztraty genetické variability a moduluje G¢innost

vybéru, takze je zasadni pfi ochrané druhit) (Waples 2016).

V nasledujicich kapitolach se budu zabyvat genetickymi markery a neinvazivni DNA
(tj. trus, chlupy ¢i peti) (Creel et al. 2003). Markery v ochranatské genetice vyuzivame
proto, ze vypovidaji o genetické ptibuznosti jedinci, populaci nebo druhd, tim padem
jsou aplikovany pro stanoveni historickych vztahii mezi jednotlivymi pomérné

vzdalenymi populacemi.



3. Genetické markery
Geneticka variabilita ohrozenych druht Zivocicht je nej¢astéji analyzovana za pouziti
genetickych markerti, které jsou povazovany za neutrdlni (tj. neprojevuji
se ve fenotypu jedince a nepodléhaji selekci). V ochranafsko-genetickych studiich
se nejCastéji pouzivaji mikrosatelity, mitochondridlni DNA ¢i jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP), protoze se jednoduse amplifikuji. To je krucialni, pokud zdroj

DNA pochazi z neinvazivnich vzorkd.

Neinvazivni DNA byva Casto degradovand nebo ji ziskdme pouze malé mnozstvi
a je zapotiebi vyuzit genetickych markert. Ty maji schopnost vyuzivat malé mnozstvi
¢i vzorky s nekvalitni DNA, i piesto dokézou urcit druh a fylogeografické zarazeni.
Aspektem pro vhodné markery jsou malé naklady na testy a nizké pozadavky

na manipulaci se vzorky (Morin et al. 2004).

V této kapitole uvadim hlavni vyhody a nevyhody markerd, které jsou nejcastéji
pouzivané pro studium struktury populaci ohrozenych druhii zivo¢ichid. V ochranéiské
genetice se pro tyto Gcely za nejvhodné&jsi povazuji pfedev§im mikrosatelity, mtDNA
a SNP.

3.1. Mikrosatelity
Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice, Casto oznacovany jako SSP (Simple
segeunce repeats), jsou slozené z opakujicich se motivii obvykle o délce 2-6 pari bazi
(Edwards et al. 1991). Mikrosatelity se nachazi jak u prokaryotnich, tak u eukaryotnich
organismu (Toth et al. 2003). Diky své vysoké mutacni rychlosti jsou mikrosatelity
velmi polymorfni. Coz znamend, ze v ramci jedné populace se nachazeji v riznych
variantach. Tato rozmanitost alel je v laboratofi snadno zjistitelnd a umoznuje ndm
sledovat genetickou variabilitu mezi jednotlivymi druhy, v rdmci jednoho druhu,
¢i v ramci jedinct uvniti jedné populace (Tautz 1989). Mikrosatelity predstavuji rychle
se vyvijejici sekvence DNA, které jsou informativni pro odpovédi na otazky na tirovni

populace.

Podle poctu nukleotidi miizeme rozliSovat mikrosatelity: mononukleotidovy
(napt. AAAAAA), dinukleotidovy (napt. CACACA), trinukleotidovy
(napt. CCACCACCA), tetranukleotidovy (napf. GATAGATAGATAGATA).



U savct je nejbeéznéjsi frekvence AC nebo AT a mohou byt opakovany 10x - 100x
(Toth et al. 2003).

Vyuziti mikrosatelitd je velmi Siroké. Patii mezi kodominantni markery, diky ¢emuz
rozli$i i heterozygotnost jedince. Jelikoz to jsou kratké sekvence a snadno
se amplifikuji béhem PCR, vyuzivame je k uréeni efektivni velikosti populace (Ne).
Délkovy polymorfismus vyuzivame piedevsim ve fylogenetickych studiich, uréovani
paternity, nebo pfi studii populaéné genetické struktury, kam patii tok genti, efektivni
velikost populace nebo odchylky od Hardy Weinbergovy rovnovahy (Buschiazzo and
Gemmell 2006). Lze je ziskat i z velmi malého mnozstvi DNA, a proto je jejich vyuziti

pfi studiu ohroZenych druhti Zivocichli vyhodnéjsi nez pouziti jinych markert.

Nevyhodou mikrosatelitovych lokust je, ze trpi nulovymi alelami. Nulové alely
se béhem PCR neamplifikuji. V rdmci analyzy se pak jedinec pro dany lokus mizZe
jevit jako homozygot, ackoliv je heterozygot. Timto mohou nulové alely zkreslit velké
mnozstvi vyzkumil, nejen v oblasti ochranaiské genetiky. Pfi¢inou vzniku nulové alely
je nizka koncentrace DNA nebo mutace DNA v mist¢, které je homologni k sekvenci
primeru (obvykle v tseku blizkém 3" konci primeru), a tim znemozZiuje probéhnuti
PCR reakce. Ptimy dikaz potvrzujici nulovou alelu je nasekvenovani PCR produktu
vySettovaného lokusu (nékteré amplifikujici se alely) a nasledna uprava sekvence
nenasedajiciho primeru, tedy jeho posunuti o né€kolik nukleotidll vedle mutace. Reakce
s takto pozménénym parem primert probéhne a takovyto lokus je potom plné

v

pouzitelny pro piesnéjsi identifikaci paternity (Dakin and Avise 2004).

Analyza z mikrosateliti byla pouzita naptiklad u studie Simpanzt (Pan troglodytes
verus), kde se DNA odebirala z trusu, ktery byl sbiran t€sné¢ po defekaci a uskladnén
na 2-18 mésici. DNA byla odebirana i1 zchlupli, které byly uskladnény
ve vzduchotésné nadobé. DNA byla posléze extrahovana z vysusenych vzorkd,
nasledné byla provedena PCR, jejiz produkty byly rozdéleny pomoci kapilarni
elektroforézy (Morin et al. 2001).

Mikrosatelity byly pouzity i u studie populace vyder fi¢nich (Lutra lutra) v narodnim
parku Slovensky R4j. Bylo nasbirano 304 vzorki trusu, které byly rozdé€leny do dvou
skupin — ,,nezmrzlé“ a ,,zmrzIé“. Pro ob¢ tyto skupiny mély nejvétsi podil pozitivni

PCR tzv. jelly samples (produkovano analnimi zlazami) a to s vysledkem 62% a 82%.



Bohuzel tento typ vzorkl je docela vzacny, jelikoz je produkovan pouze dospélymi
jedinci vyder. Na zavér této studie bylo zjisténo, Ze nejvyznamnéj$im faktorem
ovliviujici uspésnost genotypovani mikrosatelita fekalii vyder je druh vzorku a teplota
pii sbéru. Nejlepsi zptisob je sbér béhem chladnych mésict, kdy nedochazi k tak velké

degradaci DNA (Hajkova et al. 2006).

3.2. mtDNA
Mitochondrialni DNA (mtDNA) je relativné malé, bohata a snadno izolovatelna
molekula, proto se stala oblibenym cilem sekvenovéni. Savéi mtDNA je kruhova
dvouvlaknova molekula, ktera se v bunce nachazi ve velkém mnozstvi, a to 36 nebo
37 genh. Struktura genomu je vysoce konzervativni, tudiZ miZeme vyuzivat
univerzalni primery. Mitochondridlni DNA se vyznacuje i tim, Ze exony jsou tésn¢
vedle sebe a neobsahuje introny. Dalsi specifikaci je, ze ma vysokou mutacni rychlost
(Arif et al. 2011). V ochranaiské genetice se vyuzivaji predevsim tseky mtDNA jako
je cytochrom-b, ktery se vyznacuje mnoho kopiemi v jedné buiice), ale i HVS-1a
HVS-2. mtDNA se vyuziva predevSim pro uréovani struktury populaci, stanoveni
mezidruhové hybridizace, ur€ovani taxonomické pifislusnosti a pro vysvétleni evoluéni

historie na niz§ich urovnich jako jsou kmeny, rody a druhy (Wan et al. 2004).

Urc¢itym omezenim pro analyzy na zakladé mtDNA je jeji maternalni dédi¢nost, ktera
umoziuje Sledovat vyvoj populace jen v matefské linii. Doporucuje se doplnit
informace pouZitim sekvenci na jadernych genech — at’ uZz na autozomech

s biparentalni dédi¢nosti nebo gonozomech s dédi¢nosti parentalni (Hare 2001).

Mitochondrialni DNA byla pouZita naptiklad u studie odhadu efektivniho poctu alel
ze vzorku krve kojotti (Canis latrans). Pomoci mtDNA byla zkoumana genotypova

diverzita a genovy tok prérijnich kojotd Severni Ameriky (Lehman and Wayne 1991).

Dale byla pouzita i ve studii bonga lesniho (Tragelaphus eurycerus isaaci),
kdy odhadovali velikost populace. Pouziti mtDNA se ukazalo jako problematické,
a to predevsim kvuli jeji matefské dédicnosti. Z 201 vzorkt trusu byla ur¢ena velikost

populace bonga lesniho na 102 jedincu (Faria et al. 2011).

3.3. SNP
SNP z anglického single-nucleotid polymorfism je mutace vznikajici zaménou

jednoho nukleotidu (A, C, T nebo G) v piislusné DNA sekvenci. SNP jesté nejsou tak
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vyuzivané markery, ale mohly by se rychle stat vyhledavanym markerem pro mnoho
aplikaci v populacni ekologii, evoluci a zachovani genetiky kvili potencidlu pro vyssi
genotypovou efektivitu, kvalitu dat, pokryti v celém genomu a analytickou

jednoduchost (napf. pii modelovani muta¢ni dynamiky).

SNP mohou casto vytvaiet ekvivalentni statistickou silu a zaroven poskytuji Sirsi
pokryti genomem a vysSi kvalitu dat, nezZ mohou poskytovat mikrosatelity nebo
mtDNA (Morin et al. 2004). SNP jsou na rozdil od mikrosatelitt hojné rozsifeny

v mnoha druhovych genomech (kdédujicich a nekoédujicich oblastech).

SNP pouzili naptiklad skandinavsti védci, ktefi zkoumali mistni populaci vika (Canis
lupus). Zjistili, ze SNP je schopné od sebe odlisit jednotlivee a dokonce rozpoznal
1 populace, kdy ukazal rozdil mezi skandindvskou a sousedskou finskou populaci vkt
(Seddon et al. 2005).



4. Neinvazivni metody DNA

DNA lze ziskat i neinvazivnimi metodami, které nijak neohrozuji, nerusi a nedochazi
u nich k fyzickému kontaktu se studovanym organismem. To je hlavni divod, pro¢
se vyuziva neinvazivnich vzorkii. DNA se ziskavaji z biologického materialu
jako je trus, srst, mo¢ nebo pefi a nasledné se analyzuji (Taberlet, P., Waits, L. P., &
Luikart 1999). Dalsi vyhodou je jednoduchy sbér vzorki, nepotiebujeme k nému
drahé vybaveni, sbér probihd bud’ opakované nebo se odhad analyzuje z jediného

vzorku.

Analyzou DNA dokazeme stanovit pocet riznych genotypu, tj. velikost populace.
Geneticka mark-recapture metoda zalozena na odhadu velikosti z DNA trusu byla
poprvé pouzita ve studii kojoti (Canis latrans) v Kalifornii (Kohn et al. 1999).
Vysledky wukazaly, Zze systematicky sbér trusu a ndsledné genotypovani
pomoci mikrosatelitnich lokust, nam poskytuje okamzity odhad velikosti populace
a poméru pohlavi, aniz by se jakkoliv manipulovalo s jedinci. Metoda se ale spoléhala
na piedpoklad, ze frekvence defekace byla stejna mezi pohlavimi a vékovymi téidami
(Kohn et al. 1999). Od té doby byla neinvazivni DNA z chlupt, pefi a fekalii
pouzivana pro odhad velikosti populace v fad¢ taxonti obratloveu (Walker et al. 2019).

Neinvazivni DNA se potyka i s fadou problému. Patii sem pfedevSim nizka uspésnost
velikosti populace. Déle to je vysoka ¢asova a finan¢ni naro¢nost provadénych analyz
(Hajkova 2006). Chybam, které nastavaji pii genotypizaci, Se budu vénovat v kapitole
¢.5. V dalsi kapitole se budu zabyvat druhy neinvazivni DNA, které se pouzivaji

pro odhad velikosti populace.

4.1. Druhy neinvazivni DNA
Nejdostupnéjsi a nejvyuzivangjsi drunem pro analyzu je trus, jelikoz obsahuje buinky
sliznice stfev, ze kterych mize byt snadno analyzovana DNA daného jedince.
Umoznuje identifikaci druhu, jedince, pohlavi, stanoveni populacné-genetické
struktury a fylogeografické analyzy (Kohn et al. 1999). Pro smysluplné tcely analyzy
musi byt trus co nejCerstvejsi, maximalné 3 (v zimé 5) dni stary a idedln¢ jeste vlhky.

Vyzkum provadény na koalim trusu uvadi, ze Cerstvejsi trus (2 dny stary) prokazoval

10



mén¢ chybéjicich informaci, nez exkrementy starsi (14 denni), ty mély pouze 70%

kvalitni informace (Schultz et al. 2018).

U vzorkli ze srsti se vyskytuje vice tzv. allelic dropout, nez-li u trusu, proto
se ve veétsing studii vyuzivaji pravé vykaly (Broquet et al. 2007). Geneticka analyza
trusu byla vyuzita naptiklad i ve studii yellowstonské populace vlka (Canis lupus).
Ovsem u vykalu Castéji dochazi k nadhodnoceni populace Spatnym genotypovanim.
V této studii se snazili velikost chyb snizit pomoci mnohonasobné PCR, ktera ovSem
vyskytujici se chyby uplné neeliminovala. Vysledkem byla nadhodnocena populace
o pétinasobek (Creel et al. 2003).

Velmi casta je kombinace sbéru trusu a chlupd, coz bylo naptiklad aplikovano pfi
zkoumani populaci medvéda hnédého (Ursus arctos) jak v Recku, tak v severni &ésti
italskych Alp. V obou studiich se prokdzalo, Ze optimdlni strategie odbéru vzorkl
je kombinace systematického odchytavani srsti a sbér trusu, coz nam poskytne
dostate¢né velké mnozstvi vzorkti a vhodna data pro odhad populace (De Barba et al.
2010, Tsaparis et al. 2015).

Sledovani stop je vhodné pro studium zivocicht Zijicich v severskych zemi. Stopy
ve snéhu byvaji Casto jedinym voditkem k jejich Zivotu, ptipadné byva monitoring
podporovan i fotopastmi (Martin et al. 2017). OvSem v porovnani s genetickou
analyzou dochazi k podhodnoceni velikosti populaci (Arrendal et al. 2007; Marucco
et al. 2009).

K urceni populaci malych savci uplatiujeme metodu sbéru sovich vyvrzka. Pelety
V sob¢ obsahuji ¢asti skeletu, ze kterého 1ze izolovat DNA. Nevyhodou tohoto sbéru
je Casto degradovand DNA. Ziskané vysledky vSak jasn¢ ukazuji, Ze mitochondrialni
a jaderna DNA muze byt amplifikovana pouzitim lebek malych savct nalezenych
v peletach sovy jako zdroje DNA. Napiiklad ve studii Guimaraese (2016) nebylo
amplifikovano 10 vzorkt kosti ze sovich vyvrzkt z 55 zkoumanych. Extrakce DNA
ze sovich vyvrzku tak predstavuje vhodnou neinvazivni techniku odbéru vzorkl pro

studium popula¢ni genetiky malych savct (Taberlet et al. 1996).
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5. Chyby pri genotypovani
Malé mnozstvi DNA a jeji nizkéd kvalita (degradovand DNA, pfitomnost inhibitort
PCR) jsou béznym zdrojem chyb pfi PCR analyzach neinvazivné ziskanych vzorku.
U téchto vzorkl je vysoké riziko kontaminace a genotypizacnich chyb. Piipadna

kontaminace se da odhalit dislednym provadénim kontrol pii analyze kazdé sady

vzorku (Taberlet, Waits and Luikart 1999).

Pii amplifikaci vzorkd s nizkou koncentraci DNA miuze dojit ke Spatnému
sekvenovani, jelikoZ pouze jedna alela u heterozygotl je amplifikovana, coz mize mit
za nasledek nadhodnoceni nebo podhodnoceni populace. Chyb vznikajicich pfi
amplifikaci DNA se v8ak neda vyvarovat. Mezi tyto chyby patii tzv. allelic dropout.
Tento jev je bézné sledovany u mikrosatelitd, u nichz se jedna nebo ob¢ kopie alely
neamplifikuji béhem PCR. KdyZ jedna ze dvou kopii vypadne, zptsobuje to klasifikaci
heterozygoti jako homozygotti (Wang, Schroeder and Rosenberg 2012). Omezenim
spolehlivého odhadu muizou byt i false alleles (nepravé alely). Ty vznikaji jako
produkt v po¢atku PCR reakce pii sklouznuti DNA polymerazy (polymerase slippage)
a my chybné ur¢ime, napt. ze se jedna heterozygota (Taberlet, Pierre and Luikart.
1999)

Kwvili nachylnosti neinvazivni DNA k chybam mitiZze dojit k nadhodnoceni populace,
které je zpusobeno Spatnym genotypovanim (Broquet et al. 2007). Piikladem
nadhodnoceni populace za vyuziti genetické analyzy trusu je studie yellowstonské
populace vika (Canis lupus). V této studii se sice snazili velikost chyb snizit pomoci
mnohonasobné PCR, ktera ovSem vyskytujici se chyby tGplné neeliminovala, a tak

doslo k nadhodnoceni populace o pétinasobek (Creel et al. 2003).

Na druhou stranu, neinvazivni DNA se mize n¢kdy jevit i jako lepSi zdroj DNA neZ
invazivni DNA (napt. krev). Ve studii Shulteho (2011) porovnavali neinvazivni
bukalni stéry a invazivni odbér tkan€¢ u jeStérky zedni (Podarcis muralis).
Genotypovali jednotlivce na dvou mikrosatelitovych lokusech. Vysledkem Schulteho
studie bylo, ze bukalni stéry generovali genotypy stejné dobie jako vzorky tkané.
Naopak ve vzorcich tkani zjistili vétsi pocet nespecifickych peaka (Obr. ¢ 1). Tyto
vysledky ukazuji, ze bukalni vytéry jsou jednoduchou a i€¢innou neinvazivni metodou

odbéru vzorkid pro analyzu DNA u dospélych jestérek (Schulte et al. 2011).
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Figure 2: Mean number of unspecific peaks between
loci and between swab and tissue samples (n = 49,
respectively). Error bars are standard errors.

Obrdzek 1: Porovndni vyskytu nespecifickych peakii mezi bukdlnimi stéry a vzorky thané, Schulte et al. 2011
Kvili témto chybam byly vytvofeny modely ¢i pfesné postupy pro co nejlepsi
vysledky studii. Jednim z téchto postupti je odebrat dostate¢ny pocet vzorku (multi-
samples), dale se doporucuje zvysit koncentraci vhodné DNA pomoci preamplifikace
(selektivni amplifikace, pfi niz dochazi k amplifikaci pouze 1/6 restrikénich
fragmentd) (Piggott et al. 2004). Studie provadéna na orangutanech, ve které vyuzivali
trus jako zdroj DNA a genotypovali pomoci mikrosatelitti, doporucuje odebrani vice
vzorkll v terénu, aby se zvysila pravdépodobnost, Zze budou extrakty obsahovat DNA

a poskytnou nezavislé kopie (Goossens et al. 2000).

Pro eliminaci chyb pii genotypovani neinvazivné ziskanych vzorkd byla vyvinuta
metoda multiple-tubes approach (Navidi et al. 1992). Postup zahrnuje rozdéleni
vzorku do né¢kolika zkumavek, nésledné amplifikaci a typizaci obsahu kazdé
zkumavky samostatné. Vysledky jsou analyzovany statistickym postupem, ktery
urcuje, zda muze byt genotyp jednoznacné piifazen ke vzorku DNA. Laboratorni
experimenty byly provadény na DNA extrahované ze vzorka trusu medvéda. Ve studii
srovnavali, zdali experimentalni vysledky trusu medvédi koreluji s matematickym
modelem. Bylo zjisténo, Ze postup s vice zkumavkami je lepsi nez standardni postup
s jednou zkumavkou, at uz je vzorek maly, nebo pokud je potencidlni problém
laboratorni kontaminace; a je doporucOvany v téchto situacich. Pouzitim tohoto

postupu miizeme ziskat spolehlivé genotypy s urovni spolehlivosti 99 %. Tento postup
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s n¢kolika zkumavkami by se m¢l systematicky pouzivat pii genotypizaci jadernych
lokust starovékych nebo forenznich vzorkd, muzejnich exponati anebo vykall volné
Zijicich zvifat. Pro sprdvné stanoveni genotypu s 99% spolehlivosti je tfeba
heterozygotni genotyp potvrdit alespoit dvakrat, homozygota lze potvrdit sedmi
nezavislymi PCR (Taberlet et al. 1996). Tento postup je nyni b&zné vyuzivany

v mnoho vyzkumech (Taberlet et al.1997)

Dalsi zptisob, jak se vyhnout chybam pfi genotypovani je pouziti takovych primerd,
které amplifikuji pouze kratké DNA markery (dlouhé 200-300 part bazi) (Taberlet et
al. 1999).

Presnéjsich vysledkii se da docilit pomoci vice béhii PCR. Tento zptsob pouzili
naptiklad U genetické analyzy sovice snézné (Bubo scandiacus). DNA byla
analyzovana z prachového pefi a vybrano bylo 12 mikrosatelitovych lokusi, které
amplifikuji kratké fragmenty. Téchto 12 lokusi a markeri urcujici pohlavi bylo
amplifikovano ttikrat pomoci PCR. Pomoci této analyzy byla populace odhadnuta
na 49 jedincu (Kleven et al. 2016). Piesnost odhadu zalezi i na pouZzitém poctu lokust
a daném poctu mismatcht (chyb). Pfikladem je tomu studie, kterd zkoumala vliv téchto
faktort na odhad velikosti populace vika v Yellowstonu. Tato populace byla nepiesné

odhadnuta a to az o pétinasobek kvili vysokému poétu mismatchi (Creel et al. 2003).

True population = adulis, yearlings & pups

——13 Loci
—e—9 Loci
—A—7 Loci
—8-—5 Loci
—e—3 Loci

Ratio of Estimated:True
Population Sizes

0 T T T T 1
0 1 2 3

Number of Allowed Mismatches

Obrazek 2: Porovnani skutecné velikosti populace a minimalni velikosti populace odhadnuté spoctenim poctu
odlisnych genotypii pomoci DNA extrahované z 227 vzorkii trusu vikii. Primeérna velikost populace v obdobi, ve
kterém byly odebrdany vzorky, byla 40 jedincii. Minimalni velikost populace odhadnutd z genetickych dat byla
nadhodnocena 3,3krat (za pouziti tii lokusii) az 5,5krat (za pouziti 13 lokusi). Creel et al. 2003
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Jak spravné predejit chybam ovlivituje mnoho faktord. Musime zvolit vhodny typ
vzorkovani pro studované zvife (napf. sit’ vzorkovani u medvéda hnédého, Tsaparis et
al. 2015), extrak¢éni metodu, ktera maximalizuje mnozstvi templatové DNA a spravny
postup, ktery piedejde chybam pii genotypovani nekvalitni DNA (Lampa et al. 2013).
Nejpouzivangj§im postupem proti chybam je pouziti vice béhti PCR, vétsi objem
vzorkti (multi-samples) a pouziti vhodnych markerti. Kombinaci téchto postupi

ziskame co nejpiesnéjsi odhad velikosti populace.
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6. Statistické metody pro odhad velikosti populace

Zpusoby odhadu velikosti populace mizeme rozd¢lit na dva. Prvni, ktery je jednodussi
a levnéjsi, se ziskava pouze z jednoho neinvazivniho odbéru (single sampling session).
Znacnou vyhodou single sample metod je, ze nam staci pouze jediny vzorek populace
Z jednoho c¢asového useku. Jeho nevyhoda miize spocivat v nadhodnoceni populace
kviili ndhodnosti, to vSak plati spise pro st¢hovavé druhy. Naopak pro sedentarni druhy

to miize znamenat podhodnoceni velikosti populace.

Druhou moznosti je opakovany sbér (multiple sampling session/ temporal) (Waples
2016). Ta je aplikovana pii opakovaném sbéru, tzn. dva a vice odbéri vzorku.
Tato metoda je sice presnéjsi, ale nehodi se pro vzacné ¢i ohrozené zivocichy, jelikoz
jejich pocetnost je nizkd a odebrat vice vzorkil je pro tyto druhy obtizné. Dalsi

nevyhodou muiize byt ¢astéjsi ruseni zvitat (Puechmaille and Petit 2007).

Odhad velikosti populace je zakladnim principem pro ochranu zivocichti. Mizeme
jej jesté rozdélit na odhad celkové velikosti nebo na odhad efektivni velikosti
populace. Piedev§im pro ohroZzené druhy je dobré znat efektivni velikost. Ne totiz
mnohem 1épe odrazi reprodukéni potencial a prezivani populace nez samotna velikost

populace (Waples 2016).

V cekologickych studiich vyuzivajici molekularni metody je efektivni velikost
populace posledni dobou stale vice odhadovana z jediného nahodného vzorkovani
populace a genotypovany na fad¢é lokusu (napi. Luikart et al. 2010; Wang and
Whitlock 2003). Pro tento typ odhadu se pouzivaji 4 metody odhadu, kterymi jsou
linkage disequilibrium (LD), heterozygote excess (HE), molecular coancestry (MC)
a sibship frequency (SF).

Nejpouzivangjsi metodou pro odhad Ne z jednoho odbéru vzorkd je analyza LD.
Tato metoda je Casto pouzivana, protoze je presnéjsi nez odhady HE a MC a vypocet
je jednodussi nez pro odhad SF (Wang 2016).

Nicméné rozdilu Vv téchto ctyfech typech odhadt se vénovala Wangova simula¢ni
studie (2016). Srovnani jednotlivych typti analyz podle piesnosti odhadu Ne byla
aplikovana na datasetu medvéda grizzlyho (Ursus arctos horribilis)
Vv Yellowstonském narodnim parku, jehoz populace byla dobie zmapovana (Kamath

et al. 2015). Studie ukazala, ze metody MC a HE jsou trvale slabsi nez ostatni a maji
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veétsi chybovost (viz. Obrazek ¢. 2). Oba tyto odhady v této simulaci podhodnocovaly
efektivni velikost a byly mén¢ pfesné nez LD a SF. Podle studie je SF vyhodnéjsi,
jelikoz je odolng&jsi vaci allelic dropouts (viz Obrdzek ¢.3). K nadhodnoceni populace
muze dojit v disledku nespravného pouziti metody LD, kdyz se tyto allelic dropouts
vyskytuji. Efektivni velikost populace by méla byt 92 jedincti, k tomuto vysledku byl
nejbliz prave estimator SF, ktery predpovidal pocetnost na 90 jedinct. Ostatni metody

se razantné neliSily, ale rozdil mezi nimi pfeci jen byl (J. Wang 2016).
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Obrazek 3: Prumérné Ne a standartni chyba odhadu (RMSE) porovnavanych analyz. HE a MC maji vetsi
chybovost, J.Wang 2016

Vysvetlivky k legendé: SF= sibship frequency, LD= linkage disequilibrium HE= heterozygote excess, MC=
molecular coancestry
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Obrazek 4: Odolnost SF viici allelic dropouts, J. Wang 2016

Vysvétlivky k legendé: SF= sibship frequency, LD= linkage disequilibrium HE= heterozygote excess, MC=
molecular coancestry
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Tabulka 1: Prehled viastnosti metod pro vypocet Ne pomoci single metod, J.Wang 2016

estimator nazev vlastnosti software
LD Linkage Vhodny pro izolované populace, nepfesny LDNe,
disequilibrium pro strukturované populace. NeEstimator
Sibshi Siroky rozsah poutziti, vhodny i pro
SF P strukturované populace, vysoce odolny Colony
frequency oy .
v(ci allelic dropouts.
Molecul Iny vici alleli ts, ale Cast
MC olecular Odolny vici a 'e ic dropouts, a ve cas, o NeEstimator
coancestry nadhodnocuje populace, nepresny.
Heterozygosity L . , .
HE excoss Jednoduchy vypocet, neptesny. NeEstimator

Odhad velikosti populace mize byt ovlivnén i jinymi faktory, jako je naptiklad
migrace jedinci, geneticky drift, selekce nebo mutace. Selekce i mutace se Casto
ve studiich ignoruji. OvSem pro mnoho populaci migrace neni zanedbatelna.
Je prokazano, Ze ve srovnani s u¢inkem genetického driftu vede migrace ke zménam
ve frekvenci alel, coz vede k podhodnocovani ¢i nadhodnocovani Ne, pokud neni

migrace zapoc¢itana (J. Wang and Whitlock 2003, Ryman 2019).

Pro odhad efektivni velikosti opakovanym sbérem (temporal methods) se vyuZivaji
statistické metody. Mezi nejpouzivanéjsi se fadi pseudo-likehood metoda, ktera lze
vypocitat pres program MLNE (J. Wang and Whitlock 2003). Maximum-likehood
metoda (MCMC) byva realizovana pomoci programu TMVP nebo MLNe. Jestlize
chceme zafadit i migraci, mizeme vyuzit programu MLNeopen (Barker 2012).
Je znamo, Ze opakovanym sbérem docilime spolehlivéjsiho odhadu. V datasetu je vice
jednotlivych opakovani genotypu, které se miizou v testovani opakovat, ¢imZ mame

vétsi pravdépodobnost dosahnout piesnéjsiho odhadu (Gilbert and Whitlock 2015).

Celkova velikost populace byva nejcastéji odhadovana pomoci ,,capture-mark-
recapture (CMR) modelem, ktery fadime mezi multiple sampling metody, nebo

muzeme vyuzit specializovanych softwarti, kterym se budu vénovat v kapitole ¢.7.2.

CMR metoda byla vyvinuta Millerem et al. (2005) pro neinvazivni genetické
vzorkovani zalozené na ,,capture-mark-recapture* principu. Tato metoda se odliSuje
od tradi€nich CMR metod v tom, Ze jedinci mohou byt odchyceni (= genotypovani
z neinvazivng sesbiranych vzork) v sezoné nékolikrat. ovSem je mozné i pouze jediné

vzorkovani (Miller et al. 2005).
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Ve studii tetfeva hlusce (Tetrao urogallus) v roce 2009 pouzili pro odhad velikosti
pravé CMR model (Mollet et al. 2015). Pro analyzu byl sbiran trus, sbér byl
systematicky vyméien pomoci softwaru GIS. Dvanéct mikrosatelitnich lokust bylo
amplifikovano pomoci ¢tyf multiplexnich PCR. Poté pouzili statisticky model spatial
capture-recapture (SCR) pro odhad velikosti populace podle pohlavi a fragmentu.
586 vzork trusu bylo analyzovéno, z nichz 69 nemohlo byt genotypovano kviili jejich
kvalité. 51 vzorkt bylo pfifazeno tetfivkovi obecnému (Tetrao tetrix) a zbyvajicich
466 bylo pouzito pro naslednou analyzu, ze které byla zjisténa pfitomnost 127 jedincii;
77 samcili, 46 samic a 4 jedinci nerozpoznaného pohlavi. Pouzitim tradi¢niho
(neprostorového) modelu CMR byl detekovan odhad celkové velikosti populace
na 137,0. Po aplikovani otevieného modelu SCR, ktery vyuziva i detekénich zatizeni
jako jsou fotopasti a ornitologické sité, odhadli celkovou velikost populace
ve studované oblasti na 137,3 tetfevii. S modelem SCR, vyvinutym pro tuto studii,
1ze ptesné odhady velikosti populace pro nepolapitelné druhy, jako jsou tetfevi, ziskat
z dat pouze z jednoho odbéru vzorki, za predpokladu, ze alespon nékteti jedinci byli

detekovani na vicekrat. Tento model pomaha vyrazné snizit naklady a zjednodusit

vvvvvv

odbéry vzorka (Mollet et al. 2015).
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7. Softwary

Pocitacovych softwart existuje jiz velké mnozstvi. Mizeme je rozdélit do dvou skupin

a to podle pouzité metody odhadu; efektivni a celkové.

7.1.  Softwary pro odhad efektivni velikosti
Bylo vyvinuto mnoho softwari pro odhad Ne v pfirodnich systémech a vysledky
ukazuji, ze se tyto metody velmi lisi ve vykonu napii¢ demografickymi scénafi
s riznou mirou migrace a velikosti populace. Nékteré metody vykazuji trvale nizky
vykon a je nejlepsi se jim vyhnout. Gilbertova studie (2015) doporucuje pouziti
n¢kolika softwarl, které vykazuji nejvys$si pfesnost a preciznost v ruznych

demografickych scénafich.

Presnost odhadu mezi izolovanou populaci a populaci s migraci spociva i v pouziti
pocitacového softwaru. V této studii Gilberta z roku 2015 pouzili nékolik programi
pro odhad efektivni velikosti, a to Colony2, CoNe, Estim, MLNe, ONeSAMP, TMVP
a NeEstimator v¢etné LDNe napfi¢ simulovanymi datovymi soubory s populacemi, kde

k migraci bud’to dochazi nebo k ni nedochazi.

Vysledek Gilbertovi studie poukazuje na zna¢né rozdily ve vykonu téchto programd.
Nejslabsi vykon mély softwary s nejmensim poctem citaci (tj. NeEstimator pro MC
a HE). Softwary, které naopak mély lepsi vykony byly LDNe, MLNe a TMVP. Tyto
programy se ukazaly jako spolehlivéjsi pro odhad Ne napti¢ demografickymi scénati
a jsou nejméné zaujatymi metodami; nicméné kazdy z téchto ptistupt byl proveden
Vv odlisném demografickém scénati. TMVP, MLNe a NeEstimator jsou softwary, které
pouzivame pro temporal data, zatimco LDNe pouzivame pro odhad z jednoho vzorku.
Ze jsou tyto programy spolehlivé souvisi i s jejich poétem citaci na webové databazi

WOS, LDNe je na prvni misté a hned za nim MLNe.

Napiiklad software ONeSAMP (Tallmon and Koyuk 2008), ktery je ¢asto vyuZivany
pro odhad efektivni velikosti, v této simulaci selhal a neni pro vyzkumy doporucovan,
jelikoZz zptsobuje nadhodnoceni Ne. Pro analyzu LD je vhodnym programem
NeEstimator v2.0. Doporu¢ovanym programem je i Colony2 v 2.0, ovSem pouze pro
odhad SF a LD, pro odhad HE neni vhodny a zpisobuje nadhonoceni.

Nejdoporucovanéj§im programem je MLNe v1.0, ktery je vynikajici pro scénate
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s vysokou migraci nebo ¢lenénou populaci. Nicmén¢ znalost demografie populace do

zna¢né miry zlepSuji odhady efektivni velikosti populace (Gilbert and Whitlock 2015).

7.2. Softwary pro odhad celkové pocetnosti populace
Pro odhad celkové velikosti populace se nejcastéji pouziva program R a jeho balicky,
napiiklad bali¢ek SPECIES nebo bali¢ek CAPWIRE jsou velmi ¢asto vyuZzivany. Ten
je vhodny pro data zalozena na capture-mark-recapture pfistupu, program pracuje
s daty o opakovanych zaznamech jedinctli a pocita i s riznou pravdépodobnosti jejich
zachyceni (Rosner et al. 2014). Na zéklad¢ likelihood ratio testu je mozné zvolit model
s rovnomérnou pravdépodobnosti zachyceni jedinci (ECM), nebo se dvéma riznymi

pravdépodobnostmi (TIRM) (Pennell et al. 2013).

Software pojmenovany MARK je vhodny pro oteviené i uzaviené populace, byl
specialné vytvofen pro odhad chyb pfi genotypovani, vhodny i pro mark-recapture
data, pfevzal funkeci i za starSi programy jako CAPTURE, RELEASE a BROWNIE
(White and Burnham 2009).

Dalsim drive Casto vyuzivanym softwarem je program Capture. Piedpokladem pro
pouziti tohoto programu je uzavienost populace a individualni znaceni jedinci, kdy
znacky nemohou byt ztraceny ¢i pfehlédnuty, a stejnd pravdépodobnost odchyceni
vSech jedinct, coz naznacduje, ze piedeslé oznaceni jedince pti odchytové akci nema

vliv na pravdépodobnost jeho dalsiho odchytu (Rexstad and Burnham 1991).
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8. Empirické studie

Z mych nasbiranych studii (viz. Tab 2) jsem si vybrala osm, které v této kapitole
popisu a predstavim jejich pouziti a vysledky. Kritériem mé volby byla rtiznorodost,
kdy jsem volila ur¢ité studie tak, aby nasledujici tabulka byla variabilni a zahrnovala
rozlicné pouzité metody, odlisSné metody sbéru, rizné¢ druhy DNA a riizné zivocisné

druhy. V této kapitole popiSu ty nejzajimavéjsi studie.

Jedna z prvnich studii pro odhad velikosti populace se vénovala medvédu hnédému
(Ursus arctos). Tato studie i jako jedna z prvnich vyuzila multiple tubes ptistupu pro
extrakci DNA. Vzorky byly genotypovany na 24 mikrosatelitovych lokusech. Ukazalo
se, Ze pyrenejska populace je slozena z péti jedincii, a to alespon tii dospélych samct
a jedné samice. Observacni a geneticka data se pfili§ neliSi, coZ naznacuje, Ze byli
odhaleni vSichni jedinci. Problém v této praci spociva v nizkém procentualnim poctu
vhodnych vzorka. Genotypovali 352 vzorki a jen 57 poskytovalo dostate¢né mnozstvi
DNA pro uspésné genotypovani na vSech polymorfnich lokusech. Procentudlni
uspésnost amplifikace lokust se zde pohybovala mezi 15-20 % a to je velmi malo
(Taberlet et al. 1997). Tato studie byla jednou z prvnich studii, které se vénovaly
odhadu velikosti, z tohoto divodu ji jesté nelze povazovat za uplné zdafilou, nebot’
obsahovala né€kolik chyb, které se podafilo odstranit az v pozd¢jSich studiich. I pres
tuto chybovost ji je vSak tieba pokladat za dlileZitou, protoZe poslouZila jako podklad

nadchdzejicim studiim.

Malé populace mohou trpét riznymi vnitinimi mechanismy, mezi které patii naptiklad
efekt hrdla lahve (bottleneck effect). Timto ptipadem se zaobirala studie medvéda
v Recku. Medvéd hnédy, nejvétsi viezravec v Evropé, v poslednich desetiletich prosel
nckolika bottlenecky, zejména kviili lidské nenavisti a degradaci jeho stanovist’. Jedna
z mala populaci pfeziva v severozapadnim Recku. Tsaparis et al. (2015) se rozhodli
zméfit jeho populaci a genetickou diverzitu. Vzorky pro genetickou analyzu byly
systematicky sbirdny pomoci lepivych pasti na srst, ostnatého dratu a byly doplnény
0 46 vzorku trusu. Pti amplifikaci bylo pouzito 10 mikrosatelitovych lokusi urc¢enych
pro tento druh. Genotypovanim bylo zjisténo 82 riznych jedincii, u 72 jedincu bylo
zjisténo jejich pohlavi, 48 samci a 24 samic. Minimalni velikost populace v regionu
Kastoria byla v roce 2011 podle observa¢nich zaznamti odhadovana na 75 jedinc.
Celkova velikost byla analyzovédna pomoci programu Capwire, ktery velikost
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populace odhadl na 219 jedinct (CI95% = 145-271). V této studii odhadovali také
1 efektivni velikost populace, které byla odhadnuta na 49 softwarem NeESTIMATOR
ana 40 jedinct pomoci softwaru ONeSAMP. Tento odhad je blizko minimalni hranici
50 jedinct, kterd by méla byt dostatecna pro to, aby se populace vyhnula inbredni
depresi (Frankham et al. 2002). Velikost populace se ukéazala jako dostatecné silna
a majici dobry stav ochrany (Tsaparis et al. 2015). Tato studie vénovana medvédu
hnédému je novejsi (18 let rozdil) a je vidét, Ze se odhady béhem par let posunuly dal

a mame piesnéjsi vysledky.

V nékterych studiich se odhaduje i efektivni velikost, ktera pomaha predpovédét
velikost inbreedingu a ztratu genetické variability (Frankham 1995), coz napiiklad
zkousela porovnat studie Vazqueze a Péreze (2013) na kantabrijském tetfevu hlusci
(Tetrao urugallus sp. cantabricus). V této studii porovnavali rozdil mezi celkovym
odhadem a odhadem efektivni velikosti populace. Vyzkum byl provadén ve Spanélsku
a vyuzili DNA extrahované z trusu a vypelichaného pefi za pouziti 16 mikrosatelitu.
Celkova velikost byla odhadnuta na 97 jedinct (z 253 pozitivnich vzorki), z toho
53 samcti a 37 samic. Ovsem efektivni velikost byla odhadovéna dvéma zptisoby,
pomoci odhadu z vazebné nerovnovahy (LD) a pomoci softwaru ONeSAMP (Tallmon
et al. 2008). Dle LD byla efektivni velikost odhadnuta pouze na 17 jedinct, software
ONeSAMP, ktery je specializovany pro odhad efektivni velikost populace, odhadl
velikost na 80 jedinci. Metoda LD je povazovana za spolehlivéjsi a fekla bych,
ze 1 v tomto piipadé ma pravdu, jelikoz pro lekujici druhy by efektivni velikost mohla
byt mnohonasobné nizsi nez odhad celkové velikosti populace. Vysledkem této studie
je, ze hlavni hrozbou pro tuto Spanélskou populaci tetfevil je jeji izolovanost.
Vhodnym managmentem by byla ochrana proti predatorim a propojeni habitati (Perez
2013).

Ve vyzkumu Rosnera et al. (2014) pomoci neinvazivnich vzorkl zjistovali pocetnost
a populacni strukturu tetfeva hlusce (Tetrao urogallus). Pravé tetfev je vlajkovym
druhem ochrany horskych lesnich biotopt v Evropé, kde je nékolik populaci ohrozeno
vymfienim. Zkoumana byla populace na rozmezi Ceské republiky a Némecka v oblasti
Sumavského a Bavorského narodniho parku. Pred 30 lety byla éeska populace slozena
pouze ze sta jedinct, a proto je pro ochranu tohoto druhu zapotiebi odhadnout velikost

populace a vytvoftit plan péce. V prubéhu 14 mésict bylo nasbirano 7500 vzorki trusu,
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pro sbér vyuzili systematickou sit’ vhodnou pro tetfevy (Teuscher 2011). Vzorky byly
nasledn¢ analyzovany na deseti mikrosatelitovych lokusech specifické pro tetievovité
druhy ptakt. Pro odhad velikosti populace pouzili balicek SPECIES v programu R,
ale z davodu opakovanych sbéri a obavy ze Spatné prostorové distribuce pouzili
I program Capwire, ktery je vhodny pro CMR metody. Z celkového poctu vzorkl
(7500) bylo pro genetickou analyzu pouzito 550 nahodné vybranych vzorkt, coz
je Skoda, jelikoz analyza mohla byt komplexnéjsi. Vzorky byly sbirany béhem
14 mésict, ale pouze par tydnt byly sbirany v pozdni zim¢, kdy jsou podminky pro
sbér trusu idedlni, coz by se mohlo jevit jako nevyhoda. Ale i pfesto byla uspésnost
amplifikace lokusi vysoka a to az 99 %, jelikoz sbirany byly pouze Cerstvé vzorky.
Genetickd analyza odhalila 219 unikatnich genotypd; 113 samcl a 97 samic.
218 (40 %) vzorki pochéazelo z Sumavy, 144 (26 %) z Bavorska a 184 (34 %) bylo
z ptilehlych oblasti. Pomoci tfinacti modeld (Obr. ¢ 5) byla celkova velikost
odhadnuta v priméru na 490 jedinct. Toto se mi zda jako nadhodnoceni, které by
mohlo byt zpiisobeno pravé pouzitim jen nahodného vybéri 550 vzorki. Ridila bych
se odhadem programu Capwire (ECM), ktery je povaZovan za nejpiesnéjsi,
ten velikost populace odhadl na 246, coz by dle mého nazoru bylo realnéjsi. Vzhledem
k tomu, ze je tetiev lekujici druh, mohli zde odhadnout i efektivni velikost. Studie
dosla k zavéru, Ze populace mé Zivotaschopnou velikost a ukazuje neomezeny tok
genl pres statni hranice, dokonce se ¢eska populace povazuje za druhou nejvétsi
pro nizkd pohoti ve stfedni Evrope. OvSem pro dlouhodobou Zzivotaschopnost
populace je tfeba pfeshrani¢niho managmentu a monitoringu této izolované populace

Tetfeva hluSce (Rosner et al. 2014).
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Na podobné lokalité jako v predchozi studii byl provadén vyzkum vénovany vydie
ficni (Lutra lutra), kde odhadovali celkovou i efektivni velikost populace a jeji
genetickou variabilitu (Martin et al. 2017). Monitoring vyder je obtizny kvuli jejich
skrytému zpusobu zivota. Vzorky byly sbirany brzy rano a systematicky podle
univerzalni sit¢ (UTM). V této studii bylo odebrano 261 vzorkd trusu a nasledné
analyzovano za pomoci 8 mikrosatelitovych lokusi. Z 261 vzorki pouze 60 (23 %)
mohlo byt genotypovano a analyzy odhalila 38 odlisSnych genotypt. Takto nizka
uspeésnost amplifikace by mohla byt pififazovana vyssi teploté pii sbéru vzorki.
Efektivni velikost populace byla zjistovana pomoci MC metody za pouziti programu
NeEstimator v2.01 a byla odhadnuta na 27,7 (C195%=15,7-59,5). Celkova velikost
populace byla odhadovéana pomoci softwaru Capwire a tim bylo zji$téno 118 jedinct.
Diky Sirokému konfiden¢nimu intervalu (Cl195%= 64-163) vsak vysledek odhadu
velikosti populace vyzaduje opatrnou interpretaci. Nizka spolehlivost odhadu
je pravdépodobné zplisobena nizkym poétu zpétnych pozorovani jedincti (pozorovano
1,4; doporucuje se 2-2,5 (Miller, Joycet, and Waits 2005)) a také nizkym poctem
lokust a nizkou uspésnosti amplifikace (23%). Geneticka variabilita je stejné nizka
jako v jinych evropskych populaci. Autofi se domnivaji, Ze tato mala velikost populace

je zpisobena v disledku loveni mistnich rybait a nedostatkem vhodnych vzorkd.

Studiem vydry Fi¢ni se zabyvala také studie Arrendala (2007). V této praci porovnavali
silné a slabé stranky odhadu pocetnosti pomoci pozorovani stop (snow tracking)
a neinvazivniho sbéru trusu. Vyzkum probihal v severni a centralni ¢asti Svédska,
apraveé v takovychto zemich, kde je zem pokrytd sn€hem, se €astéji vyuziva pro odhad
velikosti populace sledovani stop. Sledovani stop probihalo v okoli jezer a fek, trus
byl sbiran v obdobi zimy (n=150). Vzorkovani probihalo i z 20 vzorkid tkané (sval
&i ledvina) odebrané z mrtvych jedinct. Uspé&$nost amplifikace byla v tomto piipads
49 % (viz. Tab 2). Programem Capwire byla primérna velikost populace odhadnuta
na 31 (23-40) jedincd, zatimco sledovani stop odhadlo velikost na maximalné
15 jedincti. Autofi se domnivaji, Ze sledovani stop mize podhodnotit populaci i ptes
dobré snéhové podminky, proto je lepsi véfit genetickym vysledkum (Arrendal et al.
2007). Ja si myslim, ze docilit spolehlivého odhadu u vyder je dost obtizné, kviili jejich
neustalé migraci, kterou musime zahrnout do vypoctu, coz v pifipad¢ této studie

zahrnuta nebyla.
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Dalsim ¢asto studovanym zivo€ichem je vlk obecny (Canis lupus). Piikladem je tomu
studie Marucca et al. (2009), ktera studovala vlky v zapadnich Alpach v pribéhu
sedmi let. Ziskavani vzorkii se skladalo zpozorovani vl¢ich stop ve sn¢hu
a opakovanym sbérem trusu (capture-recapture method CRM). DNA byla analyzovana
pomoci mikrosatelitovych lokust a mtDNA. Nasbirano bylo 3382 vzorkd trusu
a prozkoumano 3366 km vi¢ich stop. Genotypovano bylo 1399 vzorku trusu, jejich
uspésnost pii amplifikaci ¢inila 41,4 %, vétSina chyb byla zptsobena tzv. allelic
dropouts. Genotypovanim a pomoci CRM modelu (open model capture-recapture)
bylo identifikovano 87 jedinct, zatimco pomoci tzv. snow tracking byla poc¢etnost vika
odhadnuta pouze na 36 jedincu. Tento nizky odhad pomoci observa¢nich technik
by mohl byt zplisoben ekologii mladych vlkd, jelikoz u nich je vétsi pravdépodobnost
niz8i detekce stop z divodu jejich vyskytu mimo lidskd obydli. Proto se pro

n¢ doporucuje vyuziti neinvazivnich metod (Marucco et al. 2009).

Dalsi praci, kterd se vénovala pravé vlkovi byla provadéna v Zapadnich Karpatech.
Kutal (2017) a jeho tym zkoumali vyskyt vlka obecného pomoci neinvazivnich metod
a fotopasti. Pro genetickou analyzu vyuzili 134 neinvazivnich vzorkl (pfedevs$im
trusu) a 10 tkanovych vzorka. Vzorky genotypovali na 18 mikrosatelitovych lokusech.
Genotyp se podafilo ziskat u 55 neinvazivnich vzorku (40 %) a u 10 tkanovych vzorkl
(100 %), ve kterych bylo urceno 55 odlisSnych jedincd, pohlavi jedinci nebylo
urcovano. Vysledky genetickych analyz naznacuji, Ze se jednd o dynamické uzemi,
ovSem pro piesn€j$i pocetnost a vhodny managment bylo by za potfebi mnohem vice
vzorkt (Kutal et al. 2017). Naptiklad Steinglein et al. (2011) doporucéuje pouziti 50-

100 vzorkd na smecku o velikosti 5-8 jedinci.
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8.1. Zhodnoceni empirickych studii
V nasledujici tabulce (Tab 2, n = 31) jsem se pokusila o srovnani, které hodnoti
velikosti populace, piipadn¢ efektivni velikosti populace pomoci observa¢nich metod
a pomoci odhadu na zaklad¢ genetickych metod. V téchto studii se druhy opakuji,
ponévadz se jedna o ohrozené druhy jako je vlk obecny, medvéd hnédy a vydra fi¢ni.
Studii vénujicich se pravé odhadu velikosti jest€¢ moc neni, vétSinou jsem nachazela
studie, které zkoumaji genetickou diverzitu ¢i jestli populace prosla bottleneckem.
Studie vénujici se odhadu velikosti zZ neinvazivnich vzorkl se dostavaji do popiedi
az v poslednich patnacti letech. Vyhledavala jsem je pomoci databaze WOS, kde jsem
pouzila klicova slova jako population estimation size, noninvasive DNA,

microsatelites ¢i effective size population.

o4

genetické analyzy jsou mikrosatelity. V mé tabulce byly vyuzity ve 28 studiich z 31.
Je to pfedevsim kviili jejich vlastnostem, Ize je ziskat i z velmi malého mnozstvi DNA,
a proto je jejich vyuziti pti studiu ohrozenych druhti zivo¢ichli vyhodnéjsi nez pouziti
jinych markert (Buschiazzo and Gemmell 2006). Spolehlivého a piesnéjsiho odhadu
lze docilit vétSim poctem a dostateCnou variabilitou (vetsi pocet alel na lokus)
pouzitych lokust (Kalinowski 2002). V novéjsich studiich se do poptedi dostava
sekven¢ni variace v genomu a stava se tak popularnéj$im genetickym markerem

v ekologickych a ochranaiskych studii (Fabbri et al. 2012).

Zjistila jsem, Ze nizkd procentualni uspésnost amplifikace je zplisobena nizkou
kvalitou i kvantitou neinvazivni DNA. To souvisi s nizkou Gspé$nosti genotypovani
oproti vzorkim, které byly ziskany invazivné (napf. krev). U téchto vzorkli byva
stoprocentni uspésnost (napt. Kutal et al. 2017). Nizka uspésnost amplifikace
neinvazivnich vzorkid poté ovliviiuje vysledek odhadu velikosti populace (jsou tomu
ptikladem studie Creel et al. 2003; Hajkova et al. 2006; Arrendal, J., Vila, C., &
Bjorklund 2007; Creel and Rosenblatt 2013) .

Trus je diky své dostupnosti hlavnim zdrojem pro genetické analyzy. V mych studiich
je v 26 ptipadech. Tento zdroj DNA se potyka s chybami pfi genotypovani. Ale na tyto
chyby bylo vymysleno jiz nékolik pfistupt, které sice uplné neumi eliminovat chyby,
ale alespon se pokousi snizit jejich objem. Mezi tyto pfistupy patii multiple tubes
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approach (Taberlet and Waits 1999), opakovani PCR a dostate¢né mnozstvi ¢erstvych
vzorkd (Goossens et al. 2000; Stenglein et al. 2011). I vn¢jsi jevy mohou pfispét
k lepsim vysledkim. To se tyka piedevS§im teploty pii sbéru trusu. Niz§i teplota

nezpusobuje tak vysokou miru degradace DNA (Hajkova et al. 2006).

Ptesnéjsich odhadii bylo docileno systematickym sbérem vzorkt (vytvofeni mapovaci
sit¢, napt. De Barba et al. 2010; Rosner et al. 2014; Rehnus and Bollmann 2016),
to se tyka spise migrujicich a hodné pohybujicich se druhti jako je vlk ¢i medvéd. Pro
druhy, které se vyskytuji na specifickych mistech (napft. lekujici tettev hlusec v dobé
rozmnozovani), se da vyuzit i jednodussiho sbéru v téchto specifickych lokalitach.
Co se tyCe sbéru, tak komplexngjsi analyzu nam piinese opakovany sbér a jeho
nasledny CR modelling (Miller, Joycet, and Waits 2005). Pokud pouZzijeme metodu
single sample, pravdépodobné otestujeme jen ¢ast genotypu, které se v populaci
vyskytuji (Barker 2012).

Nevyhodou téchto studii vyuZzivajici neinvazivniho vzorkovani je, Ze je zapotiebi mit
dostatecné mnozstvi vzorkd. Nedostate¢né mnozstvi vzorkli mize zkreslit vysledek
analyzy. Cim méné budeme mit nasbiranych vzorkd, tim mensi procento populace
otestujeme. OvSem nasbirat dostate¢né mnoZstvi vzorkl Vv pfipadé malych populaci

ohroZenych druhti je ¢asove naroéné a muze zabrat fadu let (Piggott et al. 2004).

Znalost demografie populace do zna¢né miry zlepSuje odhady efektivni velikosti
populace. Pokud studujeme migrujici ¢i pohyblivé zivocichy, musime do analyzy
zapocitat jejich migraci, abychom se vyvarovali zkreslenému vysledku (J. Wang and
Whitlock 2003, Ryman 2019). S mirou migrace po¢ita naptiklad software MLNe v1.0,
ktery je doporucovany pro scénafe s vysokou migraci nebo strukturovanou populaci
(Gilbert and Whitlock 2015).

Dal$im mym poznatkem je, Zze V mnou revidovanych studii Casto chybi srovnani
odhada velikosti populace pomoci molekularnich metod a poctu vyskytujicich
se jedinci pomoci observacnich metod (9 z31 studii pouzilo néjakou formu
observa¢ni metody, z nichz 4 studie srovnavali spolehlivost). Pokud studie srovnava
odhad velikosti populace pomoci o0Observaénich i molekularnich technik,
tak ta odhadovana velikost populace pomoci molekularnich metod byva vétsi, mnohdy

i dvojnasobné (napft. studie vénovana vydre ti¢ni (Arrendal et al.2007) nebo studie
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aplikovana na vlka obecného (Marucco et al. 2009). Ve studiich se mnohdy odhaduje
celkova a efektivni velikost. Tyto dvé velikosti se 1isi, celkovy odhad byva vétsi nez
odhad efektivni velikosti, ktera tvoii jen 20-30 % populace (Frankham 1995).

Zjistila jsem, ze vlk obecny je Casto studovanym zvifetem, v mé tabulce se vyskytuje
pétkrat. V1k pobyva blizko lidskych obydli, a tak je o0 ném znamo spoustu informaci,
jako je tfeba jeho pocetnost. Proto studie vyuzivaji téchto informaci, aby otestovali
ptresnost odhadu velikosti populaci (Creel et al. 2003; Kutal et al. 2017). Pravé toto
zvite se pro ochranu piirody povazuje za posledni nadé&ji, kvili jejich schopnosti

nastavit v ptirodé rovnovahu (Wohlleben, 2018).

Dle mého nazoru je stile malo studii, které odhaduji pocetnost populaci pomoci
molekularnich technik. Déle se domnivam, ze nékteré odhady nejsou jesté tak presné,
abychom se dle nich fidili. Naptiklad u druht, které se vyskytuji v okoli jednoho mista
a je snadné je pozorovat, napt. tokajici tetfev, vtomto piipad€ je lepsi se fidit
observacni technikou. neinvazivnim genotypovani se muze udélat vice chyb a tim
dosahneme mén¢ piesného odhadu. Myslim si, ze Studie vyuzivajici neinvazivni
techniky nam podavaji ptiblizné informace o pocetnosti populaci, ale zatim se jedna

jen o relativni odhady a je za potiebi postupy vypilovat.
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9. Zavér

Neinvazivni genetické metody mohou poskytnout relevantni informace
o celkové i efektivni velikosti populace, predevsim na nepolapitelné druhy
a pro druhy, které ziji skrytym zplsobem zivota. Ziskani informaci o jejich
roz§ifeni a pocetnosti nam pomuze zlepsit pé¢i a management jejich ochrany.
Cilem mé reSerSe bylo zjistit odliSnosti Vv problematice odhadl velikosti
populaci.

V mé reSerSi jsem zaznamenala, ze design sbéru, objem a kvalita vzorka
a pouziti pfesnych postupti (napf. mnohonasobna PCR, multiple tubes
aprroach) ovliviiuje presnost odhadu.

Nizkd procentualni uspéSnost amplifikace je zplsobena nizkou kvalitou
neinvazivni DNA. Pro spolehlivéjsi odhad velikosti populace se doporucuje
sbér trusu béhem zimnich mésict ¢i brzy na jate, kdy jsou vzorky jesté zmrzlé
a nedegradované, naopak sbér pefi a srsti je doporuc¢ovan v teplych a suchych
podminkach.

Mym poznatkem k neinvazivni DNA je i to, ze studie zamé&fujici se na odhad
velikosti populace ptevazné vyuziva jako zdroj DNA trus, a to z dtivodu jeho
dostupnosti.

Ve volbé druhu genetického markeru pievazuji mikrosatelity. Je to z divodu
jejich hojného vyskytu v genomu. Pfesnost odhadu ptedev§im zavisi na pocétu
mikrosatelitovych lokust a jejich variabilité. U nové§jSich studii byly vyuzity
I SNP markery, které by mohly byt v budoucnu pouzivané;jsi nez mikrosatelity.
SNP jsou hojnéji rozsiteny v genomech mnoha druht (kédujicich
a nekodujicich oblastech) nez mikrosatelity.

Pro vypocet efektivni velikosti populace existuje nékolik metod.
Nejpiesnéjsimi a nejpouzivangjsimi metodami jsou linkage disequillibrium
(LD) a sibship frequency (SF).

Co se tyCe softwarti, pro vypocet efektivni velikost jsou nejptesnéjsi LDNe,
Colony a MLNe. Srovnani kvality programi pro odhad celkové pocetnosti
populace zatim nikdo neudélal, ale nejcastéji Se pouzivaji statistické programy

jako je R, v¢etné jeho balickti (SPECIES, CAPWIRE). CAPWIRE se pouziva
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pro metody se zpétnym odchytem. Dale hojné pouzivanym softwarem je
Capture, ktery je vhodny pro uzaviené populace.

Spolehlivost odhadli je ve znatné mife ovlivnéna migraci a pokud neni
ve vypoctu zapocitana, zpisobuje nadhodnoceni populace.

PiesnéjSich odhadti pocetnosti bylo docileno opakovanym, nebo
systematickym sbérem vzorkli a doplnénim molekuldrnich metod o metody
observacni.

Je patrné, ze Uc¢innost a vhodnost pouziti jednotlivych metod pro odhad
velikosti populace je zavisla na mnoha faktorech. Na zdklad¢ vysledkii mé
prace je tedy mozné nékteré metody doporucit, nicméné je zapotiebi zohlednit
individualni charakter studované populace. Zavérem ale 1ze konstatovat, ze se
jednd o zdafilou a Setrnou metodu pro odhad velikosti populace ohroZenych
druht.

Tato bakalarskd prace by mohla slouzit jako podklad pro mou budouci
diplomovou préci.

Do budoucna by bylo dobré provést vice studii, které by kombinovaly soucasné
poznatky a postupy, kam patii kombinace molekularnich a observa¢nich
metod, kombinace riznych metod vypocti a ptesnych postupt v laboratofi.
Dale by bylo vhodné odhady provadét na dalSich druzich, at’” uz na jejich
izolovanych populacich ¢i populacich s migrujici. V soucasné dob¢ neexistuje
moc studii, které by se vénovaly dlouhodobéjSimu (v fadu let) vzorkovani,
coz by bylo dobré napravit, jelikoz vétsi mnozstvi vzorkd podava efektivné;si

informace o dané populaci.
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Tabulka empirickych studii

druh

druh autor misto pocet marker metoda Ne | software uspe.s-n ost vysledek
vzorku vzorku amplifikace
Mount Pouziti mtDNA se ukdazalo jako
Boneo lesni Kenya NP, 201 (102 problematické, predevsim kvali jeji
(Tra ge/a hus Faria etal. | Aberdare trus ouze mtDNA neziitovano i 100% materské dédicnosti, proto se doporucuje
our céqrus IZsaaci) 2011 NP, Eburu Bpon 0) cytochrom b ) ° vyuzit i mikrosatelity. Z 201 vzorkd bylo
4 and Mau & urcena velikost bonga lesniho na 102
forests jedincl.
Z 285 odpovidajicich vzork( bylo
16 Bavsian analyzovano 83 unikatnich genotyp goril.
Gorila zapadni | Arandjelovic Loango mikrosatelit{ estir»;ator STRUCTU- 82% (gorily), | Na zavér této studie autofi shrnuji pozitiva
) . ationa trus pro gorily), ) 6 neinvazivnich metod a doporucuji studium
(Gorrilla gorilla) | etal. 2010 National 326 ( lly), 8 maX|muml— RE 46% ! ivnich dad Cuji studi
g ) Park, Gabon mikro. (pro likehood (Simpanzi) | primatl jako doplnék pro prizkum dopadu
Simpanzy) habitatu a jinych genetickych prizkum na
¢lovéka.
V roce 2013 byl pomér pohlavi 62 samcll na
Sierra 100 samic a v roce 2014 65 samci na 100
Jelenoviti Brazeal et Nevada trus 411 8-10 neziitovano i 33% (2013), | samic. Prlmérna hustota je 5 jelen(i na kmz.
(Odocoileus) al. 2017 Range, USA mikrosatelit{ ) 63% (2014) SCR model odhalil, Ze denzita byla

homogenné rozptylena ve zkoumané
oblasti.
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Pritomnost kocky divoké v této studii byla
zkoumana 3 neinvazivnimi zpUsoby. Velikost
Koc'ka ‘dlvoke‘a Vellietal. | Apeninsky 63 (30 srst, . 10 N o STRUCTU- ) populace byla odhadnuta mezi 6 az 9
(Felis silvestris 2015 poloostrov trus, srst 33 trus) mikrosatelitd, | nezjistovano RE 35,30% jedinci. Nejhiife na tom byl Valerian-
silvestris) mtDNA (CR) treated, ktery vedl k podhodnoceni
populace. Populace se povazuje za stabilni.
Kojot prérijni Kohn et al Santa 188 (mtDNA) Analyzou bylo zjisténo, Ze se populace
) . prer] " | Monica Mt., trus 238 115 (3 nezjistovano - 79% v y ) RN . p. p‘
(Canis latrans) 1999 USA mikrosatelity) pohybuje mezi 30 a 47 jedinci.
LD. Bavsian Ve studii odhadovali efektivni velikost
Torres del » Bay ONeSAMP, populace ze vzorkud z roku 1991 a 1997.
Lama guanako | Sarno et al. ) 10 structure, vyt . .
(Lama guanicoe) 2014 Paine NP, | trus, krev - mikrosateliti seudo- LDNE, - Pouzili metody jak single sample (43,1), tak
g Chile IFi)kehood MLNE temporal (34,3). Celkova efektivni velikost
byla odhadnuta na 41 jedincu.
Los evronsky Bl3hed et Sland 86 Byla zjisténa pritomnost 100 jedinct. SNP je
(Alces a/ies}/ Al 2019 §védsk,o trus 489 autozomal- | nezjistovano| CAPWIRE 75% spolehlivy nastroj pro odhad velikosti,
' nich SNP struktury a demografie populace.
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Lovci od roku 1980 sbirali svalovou tkan,

STRUCTU- ktera byla nasledné analyzovana. Analyza
Los evropsky Charlier Svédsko svalova i 6 HE RE, i vyhodnotila 132 jedinc( ze 4 geograficky
(Alces alces) 2008 tkan mikrosatelit{ BOTTLE- oddélenych oblasti. Vysledky také ukazaly,
NECK Ze populace jsou vice ¢lenéné nez bylo
predpokladano.
. 171 vzorkl o Pouzit ptistup multiple tubes approach pro
Medvéd hnédy Tsaparis KrZStiZ:a trus, srst, |  srsti, 46 10 HE OneSAMP 15630//0 ((tsrf:))' snizeni chyb pti genotypovani.
(Ursus arctos) 2014 =slon, krev trusu, 15 | mikrosatelitQ CAPWIRE oo ! Identifikovano 82 unikatnich genotypl
Recko 80% (krev) N o, v e .
krve predstavujici 82 odliSnych jedinca.
352 (247 PouZit jeho vlastni pfistup multiple tubes
Medvéd hnédy | Taberlet et Pvreneie | trus. srst | srst. 105 24 neziitovano i 16% approach, z 352 vzorkd pouze 57 mélo
rsus arctos al. mikrosatelit{ ostatecnou kvalitu . Identifikovano
(U ) 1. 1997 yrenel ’ trus) ik lita | "¢ ° d &nou kvalitu DNA. Identifikova
bylo 5 unikatnich genotypu.
Vysledky doporucuji kombinaci
92% (HT) systematického vzorkovani a ndhodného
Medvéd hnédy | de Barba et , 18 vu ) ! sbéru srsti, dale doporucuji integrované
Italské Alpy | trus, srst 1164 . ... | nezjistovano | CAPWIRE | 80% (OP), . ,
(Ursus arctos) al. 2009 mikrosatelitd 61% (trus) vzorkovani. V roce 2004 bylo zaznamenano
? 15 medvédq, v obou letech (2003,2004) se
vyskytovalo 9 jedinc(.
severni- mtDNA, ale Mark Analyzou mtDNA: 1176 kusu pefi bylo
Orel_kraIO\‘/sky Rudnick et centralni prachfve 1822 (1676) 32vjed!.nc‘um nezjiétovano | STRUCTU- 68% prllrazenc,) 314 Je'dm.cur?; 268 jedinCl:J Orla
(Aquila heliaca) al. 2007 Kazachstan pefi nesla zjistit -> RE kralovského, 13 jedinct Orla morského, 1

mikrosatelity

jedinec Orla skalniho
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100% (krev

Himal3aje 9 - .
P ¢ 2 l. , = . o vy ¢ Y Analy tila 1 liSnych typC
(A?lr;fjs(}(zrlvix) Guzooi’ga Vychodotibe trus 33 mikrosatelitd, | nezjisStovano - tarucse)rs7t\6/; nalyza zjistt a(.eii?‘cciés)nyc genotypu
g tska pohofi mtDNA CR O J ’
(trus)
trus + , .. . N
thans Tato prace vyuzila mikrosatelitni primery
. . vytvorené pro kocku domadci a uplatnila je
Puma americkd | Ernestetal. | Yosemite (krev, 12 vy , . .
L 62 . ... | nezjistovano - 75% na analyzu pumy americké. Genetickou
(Puma concolor) 1999 Valley, USA | bukalni mikrosatelit{ , L.
stér analyzou bylo odhaleno 16 jedinct pumy
srst\)/’ americké (7 odchytem, 9 podle trusu).
Vysledkem byla pfitomnost 49 jedinc(; 32
Sovice snéznd | Kleven et al. Norsko prachové i 12 neziitovano i i samic a 17 samcu. Tato data budou
(Bubo scandidus) 2016 pefi mikrosatelit{ ) podstatna pro zachovani a sledovani tohoto
stdle zranitelnéjsiho druhu.
Tetrev hlusec
Molletetal. | « ., 12 v Byla zjisté Fit t 127 jedinc(; 77
(Tetrao oleteta Svycarsko trus 586 . ... |nezjistovano| Cervus 88% yla zjistena pni :)mnos . Jedincu
urogallus) 2015 mikrosatelitd samcUl a 46 samic.
Tetrev hlusec Résner et al B:\r/]:)?':lf' 10 package Druha nejvétsi populace ve stfedni Evropé,
(Tetrao ' . y trus 7500 (550) . ... | nezjistovano | SPECIES a 99% 13 modell odhadlo populaci na 490 jedinc,
2014 Narodni mikrosatelitd N e w
urogallus) park CAPWIRE ovsem realny pocet je 360.
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Vazebna nerovnovaha odhadla velikost

CAPWIRE, pouze na 17 jedincll (zpUs. slabou
Tetfev hlus , o 253 (199 LD, '
€ (rTe;/tral;sec Vazquez and | Kantdbrije, trus. pefi eh'( 54 16 LD NeEstima- 70% strukturou populace). ONeSAMP odhadl
urogallus) Perez 2007 | Spanélsko P ptru's) mikrosatelit tor ° velikost na 80 jedincl. Hlavni hrozbou pro
g ONeSAMP tuto Spanélskou populaci tetfevl je
fragmentace a izolovanost této populace
100% .. _ .
Tettivek (éerst\jé Ve studii pouzili multiple-tubes approach a
o Severozapa trus, ., preamplifikaci. V obou sezondch bylo
pelyrnkovy Shyvers et , , 7 w2 MARK pefi), 83% o o o
dni prachové 2357 . ... | nezjisStovano ’ / napocitano 543 jedinc(, z toho 82 jedincl
(Centrocercus al. 2019 oy mikrosatelit{ DROPOUT | (trus), 46% gy L .
urophasianus) Colorado pefi (prachové vyskytujicich se v obou sezénach (21 samcd,
P P oefi) 61 samic).
Modelem SECR byl vypocitan odhad na 121
tygr(. Tato studie vyzdvihuje vyhody
Tygr (Panthera | Abdul Aziz . 10 v GIMLET, 0 neinvazivnich metod a navrhuje jejich
tigris) et al. 2017 Banglades | trus, srst | 440 (105) mikrosatelit nezjistovano CENSUS 78-100% vyuzivani oproti fotopastem, se kterymi se
poji nevyhody v terénu (slozita instalace,
kradeze, Spatné umisténi..).
, Byla zjiSténa pfitomnost 63 tygrl a studie
T Panth Mondol et Band 33 v 2 . - N o .
ygrt(ig?i:) era a(I)n20009e Nanlep:; trus 73 mikrosatelité nezjistovano | CAPTURE 70 -74% také doporucuje uptfednostnit neinvazivni

genetické vzorkovani misto fotopasti.
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Tygr ussurijsky

Rusky dalny

Analyza identifikovala 12 jedinctd; 5 samc( a

.. | Sugimotoet| | trus, srst, 10 I CAPTURE, o . . o o
(Panther'a tigris Al 2012 vycb?d, SV sliny 286 mikrosatelitil nezjistovano CAPWIRE 83% 7 samlc: Z tevtiht?v?f typl vzork( byly
altaica) Cina nejuspesnejsi ty s trusem.
UZovka STRUCTU- V této studii pouzili SNP a metodu CMR.
prouzkovana Wood et al Poloostrov 1088 LD RE Odhady velikosti N. byly pro vétsinu lokalit
amnophis an tkan ] - malé (< . Vysledky ukazaly, Ze nizka
(Th hi ’ S kan SNP ’ ! Ié (< 100). Vysledky ukazaly, Ze nizka
S 2020 . captures temporal NeEstima- Y . o . . ,
sirtalis Francisco tor R pocetnost je z divodu izolovanosti populaci.
tetrataenia) ’ Celkové bylo odchyceno 815 jedinc(.
VIk obecny Creel et al. YeIIov.vstone 13 o N eryby Em geno’typlzaa rr°10hou byt Isnlzeny
(Canis lupus) 2003 National trus 288 mikrosateliti nezjistovano | Statistica - vyfazenim slabych vzork(, detekovano bylo
p Park, USA 40 jedinct.
VIk obecny Kutal et al. Zapadni 18 v 44 % (trus), Pouzit pfistup multiple tubes approach,
134 o - L x gt L o
(Canis lupus) 2017 Karpaty trus 3 mikrosatelit{ nezjistovano 100% (tkan) unikatni genotyp ziskan z 55 vzorkd.
MC BOTTLE- Mezi druhy odhadu efektivni velikosti nebyl
VIk obecny Aspi et al. . (s 11 ! NECK, moc rozdil, vdechny odhadly velikost okolo
. Finsko tkan 116 . ..o | Mmaximum . - C . e e
(Canis lupus) 2006 mikrosatelit{ . NeEstima- 40 jedincl. Geneticka diverzita finské
likehood . .
tor populace je podobna zbytku Evropy.
Scale Analyzou zjistili 11 odliSnych vi¢ich
Vik Y I i 12 .y 0 pri ku a 4 mi éj.
obecny | Galaverniet | oo i1 grus 103 . . | nezjittovano | COLONY | 48,50% genotypu primo v parku a 4 mimo nej
(Canis lupus) al. 2009 Park. Itilie mikrosatelitd Genetickd analyza byla podpofena i

monitoringem, a to ve formeé fotopasti.
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Studie prokazala pozitivni trend ve vI¢i
VIk obecny Marucco et Zapadni . anwtra- mtDNA, N prltor,nrlmostl. OvserTv1 odhad pOdvl? .
. Alpy Francie | ckinga | 3382 (1399) . . nezjistovano | MSURGE - pozorovani stop ve snéhu byl mensi nez
(Canis lupus) al. 2009 . mikrosatelity o, , .y
a ltalie trus odhad z genetické analyzy, ktera pocetnost
odhadla na 87 jedincd.
Sumava
. . § NeEstima- Podobna tickd variabilita E ky
Vydra fiéni (Lutra | Martin et al. | Bavorsky 8 esstima odo nla genetic Iavarla F1a Evropsiym
utra) 2016 Narodni trus 261 mikrosatelitd LD, MC tor, 23% populacim, bez znamky bottleneck efektu,
CAPWIRE detekovéno 38 jedincu.
park
Lepsi vysledky dosahneme odebiranim
Vydra fiéni (Lutra | Arrendal et sever a trus, 8 vzorkd v zimé, pomoci neinvazivniho
stied snowtra- 150 . ... | nezjistovano | CAPWIRE 49% o ,
lutra) al. 2007 <, . mikrosatelitQ vzorkovani zjistili 23 jedinc(, zatimco
Svédska cking , .
pomoci snowtracking pouze 10-15.
Kvalita dat zaleZi na stafi vzorku, srst se jevi
jako vyhovuijici vzorek, ale je téZce
7aiic b&lak Rehnus and Swiss trus. srst 10 ackage sehnatelna kvili vétru na horach, zatimco
(Le LJIS timidus) Bollmann National m’oé ! 144 mikrosatelit nezjistovano pSECRg 95,20% trus se shani lépe, obsahuje dobrou kvalitu
p 2016 Park DNA, ale rychle degraduje. V této studii
odhadli hustotu zajic bélakd na 3,2-6,6 na
km?2,
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