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Abstrakt

Geneticka diverzita ohrozenych druhd ZivocCichl je vyrazné ovliviiovana lidskou
¢innosti. V dusledku vyraznych krajinnych zmén jako je fragmentace prostfedi i
ni¢eni biotopu dochazi k naruSeni pfirozenych mechanisma v populacich volné
ani pfirozené migraci. Dochazi k redukci poc¢etnosti populaci a s ni také k omezeni
genetické variability, schopnosti adaptace a reprodukéni zdatnosti. Po opétovném
zvétSeni populace zlstava geneticka diverzita obvykle oslabena a jen zfidka
dochazi k jejimu obnoveni a potlaeni vlivu inbreedingu. Aby bylo mozZné stanovit
vhodny management ochrany ohrozenych druhd, je tfeba zjistit genetickou strukturu
populace a také jeji historicky vyvoj. V této praci jsou proto shrnuty postupy, kterymi
Ize detekovat redukci poCetnosti populace, a zaroven je porovnana vhodnost jejich

uziti.

Klicova slova: efekt hrdla lahve, metody detekce bottlenecku, efekt zakladatele,
geneticky polymorfismus

Abstract

Genetic diversity of endangered species is strongly influenced by human activities.
The natural mechanisms in populations of wild animals are disrupted as a result of
significant landscape changes, such as habitat fragmentation or destruction of
biotops. The populations become small and isolated, there is no gene flow or natural
migration. Population sizes are reduced and also genetic variability, the ability to
adapt and reproductive fitness are restricted. When population increase again,
genetic diversity generally remains weak and rarely leads to its recovery and
suppression of inbreeding effect. In order to establish the appropriate management
of conservation of endangered species, it is necessary to determine the population
genetic structure and its historical evolution. Therefore, this work summarizes the
procedures which can detect a reduction in population size, and compared their

suitability of use.

Key words: bottleneck effect, methods of bottleneck detection, founder effect,
genetic diversity
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1. Uvod

Vznik a zanik druh(, stejné jako redukce a opétovny narust velikosti jejich populaci
(a s tim spojeny bottleneck efekt), je v evoluci zivota procesem naprosto pfirozenym
a nevyhnutelnym (Mayr 2001). V historii Zemé doslo k minimalné péti hromadnym
vymiranim, kdy se celkova biodiverzita snizila o velky pocet druhi a u mnoha
dalSich dosSlo béhem téchto udalosti k doCasnému, ale vyraznému snizeni poctu
jedincl. Kolisani pocetnosti populaci, at jiz z ddvodu klimatickych zmén, stfidani
dob ledovych a meziledovych ¢&i v disledku pfirodnich katastrof, je pfirozenym

jevem provazejicim vyvoj druht (Flegr 2005).

V soucasné dobé je ale ¢asto existence mnoha zivociSnych druht ohrozena ¢€innosti
Clovéka. V dusledku procesu jako je zemédélstvi &i urbanizace dochazi v dnesni
krajiné k vyraznym a velice rychlym zménam (Frankham et al. 2002). Fragmentace
prostfedi, destrukce puvodnich biotopu, znecisténi vodnich i suchozemskych lokalit,
introdukce nepuvodnich druhll a také pfimy lov vedly nejen ke snizeni pocetnosti
mnoha druhu, ale také k redukci genetické diverzity jejich populaci (Hayano et al.
2004, Hajkova et al. 2007). U fady druh( dochazi v disledku téchto zmén ke vzniku
fragmentovanych ¢&i UpIné izolovanych populaci (Hulova et Sedlacek 2007) a jelikoz
takové populace nejsou odolné vici disturbancim a diky negativnim U€inkim
inbreedingu nejsou schopné se zménam prostfedi pfizplsobovat (Hoglund 2009),
ocitda se mnoho druhd na pokraji vyhynuti a nékteré druhy jiz dokonce vyhynuly
uplné ¢i pfezivaji pouze v zoologickych zahradach (Luo et al. 2008, Acevedo et
Cassinello 2009).

Prestoze se po&etnost nékterych druht v poslednich letech opét zvysila (Stastny et
al. 2006), vlivem bottleneck efektu jejich populace vykazuji stale nizSi genetickou
diverzitu oproti populacim puavodnim (Nystrom et al. 2006, Prochazka et al. 2008). V
disledku redukce genetické variability jsou pak populace i pfes narlst velikosti
nachylné k vymirani pfi sebemensich zménach prostfedi (Hoglund 2009). Proto je
detekce projevl bottlenecku v genetické struktufe volné Zijicich zivo€ichd velmi
podstatna pro zachovani druhu. Ke studiu bottleneck efektu se v sou€asné dobé

pouzivaji metody molekularni genetiky.

Pomoci raznych statistickych analyz a simulaci je poté z vzork( (molekularnich



markrd) sou€asné populace mozné urcit, zda v populaci v minulosti doslo ¢i nedoslo
k redukci ve velikosti (Cornuet et Luikart 1996, Luikart et al. 1998, Beaumont 1999).
Nicméné Larsson et al. (2008) zjistili, Ze vyvoj poCetnosti populace nelze pfesné
urcit pouze na zakladé vzork( sou€asné populace a pro detekci bottleneck efektu je

tedy nutné pouzit data ziskana z historickych vzorku.

Cilem mé bakalaiské prace je proto shrnout poznatky studii vyuzivajicich
molekularné-genetické metody v ochrané Zzivocichu. Dale prace podava prehled o
genetické diverzité ohrozenych druhu zivoCichl (zejména savcl a ptakl) a také o
tom, jakym zplsobem se v populacich hodnoti bottleneck efekt. Prace se také
zabyva shrnutim metodickych pfistupl pouzivanych pro hodnoceni bottleneck
efektu, jejich srovnanim a zhodnocenim uspésnosti. Soucasti je také navrh feSeni
mé diplomové prace, ve které se budu zabyvat vyvojem pocetnosti populace
koroptve polni (Perdix perdix) na Uzemi CR a kter4 bude feSena na katedfe

ekologie, pod vedenim Ing. Jany Svobodové, Ph.D.



2. Geneticka diverzita

Biologicka diverzita vSech organismu na Zemi je posuzovana ze tfi hledisek. Prvnim
je rozmanitost spoleCenstev a ekosystému v krajiné, ktera zkouma soubor typu
stanovist a ekosystémovych procesu v dané oblasti. Druhym diverzita druhova
zabyvaijici se rozmanitosti a rozsahem druht v daném ekosystému (Primack 2001).
A nakonec geneticka variabilita jako nejjemnéji chapana, a neméné podstatna,
slozka biologické rozmanitosti. Ta je zakladem pro vySe zminéné kategorie a
vymezuje diverzitu v ramci jednotlivych druhl, jak mezi geograficky oddélenymi

populacemi, tak mezi jedinci jedné populace (Frankham et al. 2002).

Pusobenim rGznych mechanismd (viz nize) se jedinci v populaci navzajem
geneticky lisi — jejich geny (tj. sekvence nukleotidd na chromozomech kodujici
specifické proteiny) jsou odliSné. Ruzné formy genu se nazyvaji alely a ty mohou
rozdilné ovliviiovat vyvoj a fyziologii organismu. Soubor vS§ech gen( a alel v populaci
tvofi genofond, zatimco urcitd kombinace alel je jeho genotypem (Hedrick 2005).
Genetickda diverzita je pfedstavovana mirné odliSnymi sekvencemi. Podle pofadi
muzou rtzné sekvence DNA vyustit v rizné aminokyseliny v bilkoviné kédované
danym lokusem. Tyto zmény ve struktufe bilkovin ve spojitosti s vlivem prostfedi
zpusobuji morfologickeé, fyziologické a biochemické odliSnosti (fenotypovy projev,
Frankham et al. 2002). Fenotyp je tedy projevem genotypu jedince v urcitém
prostfedi. Odraz genetické diverzity Ize pozorovat v odliSnostech na rizné urovni,
napf.: poradi nukleotidd a aminokyselin kédovanych DNA, velikost a tvar téla, barva

oci, pefi Ci srsti, ale také chovani, schopnost reprodukce a zdatnost (fitness).

Geneticka variabilita populace je dana jak po¢tem polymorfnich gen( (ij. gend, které
maji vice nez jednu alelu v genomu), tak poctem alel kazdého polymorfniho genu
(Hedrick 2005). Polymorfni geny umoznuji jedincim v populaci byt heterozygotnimi
pro dany gen, tj. obdrzet od kazdého z rodi€ul jinou alelu tohoto genu (Frankham et
al. 2002). Pfi hodnoceni genetické variability v populacich se tedy zaméfujeme na
odhad podilu polymorfnich lokust v dané populaci a podilu heterozygotnich lokusi
u typického jedince z dané populace (Relichova 2001). Geneticky polymorfismus je
definovan jako dlouhodoby vyskyt dvou nebo vice alel v populaci v takovych
frekvencich, které nemohou byt vysvétleny opakovanym vznikem mutace (King et

al. 1996). Umoznuje populacim, aby se adaptovaly na ménici se zivotni prostfedi. V



novych podminkach pak mohou mit pravé jedinci s urCitymi alelami nebo jejich
kombinacemi vlastnosti potfebné pro preziti nebo reprodukci (Primack 2001,
Frankham et al. 2002).

21 Co ovliviiuje geneticky polymorfismus

Ke snizeni nebo zvysSeni frekvence alel v populaci mize dochazet vlivem pfirodniho
vybéru (selekce). Pokud pfitomnost urcité alely svého nositele zvyhodnuje oproti
jedinclim bez této alely, bude frekvence této alely v nasledujicich generacich
postupné stoupat (Flegr 2005). Nevyhodné alely naopak postupné ubyvaiji, protoze

své nositele znevyhodriuji (tzv. negativni selekce, eliminace; Mayr 2001).

Frekvence alel se v populaci nahodné méni z jedné generace na druhou podle toho,
ktefi jedinci se u€astnili pafeni (Primack 2001). Tento jev se nazyva geneticky drift.
K pulsobeni genetického driftu dochazi neustale v kazdé populaci. V malych,
pocetné fluktuujicich nebo fragmentovanych populacich jsou ale uc&inky driftu
vyrazné posileny (Flegr 2005). Alely, které se v populaci vyskytuji s nizkou
frekvenci, tak maji vysokou pravdépodobnost, Ze se v nékteré generaci nahodné
ztrati (Mayr 2001). Naopak muze dochazet také k fixaci alel nesoucich nevyhodné

vlastnosti.

Pokud oviem mezi jednotlivymi oddélenymi populacemi dochazi k urcitému toku
genu, ktery je zajiStén migraci jedincu, je ucinnost plsobeni genetického driftu
velice omezena (Flegr 2005). Pfi migraci dochazi k pfemistovani jedincu z jedné
populace do druhé a k jejich vzajemnému kfizeni. Dokonce i slaby tok gent mezi
populacemi minimalizuje ztraty genetického polymorfismu. Bez ohledu na velikost
populace staCi k omezeni fixace novych mutaci genetickym driftem jediny nové

pfichozi jedinec na generaci (Frankham et al. 2002).

Také pravidelné mutace v ramci populaci zvySuji genetickou variabilitu a vyvazuji
tak plsobeni genetického driftu (Primack 2001). BEhem mutace dochazi k nahlym
zménam ve struktufe genetického materialu, tedy ke zménam genovych (a
alelovych) Cetnosti (Frankham et al. 2002). Mutace jsou jedinym zdrojem novych

genetickych variant v populaci, ale dochazi k nim v pomérné malé mife a genetickou



strukturu proto ovliviuji jen velmi pozvolna (Relichova 2001).

Cast&jsim davodem sniZeni genetické diverzity, nez je rozpad populace na fadu
mensich izolovanych populaci, je kombinace genetického driftu s celkovou redukci
poctu jedinch v populaci (Flegr 2007). Takové populace jsou pak nachylnéjsi k
letalnim genetickym projevim, jako jsou inbredni deprese, outbredni deprese a
ztrata evoluéni pruznosti. Tyto jevy mohou pfispét k daldimu poklesu velikosti

populace a ke zvySeni pravdépodobnosti vyhynuti (Thornhill in Primack 2001).

K inbredni depresi dochazi vlivem pfibuzenského kfizeni. Ve vétsiné pfirozenych
populaci existuji rlzné mechanismy, které takovému kfizeni brani, je-li vSak
populace obzvlasté mala a vybér partnera neni nahodny, pak tyto mechanismy
selhavaji. Vlivem inbridinku dochazi ke sniZeni heterozygotnosti a tim padem
zvyseni homozygotnosti, ale také k expresi Skodlivych alel zdédénych po obou
rodi¢ich (Hoglund 2009). K outbredni depresi potom dochazi kfizenim jedinci z
geograficky oddélenych a geneticky odliSnych populaci. Takto vznikli potomci
mohou byt slabsi &i neplodni v disledku neslucitelnosti chromozomu zdédénych po
jejich rodi€ich. Mohou také postradat specialni kombinaci gentt umoznujici preziti v

ramci urCitych lokalnich podminek (Primack 2001).

DalSimi jevy, pfi kterych je vyrazné snizena geneticka variabilita populace diky
ucinkim genetického driftu, jsou efekt hrdla lahve (bottleneck effect) a efekt
zakladatele (founder effect). Pfi bottleneck efektu dochazi k pfechodnému, €asto
velmi drastickému, poklesu velikosti populace, ktery je po zlepSeni podminek
nasledovan opétovnym narustem poctu jedincd na pavodni nebo jesté vySSi
hodnotu (Flegr 2005). Bottleneck efekt se projevuje prudkym posilenim vyznamu
genetického driftu (H6glund 2009). VSechny existujici genetické moznosti se do
malého mnoZstvi potomstva nevejdou a v populaci tak dochazi ke ztraté vzacnych
alel. Kdyz se velikost populace Casem opét obnovi, ztracené alely zustavaji
ztraceny, a geneticka variabilita je tak trvale snizena (Frankham et al. 2002). Vlivem
bottleneck efektu mize dojit k fixaci alel nevyhodnych znakd, které by se jinak v

populaci prosadily jen tézko (Primack 2001, vice viz v kapitolce 7.).

Efekt zakladatele (founder effect) se projevuje pfi kolonizaci nového Uzemi, kdy

nékolik jedincl (v krajnim pfipadé jediny par i oplodnéna samice) opusti puvodni
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velkou populaci a zaloZi populaci novou (Primack 2001, Frankham et al. 2002). Tito
zakladatelé mohou svym potomkim pfedat pouze omezenou c&ast genetické
variability, ktera byla pfitomna v plvodni populaci (Wayne et al. 1991, Biebach et al.
2009). Efekt obou téchto jevl na genetickou variabilitu je stejny, proto je v textu dale

nebudu rozliSovat.

2.2 Vyznam genetického polymorfismu

Geneticka diverzita populaci je zapotfebi pro schopnost druhu pfizpusobit se
ménicim se podminkam zivotniho prostfedi, at’ uz klimatickym zménam v ddsledku
globalniho oteplovani, znedistovani, introdukci novych konkurenénich druh( nebo
adaptabilité chorob a paraziti (Frankham et al. 2002). Aby se populace s témito
zménami vyrovnala, musi se neustale pfizplsobovat a vyvijet, jinak dojde k jejimu
vyhynuti. Geneticka diverzita v populaci tedy odrazi jeji evolu€ni potencial (Flegr
2005). V populacich, které maji minimalni genetickou variabilitu, nemaze dojit k
evoluénim zménam, zatimco populace s vysokou mirou genetické variability se
zménam zivotniho prostfedi dokazi postupné pfizpusobit (Frankham et al. 2002).
Také v ekologickych a mikroevolu€nich procesech ma existence vnitropopulaéniho
polymorfismu znaény vyznam. Z hlediska ekologie je dllezité, Ze polymorfni
populace dokaze Cerpat z rlznorodéjSich zdroji a diky tomu vyuziva své prostredi
ekonomictéji (Flegr 2005). Polymorfni druh je také méné zranitelny nahodnymi
fluktuacemi podminek prostfedi, nebot diky nému mulze &ast populace prezit i

bé&hem drastickych zmén (Frankham et al. 2002).

Nizka genetickd rozmanitost se vztahuje také ke sniZeni reprodukce a zdatnosti
(fitness). Ztrata genetické diverzity je tedy pfimo spojena s urovni inbreedingu a ten
pak vede ke snizeni reprodukéni schopnosti (Brook et al. 2002). Existuje vyznamny
vztah mezi celkovou stfedni hodnotou heterozygotnosti populace a jeji zdatnosti
(Reed et Frankham 2001).

Vyznam genetické rozmanitosti jak z hlediska dlouhodobého (udrzeni adaptivniho
evolu¢niho potencialu), tak i kratkodobého (zachovani reprodukéni zdatnosti) je
primarnim zaméfenim ochranafské genetiky (Frankham et al. 2002). Znalosti

genetické struktury jedincl se vyuziva pro managment ochrany ohrozenych druhl. A
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to jak v zajeti (ochrana ex situ, mimo pfirozené prostfedi), tak v pfirozenych
podminkach (in situ). Dlouhodobym cilem programu ochrany ex situ je zalozZeni
nové generace v pfirodé (tj. zakladani novych populaci vyhynulych druht v mistech,
kde v minulosti tento druh prokazatelné Zil), k ¢emuz je nutné vybudovat v zajeti
silnou zakladnu zdatnych jedinct vhodnych k reintrodukci (Primack 2001). Je
potieba zajistit Cistou genetickou linii, zabranit pfibuzenskému kfizeni a tim i ztraté
genetické variability. Pro chovy v zajeti jsou proto vedeny mezinarodni plemenné
knihy a managementova opatfeni zahrnuji také poradenstvi pfi vybéru jedincu pro

pareni Ci reintrodukci do volné pfirody (Primack 2001).

Pfikladem takové reintrodukce mulze byt zubr evropsky (Bos bonasus) C&i kin
pfevalského (Equus przewalskii). Obé zvifata z volné pfirody upIné vymizela a jejich
zachrana spocivala na chovu zoologickych zahrad, ktery byl zalozen velmi malym
poctem jedincu. Zubr byl ve volné pfirodé vyhuben roku 1921 (Ehrlich et Ehrlich
1981) a v zajeti v té dobé prezivalo pouhych 13 zvifat. V souCasné dobé se na
svété vyskytuje néco okolo 3000 jedincu a zoo z celého svéta poskytuji zvifata do
reintroduk&nich programu v Evropé (Pucek et al. 1996). Situace koné prevalského je
velice podobna. Ten byl ve volné pfirodé naposledy spatifen v roce 1954 (Ehrlich et
Ehrlich 1981). K jeho zachrané bylo pouzito 12 jedincl ze zoologickych zahrad a
také jedna klisna koné domaciho, jejiz vliv byl eliminovan duaslednym genetickym
managmentem. Celosvétova ex-situ populace se rychle rozristala a v soucasné
dobé ¢ita vice nez 1700 jedincl (Volf 2004). V roce 1991 byla zahajena Uspésna
reintrodukce né&kolika stad na uzemi Mongolska a Ciny. Obnova populaci s takto
nizkym pocCtem zakladajich jedincl vyzaduje velmi propracovany geneticky
managment, jehoz ukolem je eliminovat pfibuzenské kfiZzeni a tim i ztratu genetické
variability (Frankham et al. 2002). To se v pfipadé reintrodukované populace zubra
ovSem zdaleka nedafi. Tokarska et al. (2011) ve své studii zjistili, ze geneticka
variabilita zubra je velice nizka a heterozygotnost této populace neni ani z poloviny
tak velka jako u blizce pfibuzného bizona amerického (Bison americana). Také

stupen inbreedingu je obrovsky a dosahuje vice nez 50%.

Pokud druh v pfirodé jesté zcela nevyhynul, mohou byt k reintrodukci vyuzivani také
jedinci z jinych lokalit, kde se dany druh jesté volné vyskytuje. Pfi takovémto
pfesunu je ale nutné vzdy dosazovat jedince z lokalné co nejptvodnéjsich populaci,

a tudiz s co nejpodobnéjSim genotypem, jako méla populace plvodni (H6glund
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2009). K takovému typu reintrodukce u nas doSlo napf. v pfipadé uspésného
znovuzaloZeni populace rysa ostrovida (Lynx lynx) na Sumavé (&esko-bavorska
populace). Na éeské strané Sumavy bylo v letech 1982-1989 vypusténo 17 divokych
ryst pochazejicich ze Slovenska (Cerveny et al. 2006). Cely proces byl ovéem
proveden pouze na zakladé porovnavani pfirodnich podminek a tedy bez pfedchozi
znalosti genetické struktury reintrodukovanych jedincu (Schadt et al. 2002). Vubec
tak nebylo zohlednéno, zda nové vznikajici populace genotypové odpovida populaci
puvodni a zda tedy reintrodukovani jedinci budou schopni adaptovat se na
Sumavské podminky. Sou€asny stav vice nez 20 let od reintrodukce dokazuje
prozatimni UspésSnost této akce z hlediska Zzivotaschopnosti populace. Otazkou
ovSem zlstava, zda tomu tak bylo Stastnou nahodou & v tomto pfipadé preziti
zajistila pouha podobnost pfirodnich podminek v CR a na Slovensku.

Také ochrana volné Zijicich populaci ohroZenych druhG zahrnuje ddkladny
monitoring a odviji se od znalosti jejich genetické struktury (Frankham et al. 2002).
Zvlasté je-li populace fragmentovana a tvofi izolované subpopulace, mize pravé
znalost genetické diverzity jednotlivych subpopulaci pfispét k vybéru vhodného
managmentu. Do subpopulaci, které trpi nizkou poc&etnosti, mohou byt vypousténi
dal$i jedinci z ex situ chovu ¢i z jinych lokalit. Tim dochazi k simulaci pfirozeného

toku genu a tedy k omezeni rizika ztraty genetické variability (Primack 2001).

3. Studium genetické struktury populaci

Studium genetické diverzity volné zijicich zivoCiSnych populaci a faktoru, které ji
mohou ovliviiovat, je mozné pomoci molekularné-genetickych metod. Tato velmi
rychle se rozvijejici oblast vyzkumu vedla ke vzniku nového védniho oboru —
molekularni ekologie. Jejim cilem je pochopit pfFiiny formujici genetickou
proménlivost a zarovern objasnit procesy, kterymi geneticka variabilita ovliviuje
Zivotaschopnost populaci (Bryja et Hajkova 2005). Studium genetické diverzity v
populacich vzacnych a ohrozenych druhl jsou potom hlavni naplni ochranarské
genetiky (conservation genetics). Ta aplikuje poznatky obecné a populacni genetiky
na problémy tykajici se ochrany druhll. Zabyva se také genetickym managmentem
malych populaci (napf. problematika inbreedingu, reintrodukci, omezeného toku

genll), feSeni taxonomickych otazek &i vyuziti molekularné-genetickych analyz pfi
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studiu biologie a ekologie zkoumanych druht (Frankham et al. 2002).

Vznik ochranaiské genetiky je Uzce svazan s objevenim a rozvojem polymerazové
fetézové reakce (PCR), ktera umoznuje ziskat dostatek genetického materialu i z
velmi malych vzork(i (Smarda et al. 2005). Pro amplifikaci specifickych usekt DNA
tak staCi kapka krve, velmi malé mnozstvi tkdné& a dokonce i vzorek trusu ¢i vyvrzki
potravy (které obsahuji epitelové burnky ze sliznic studovaného Zivocicha) nebo
muzejni material (kosti, pefi, srst). Pro ziskani genetické informace pomoci PCR jiz
tedy neni nutné daného jedince usmrtit a dokonce nemusi dojit ani k pfimému
kontaktu a jeho vyruSovani (Bryja et Hajkova 2005). Je tak mozné ziskat dostatecny
poCet vzorki pro genetické analyzy bez ovlivnéni Zivotaschopnosti populace
(Kalinowski et al. 2005). Takové metody jsou ale spojeny s urCitymi omezenimi,
které zpUsobuje prfedevS§im malé mnozstvi a nizka kvallita izolované DNA (Bryja et
Hajkova 2005).

3.1 Molekularni markery

Jako molekularni markery se oznacuji znamé sekvence DNA, které mohou byt
jednoduse identifikovany (Relichova 2001). Vyuzitim molekularnich markert lze
pomoci ruznych metod snadno urcit rozdily v genetické informaci, kterou nesou
sledovani jedinci. Geneticka variabilita ohroZenych druhd ZzivoCichl je nejCastéji
analyzovana za pouziti genetickych markeru, které jsou povazovany za neutraini (tj.
neprojevuji se ve fenotypu jedince a nepodléhaji selekci). Jsou to napf. isoenzymy,
mikrosatelity €i jednonukleotidové polymorfizmy (Hoglund 2009). V této kapitolce
uvadim hlavni vyhody a nevyhody markeru, které jsou nejCastéji pouzivané pro

studium struktury populaci ohrozenych druhu zivocicha.

Isoenzymy jsou rizné formy téhoz enzymu (v metabolismu maiji stejnou funkci),
které se v dusledku rozdilného pofadi aminokyselin v jejich primarni struktufe lisi
nékterou ze svych vilastnosti (napf. nabojem, katalytickou aktvivitou ap.). Separace
izoenzymu pak spociva v jejich rizné rychlé migraci pfi elektroforéze Skrobového
gelu. lzoenzymy v8ak nemohou charakterizovat cely genom a odhalit celkovou
genetickou diverzitu, nebot reprezentuji jen jeho kédujici useky a cela frada zmén v

poradi aminokyselin se na jejich pohyblivosti v ramci elektroforézy vibec neprojevi
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(Frankham et al. 2002). Studie zalozené na zkoumani allozymu jsou v sou€asnosti
stale méné bézné. A to prfedevSim ze dvou duvodi: Za prvé je velice
pravdépodobné, Ze k nékterym z pozorovanych zmén uvnitf a mezi populacemi
dochazi vlivem selekce (o ¢emz Ize ale zfejmé uvazovat i u mikrosatelit(). Druhym
divodem je, Ze pro ziskani isoenzymu je potfeba velké mnozstvi vice kvalitni tkané

a tudiz Castéji vyZaduiji zabiti studovaného organismu (Hoglund 2009).

Narozdil od isoenzym( mikrosatelity Ize ziskat i z velmi malého mnozstvi DNA a
proto je jejich vyuziti pfi studiu ohrozenych druh( zivocicht vyhodnéjsi (Hoglund
2009). Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici useky DNA, které jsou slozené z
kratkych opakujicich se jednotek (repetici) nej¢astéji o délce 2-6 parl bazi. Repetice
jsou vytvareny obvykle dinukleotidy az hexanukleotidy (Frankham et al. 2002).
Mikrosatelity Ize podle opakujici se sekvence délit na dokonalé, nedokonalé,
pferusené nebo slozené (Oliveira et al. 2006). Dokonalé (perfect) mikrosatelity
nejsou preruSeny zadnou bazi (...TATATATATATA...), zatimco nedokonalé
(imperfect) jsou preruseny jinymi pary bazi (...TATATATCTATATA...). Diky vysoké
mutacni rychlosti jsou mikrosatelity velmi polymorfni. To znamena, ze se v ramci
jedné populace nachazeji v riznych variantach. Tato rozmanitost alel je v laboratofi
snadno zjistitelna a umoznuje nam sledovat genetickou variabilitu mezi jednotlivymi
druhy, v ramci jednoho druhu, ¢&i v ramci jedinct uvniti jedné populace (Tautz 1989).
Vyuziti mikrosatelitll je pro jejich variabilitu, celogenomovou distribuci, velké
mnozstvi v genomu a pro moznost rychlého screeningu velmi Siroké. Své uplatnéni
nachazeji predevsim pfi studiu pfibuzenskych vztahu, uréovani paternity, nebo pfi
studiu parametrl populacné-genetické struktury, jako je tok genlt a jeho bariéry,
efektivni velikost populace nebo odchylky od Hardy Weinbergovy rovnovahy
(Chambers et MacAvoy 2000). Narustajici znalosti o vyskytu mikrosatelit v genomu
volné Zijicich druhd spolu s velmi propracovanou teorii populaéni genetiky vedly k
tomu, Ze mikrosatelity se staly nejCastéji pouzivanymi znaky pro studium genetické

struktury populaci, a to v€etné populaci ohroZzenych druhl (Bryja et Hajkova 2005).

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je nazev pro genetickou informaci obsazenou v
mitochondriich. Jedna se zpravidla o malou kruhovitou molekulu, skladajici se
obvykle z 37 gen(, z nichz vétSina koduje tRNA, zbyvajici potom rRNA a mRNA (v
té jsou kdédovany proteiny ucCastnici se elektronového transportu a oxidativni

fosforylace mitochondrie). Jako molekularni marker ma mtDNA mnohé vyhody.
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Vyviji se rychleji nez jaderna DNA (Brown et al. 1979), ruzné oblasti
mitochondrialniho genomu se vyvijeji riznou rychlosti a navic zde nedochazi k
rekombinacim (Hayashi et al. 1995). Analyzy mtDNA jsou téméf od jejich objeveni
vyuzivany pro studium fylogenetickych vztahd. Fylogenetické analyzy umoziiuji najit
vztahy mezi jednotlivymi populacemi, identifikovat centra historického vyskytu
jednotlivych druhd (refugia) a zkoumat smér a intenzitu Sifeni jejich populaci
vedouci k sou¢asnému arealu vyskytu (Mayr 2001). Uréitym omezenim pro analyzy
na zakladé mtDNA je jeji maternalni dédi€nost, kterd umozZrnuje sledovat vyvoj
populace jen v matefske linii. Je tedy vhodné doplnit informace pouZitim sekvenci
na jadernych genech — at uZz na autozomech s biparentalni dédi¢nosti nebo

gonozomech s dédi¢nosti parentalni (Hare 2001).

Polymorfismus délek amplifikovanych fragmentd (AFLP) je metoda, ktera se
vyuziva pro ziskani multilokusovych genetickych dat na bazi DNA fingerprintingu.
Genomicka DNA je rozstfihana pomoci restrikéniho enzymu a na jeji konce jsou
pfipojeny kratké Useky syntetické DNA o znamé sekvenci (adaptory) (Frankham et
al. 2002). Vyhodou metody AFLP je jeji opakovatelnost a také moderni pfistup

vizualizace ziskanych fragmentu (Héglund 2009).

Také metoda polymorfismu délky restrikénich fragmentt (RFLP) vyuziva schopnosti
restrikCnich enzym( rozstfihat DNA na pozadované sekvence. Takto upravena DNA
je poté pfevedena na gel, kde jsou dle odliSné velikosti separovany jednotlivé useky
(Frankham et al. 2002). Hlavni vyhodou pouziti RFLP je nizka cena a jednoduché
provedeni. Vyhodnoceni je ovSem Casto velice komplikované a vysledky byvaji
nejednoznacné. Navic je pro tuto metodu potfeba velké mnozstvi vysoce kvalitni
DNA a proto nebyva pro studium populaci ohrozenych zivo&ichu €asto vyuzivana
(Hoglund 2009).

Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) jsou odliSnosti v sekvencich DNA, které
vznikaji zaménou jednoho nukleotidu (A, T, C nebo G) v pfislusné DNA sekvenci.
Tato mista jsou ve velkém mnoZstvi (pfiblizné kazdych 300-1000 bp) pfitomné v
kodujicich i nekddujicich oblastech jadrové i organelové DNA a maji podobné vyuZiti
jako mikrosatelity (identifikace jedincl, stanoveni genetické variability, populacné
genetické analyzy atd., Morin et al. 2004). V porovnani s mikrosatelity maji ale SNP

fadu vyhod. Zatimco znalosti o muta¢ni rychlosti mikrosatelitd jsou velice omezené
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a interpretace vysledkl je tedy zna¢né komplikovana, procesy podilejici se na
tvorbé SNP jsou jednoduché a srozumitelné (H6glund 2009). Presto se v soucasné
dobé SNP vyuzivaji se prfedevSim pro studium modelovych organismu (Hoéglund
2009). AvSak v nékterych souc€asnych studiich jsou SNP jiz vyuzivany také pro

studium volné Zijicich zivocichu (napf. Demontis et al. 2010).

4. Geneticka diverzita ohrozenych druht zivo€ichi

Obecné plati, ze malé a ohrozené populace maji mensi genetickou variabilitu v
porovnani s taxonomicky pfibuznymi neohrozenymi druhy (Spielman et al. 2004) a
proto jsou pfi zménach podminek prostfedi nachylnéjsi k vyhynuti (Primack 2001). V
populacich, ve kterych v minulosti doSlo k vyraznému snizeni velikosti, obvykle
dochazi predevSim vlivem inbredni deprese také k redukci genetické diverzity
(Hoéglund 2009). Takova situace byla pozorovana napf. v Ceské populaci sysla
obecného (Spermophillus citellus). Fragmentace krajiny v Ceské a Slovenské
republice zpUsobila rozdéleni populace sysla do pouhych nékolika malych a
izolovanych subpopulaci (Cepakova et Hulova 2002). Studie Sesti z nich za pouziti 5
mikrosatelitovych lokust jako genetickych marker( ukazala velmi vysoky stupen
inbreedingu v jednotlivych populacich (Fis= 0,34-0,90) a také silnou diferenciaci mezi
nimi (HGlova et Sedlacek 2007). Podobna situace je pozorovana také v populacich
mnoha ohrozZenych druhd ptakd na ostrovech pobliz Nového Zélandu. Vzdalenost
ostrovu tvofi pfirozenou bariéru mezi populacemi a tak mezi nimi postupné dochazi
k vyrazné diferenciaci a na jednotlivych ostrovech pak také ke snizeni genetické
variability a zvySeni stupné inbreedingu (Hudson et al. 2000, Lambert et al. 2005).
Ovsem nékterym druhm novozélandskych ptakid se zfejmé v dasledku obc&asné
migrace dafi udrzovat vysokou genetickou diverzitu a znamky pusobeni inbreedingu
nevykazuji (Lindsay et al. 2008, Brekke et al. 2011).

OvSem ani v pfipadé nepfitomnosti migrace nemusi ottleneck efekt vzdy vést ke
snizeni heterozygotnosti. Pokud populace po doCasné redukci pocetnosti rychle
vzrusta, mize se drivéjsi uroven heterozygotnosti obnovit, tfebaze je pocet alel silné
zredukovan (Primack 2001). V takovych pfipadech je geneticka diverzita po opét
obnovena a pfiznaky inbreedingu nejsou vibec patrné (Hoglund 2009). Takovy

vyvoj byl zaznamenan dokonce i u nékterych populaci, které byly zaloZzeny pouze
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jedinym parem, coz bylo sledovano napf. v populaci postolky mauricijské (Falco
punctatus). Populace postolky se zaCala zmen3ovat s postupnym ni¢enim
pfirozenych lesnich porostu. Po roce 1940 ale doSlo k rapidnimu poklesu pocetnosti
v souvislosti s poatkem uzivani insekticidu DDT, ktery zapfi€inil zten&eni skofapek
a shizeni poctu vylihnutych mladat. V roce 1974 jiZ populace byla omezena na
jeden jediny par, ale diky intenzivnimu managmentu Citala o 20 let pozdéji jiz vice
nez 400 jedincl. ACkoli tato populace pochazi z jedinych dvou predkul, nevykazuje
zadné znaky inbredni deprese (Groombridge et al. 2000). Jednim z moznych
vysvétleni takového vyvoje genetické struktury je, Ze béhem vyrazné redukce poctu
jedincll, doSlo nejenom ke ztraté prospésné genetické variability, ale také ke ztraté
alel zpusobuijicich inbredni depresi. Populace, ktera ztratila tyto Skodlivé alely, pak
dokaze odolavat vlivu pfibuzenského kfizeni, aniz by na ni puasobila inbredni
deprese (Hoglund 2009). Také v pfipadé ohrozeného nosorozce indického
(Rhinoceros unicornis), jehoz efektivni velikost populace byla v roce 1962
redukovana na pouhych 21-28 jedincl, nejsou ani o 30 let pozdéji pozorovany
zadné znamky inbredni deprese. Ac¢koli je tento druh na pokraji vyhynuti, proteinova
elektroforéza vykazuje stale velmi vysokou miru heterozygotnosti (Ho = 9,9%,
Dinerstein 1990).

5. Bottleneck efekt

Pfi bottleneck efektu dochazi v populaci ke zméné frekvence vyskytu nékterych alel,
dalSi alely jsou ztraceny, jiné naopak fixovany (Frankham et al. 2002). Obvykle tak
dochazi ke snizeni genetické diverzity. Otazkou je, jak rychle a zda vibec muize
populace, poté co proSla bottleneck efektem, opét obnovit svou genetickou
variabilitu. Rychlost takové obnovy zavisi na mnoha parametrech, jako je intenzita
redukce pocetnosti €i nasledna rychlost rlstu populace, rychlost vzniku novych

mutaci, pfipadna migrace a vliv pfirodniho vybéru (Relichova 2001).

V této souvislosti se bottleneck nékdy déli na ,long neck (populace prochazi
,<dlouhym hrdlem lahve®, obnova pocetnosti i genetické variability trva velmi dlouhou
dobu nebo k ni nedojde vibec) a ,hourglass” (neboli pfesypaci hodiny, populace
projde rychlou redukci velikosti a ta nasledné opét naroste a s ni stoupa i geneticka
diverzita, Hedrick 2005).
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Vzhledem ke zvySeni rizika vyhynuti, kterym je nahlé sniZeni velikosti populace
obvykle provazeno (Frankham et al. 2002), je velice dulezité dokazat rozpoznat
populace, ve kterych k bottlenecku doSlo, aby nasledné bylo mozné u&inné
zaméfeni ochrany druhu a také volba vhodného managmentu cileného na zmirnéni
potencialné negativnich dusledkd redukce pocetnosti (Hoglund 2009). Bohuzel, je
Casto obtizné presné urcit, zda v populaci v minulosti doslo k bottlenecku, nebot
obvykle nezname pocetnost studované populace v historii. Proto byly vyvinuty
specializované metody, které dokazou nalézt dukazy nedavného ale i historického

snizeni populacéni pocetnosti za vyuziti molekularné-genetickych poznatka.

51 Detekce bottlenecku

Existuji rizné metody, kterymi Ize hodnotit, zda ve studované populaci v minulosti
doslo k redukci v poctu jedinct. Pomoci vypodtu, statistickych analyz &i simulaci
mutaénich procest dle mutaénich modeld. VétSina z téchto metod je
implementovana do pocitaCovych softwarl, které jsou schopny viloZzena data

zpracovat a vyhodnotit.

511 Mutaéni modely

Teoretické mutacni modely se pouzivaji k odvozeni oCekavaného poctu alel v
populaci z pozorované heterozygotnosti (Hedrick 2005). Velmi dalezitou otazkou pfi
analyzach historického vyvoje populaci je stanovit, ktery mutaéni model by mél byt
aplikovan, aby z molekularnich dat spravné urCil genetické parametry populace. Pro
zjistovani, zda v populaci doslo k redukci poCetnosti se obvykle pouzivaji tyto ffi

modely.

Infinite alleles model (IAM) (Kimura & Crow 1964) a Stepwise mutation model
(SMM) (Kimura & Ohta 1978) jsou mutacni modely, které pfedstavuji dva extrémni
zpUsoby introdukce novych alel do populace (Chakraborty et Jin 1992). Zatimco
v IAM modelu vznika nova alela nahodné kazdou mutaci, dle SMM modelu nova

alela vznika vzdy adici Ci deleci jedné repetice (Kimura et Ohta 1978). Nicméné
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adici Ci deleci nukleotidu, pfipadné repetice, mohou vznikat totozné alely
(homoplasie). Ani jeden model vSak homoplasii nebere v Uvahu, coZz znamena Ze
nové alely, byt vzniklé odliSnym mechanizmem, jsou pro né identické (IBD - identical

by descent) (Cornuet et Luikart 1996). Je tedy nutné studovat vice lokusu, aby byla

Vv

Two phase model (TPM) (Di Rienzo et al. 1994) je kombinaci pfedchozich dvou
modelu vytvofenou specialné pro studium mikrosatelitd. Na rozdil od SMM zde
dochazi ke zméné (adici €i deleci) v fetézci o vice nez jednu repetici, poskytuje tedy

realisti¢téjsi obraz prabéhu vyvoje novych sekvenci DNA (Lawler 2008).

5.1.2 Metody detekce

BoTTLENECK

Program BortTLenECK (Piry et al. 1999) je podéitaCovy software uzivany pro zjiStovani
genetickych znaku vyrazné redukce pocetnosti populace, ke které doSlo v nedavné
minulosti. Podstatou detekce bottlenecku je zjistit, zda se geneticka diverzita
odchylila od rovnovahy mezi mirou mutace a driftu (mutation-drift equilibrium, Garza
2006), ktera v populaci nastava, pokud dochazi ke vzniku novych alel mutacemi a
soubézné k jejich eliminaci plsobenim genetického driftu (Hedrick 2005). Populace,
u nichz je predpokladano nedavné snizeni jejich efektivni velikosti (Ne, tj. poCet
jedincll, ktefi se pfimo uCastni reprodukce a svymi geny tak ovliviiuji genetickou
variabilitu dané populace, Héglund 2009), vykazuji snizenou heterozygotnost (He = 1
- Sp?, kde pi je frekvence i-té alely) a pocet alel na lokus. Jelikoz vzacné alely (tj.
alely s frekvenci < 0,01) z populace mizi daleko rychleji nez alely s vy3si frekvenci,
poCet alel na lokus klesa rychleji nez heterozygotnost (Cornuet et Luikart 1996).

vvvvv

heterozygotnost oCekavana dle mutation-drift equilibrium (Heq) (Piry et al. 1999).

Ke zjisténi, zda populace vykazuje Ci nevykazuje nadbytek heterozygotnosti, jsou
v softwaru BotTLENECK navrzeny tfi zakladni statistické testy — znaménkovy test, test
standartniho rozdilu a Wilcoxonuyv test. Wilcoxonuyv test je obecné doporucovan, je-li

zkoumano méné nez 20 lokusu (Cornuet et Luikart 1996). Nicméné, kdy je vhodné
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pouzit test znaménkovy a test standartniho rozdilu se v literatufe uz neuvadi.
Nulovou hypotézou pro dany test je potom nesignifikatni nadbytek heterozygotnosti,
pozorovany nadbytek heterozygotnosti je hypotézou alternativni a znaéi, Ze
populace v minulosti proSla bottleneck efektem (Piry et al. 1999). K dosazeni
vysledku velké statistické sily je doporuCeno pouzit minimalné 10 polymorfnich
lokust (mikrosatelitd €i izoenzymU) a odbér vzorkd nejméné 30 jedinct (Cornuet et
Luikart 1996).

Pfi testovani bottleneck efektu Ize v programu BottLENECK pouzit vSechny tfi typy
mutacnich modeld (IAM, SMM i TPM) nezavisle. Pro selektivné neutralni lokusy v
populaci blizké mutation-drift equilibrium (tedy s konstantni efektivni velikosti
populace) je zde priblizné stejna pravdépodobnost, Ze lokus ukaze mirny nadbytek
nebo mirny nedostatek heterozygotnosti. Nicméné v populacich, které vykazuiji
redukci jejich efektivni velikosti v nedavné dobé, vétSina lokust obvykle prokaze
nadbytek heterozygotnosti, ij. signifikantni bottleneck efekt (Luikart et Cornuet 1998
in Piry et al. 1999).

V programu BotTieneck je implementovan také ,mode-shift* test pro hodnotu L
(Luikart et al. 1998). Tato metoda provadi graficky test naruSeni distribuce alelovych
frekvenci. Tento test vychazi z poznatku, ze vzacné alely byvaji béhem bottlenecku
ztraceny s vetsi pravdépodobosti nez alely bézné. VSechny lokusy ze studovaného
vzorku se tedy béhem analyzy rozdéli do 10 kategorii dle alelovych frekvenci (od
alel vzacnych po bézné). Pokud se poté v kategorii vzacnych frekvenci bude
nachazet méné alel nez kategoriich ostatnich (distribuce alel neni ,L-shaped®), pak

v populaci doslo k redukci pocetnosti (Piry et al. 1999).

M Ratio

Garza et Williamson (2001) ukazuji, jak Ize M Ratio (pomér poctu alel a rozsahu
alelové velikosti) vyuzit pro vzorky mikrosatelitd pfi detekci redukce efektivni
velikosti populace. Tato jednoducha metoda sleduje distribuci alelovych frekvenci v
tandemové se opakujicich usecich DNA. Distribuce alelovych frekvenci nese
informaci o genetické diverzité (frekvence alel a celkovy pocet alel, k) a prostorové
diverzité (rozdil mezi po¢tem opakovani alel a celkovym rozsahem alelové velikosti,

r). Je-li populace redukovana ve velikosti, dojde k zesileni pusobeni genetického
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driftu a nékteré alely mohou byt ztraceny. Nicméng&, protoze ztrata kazdé alely je
pFi¢inou zmenSeni k, ale pouze ztrata nejvétsi i nejmensi alely vede ke zmenSeni r,
pfedpoklada se, Ze velikost k je snizovana rychleji nez velikost r. Proto Ize oekavat,
ze M Ratio (M=k/r), bude menSi v populacich, které prosly pisobenim bottleneck
efektu, nez v populacich s vyrovnanou velikosti. Vypo&et hodnot pro M Ratio a
hodnoceni vysledkd jsou v souCasné dobé& implementovany do nékterych
pocitacovych softward (napf.: CrimicaL M, GenePop, Genetix atd., Garza 2006).
Vyhodou M Ratio oproti programu BotTLeneck je schopnost této metody uspésnéji
detekovat bottleneck, ktery trval nékolik generaci nebo zasahl populaci, u které

posléze doSlo k demografické obnové (Williamson-Nateson 2005).

MSVAR

DalSi software, ktery lze vyuzit ke zjisténi, zda ve studované populaci doslo k
poklesu a/nebo narlstu ve velikosti (a to jak v sou€asnosti, tak v historii), je MSVAR
(Storz et Beaumont 2002). Program odhaduje pravdépodobnost vyvoje distribuce
nékolika genealogickych a demografickych parametrt pouzitim Markov Chain Monte
Carlo simulaci, které jsou zalozeny na pozorované distribuci alel na
mikrosatelitovych lokusech a poctu jejich opakovani v populaci (Beaumont 1999) a
pomoci Bayesianské analyzy. Tato metoda odhaduje demografické parametry, které
upozoriuji na zmény velikosti populace v Case. To predpoklada, ze v ur€itém
okamziku v minulosti () zacina stabilni populace o velikosti N; rast nebo se
zmensovat az do své soucasné velikosti (No). Tento model pouziva SMM, ve kterém
je mira mutaci (8) rovna 2Nyu, kde u je polet mutaci na lokus (Hedrick 2005).
Metoda odhaduje tfi parametry: mira rastu populace (A=N«N;, kde A>1 indikuje
zvétSujici se populaci a A<1 znamena ubytek velikosti populace). Dobu, od které se
populace zaCala ménit (t: = to/No) a rychlost mutaci (6). Narozdil od Bottlenecku a M
Ratio, pocita MSVAR i s pusobenim migrace a je tedy schopen odhalit i dlouhodobé
a postupné zmény ve velikosti populace a bottleneck efekt, ke kterému doslo v
historii (Beaumont 1999).

Tajima's D

VSechny vySe uvedené metody jsou uréené zejména pro studium mikrosatelit(

(Williamson-Nateson 2005). Pro zjisténi, zda v populaci doslo ke snizeni i zvySeni
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pocCetnosti populace, pomoci mitochondrialni DNA se vyuziva odhad odchylky od

Hardy-Weinbergovy rovnvahy, tzv. Tajima's D (Tajima 1989).

5.2 Porovnani a zhodnoceni jednotlivych metod

Pro porovnani a zhodnoceni jednotlivych metod, zjisténi miry jejich vyuZiti a Cetnosti
signifikatnich vysledkd jsem vytvofila pfehlednou tabulku (viz Pfiloha ¢.1), ve které
jsem shrnula poznatky riznych studii. Clanky pro toto srovnani jsem ziskala
prohledanim databaze ISI Web of Knowledge®™ (WOS, www.isiknowledge.com),
ktera velice citlivé vyhledava dle zadanych parametrd. Jako klicova slova jsem
zvolila: ,Bottleneck (in Topic) AND genetic diversity (in Topic)“ a dle téchto kritérii k
30.3.2011 WOS vyhledal 1153 ¢lanku. Z vydledku jsem vytfidila pouze c&lanky, v
nichz se autofi zabyvaji detekci bottleneck efektu u volné Zzijicich obratlovcu. V

téchto ¢lancich potom byly odkazy na dalsi literaturu vhodnou pro moji analyzu.

Do tabulky jsem z jednotlivych &lankd poté zaznamenala tyto udaje: 1. autor ¢lanku,
2. rok vydani ¢lanku, 3. studovany zivocich, 4. jeho systematické zafazeni do tfidy,
5. generacni doba, 6. zdroj DNA, 7. pouzity marker, 8. pocet lokust, 9. uziti
muzejnich vzork(, 10. analyza pro detekci bottlenecku, 11. muta¢ni model, 12.

vysledek testu.

Vyhodnoceni tabulky

Z vypracované tabulky jasné vyplyva, zZe nejuzivanéjSim markerem pro detekci
bottlenecku jsou mikrosatelity. NejCastéji uzivanou analyzou je potom test pro
nadbytek heterozygotnosti, ktery je implementovan do pocitaCového softwaru
BotTLENECK. V tom je nejCastéji pracovano dle TPM modelu vyvinutém specialné pro
mikrosatelity. V celkového poctu 80 studii bylo pro detekci redukce pocetnosti
pouzito 230 analytickych metod (v priiméru pouzito 2,85 metod na 1 zivocicha) a

bottleneck byl uspé&sné odhalen ve 120 pfipadech (53%).

Nejvice studii je zaméfeno na ohrozené druhy savcl (48,9% studii) a ptaka (23,7%),
méné potom na ryby (11,2%), obojzivelniky (8,7%) a plazi (7,5%). V ramci

jednotlivych tfid pak byla detekce bottlenecku signifikantni u savcu z 57,1%, u ptaka
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z 44,7%. V pripadé ryb byl bottleneck detekovan v 56,25% pfipadl, u plazi pouze
pouze v 35,3%. NejCastéji pak signifikantni redukci ve velikosti vykazovali
obojzivelnici (58,8%).

Pouziti DNA z rGzného zdroje podava rGzné vysledky. Signifikantni bottleneck byl
zaznamenan v 53,9% pouziti DNA z tkané zkoumaného zivocicha, 37,7% z krve a v
42,8% z pefi Ci srsti. Pfi kombinaci vice nez dvou zdroji DNA byl bottleneck

uspésné detekovan v 55,5%.

Historické vzorky byly pro analyzy pouzity jen ve velmi malém mnozstvi pfipadd

(1,3%). Signifikatni bottleneck byl pfi jejich pouZiti odhalen v 60%.

Dal$im z parametrl zadanych do tabulky, a tedy ovliviujicich detekci redukce
velikosti populace, byla generaéni doba. Signifikantni bottleneck byl odhalen u
46,6% zivocCichu s generaéni dobou kratsi nez 3 roky, 52% u zivocichl s generacni

dobou 3-8 let, 53,8% pro generacni dobu 8-20 let a 40% s delSi generaéni dobou.

Vysledek testu je ovlivnén pouzitim riznych molekulatnich markerd. NejuzivanégjSim
markerem jsou mikrosatelity (ty byly pouzity v 92,3% studii). Ty jsou pro studium
bottlenecku vyuzivany obvykle i ve studiich, které pracovaly s vice markery (Estoup
et al. 2001, Alter et al. 2009), coz je zfejmé spojeno s uréenim vétdiny pouzivanych
testd prfedevSim pro studium mikrosatelitd (Williamson-Nateson 2005). DalSim
pouzivanym markerem je mitochondrialni DNA (7,7% studii). Zatimco wu
mikrosatelitl byl bottleneck detekovan v 53% pfipadd, u mtDNA byla uspésSnost o

5,4% nizsi.

Také pocet pouzitych lokust maze byt disledkem neprikaznosti testu. 53,3% testu
odhalilo bottleneck pfi méné nez 10 lokusech, pro 10-20 lokusl byla Uspésnost

testu 52,7% a 39,1%, bylo-li pouzito vice nez 20 lokusu.

Z konkrétnich studii pak vyplyva, Zze vysledek testu zavisi na riznych parametrech.
Napf. Cristescu et al. (2010) ve své praci uvadi zavislost detekce bottlenecku na
typu mikrosatelitu. Pro studium populace koaly medvidkovité (Phascolarctos
cinereus) bylo v jejich praci pouzito 11 lokust dokonalych mikrosatelitu a 4 lokusy

mikrosatelitl nedokonalych. PFi testovani odchylky heterozygotnosti od mutation-
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drift equilibrium byl bottleneck zjistén pouze pro nedokonalé mikrosatelity.

6. Navrh reseni diplomové prace

Ve své diplomoveé praci se budu zabyvat genetickou variabilitou ¢eské populace
koroptve polni (Perdix perdix). Ta patfi v CR mezi ohrozené ptaéi druhy. Je to
nejznamejsi zastupce nasich polnich ptakd, ktery ptivodné obyval kratkostébelnou
step, ale plné se adaptoval na kulturni zemédélskou krajinu. Nyni upfednostfiuje
prostfedi s poli€ky, travnatymi porosty, kfovinami a malymi remizky. Kromé Islandu a
nejseverngjSich ¢asti Skandinavie a Ruska se vyskytuje v celé Evropé a Asii
(BirdLife International 2004). Nicméné rychly a rozsahly ubytek vhodnych stanovist
tohoto druhu zplsobeny intenzifikaci zemédélstvi mél za nasledek dramaticky
pokles stavu koroptvi v Evropé (Tucker et Heath 1994, Salek et al. 2004). V CR
dochazi k dramatickému poklesu poc¢etnosti koroptvi jiz od poloviny 20. stoleti. Jesté
vr. 1935 &inil odhad jarnich kmenovych stavii pro celé Ceskoslovensko 6 mil.
jedinct. Sougasna populace je v CR odhadovana na pouhych 12000 - 24000
hnizdicich pard (Stastny et al. 2006). Navic diky vyrazné fragmentaci populaci
dochazi jen velmi zfidka k migracim jedinci mezi populacemi (Salek et Marhoul
1999). S ohledem na nizkou pocetnost a vysokou izolovanost sou¢asnych populaci
koroptvi Ize pfedpokladat, Ze jejich geneticka diverzita a s ni také jejich adaptabilita

na zmény prostfedi bude nizka a riziko vyhynuti vysoké.

Cilem diplomové prace tedy bude urgit, zda se snizeni po&etnosti koroptvi v CR
projevilo také na jejich genetické struktufe a zda populace vykazuje signifikantni
bottleneck. Pro zajisténi vysoké priikaznosti testovani k tomu bude pouzito nejméné
20 vzorkl z kazdé sledované populace a to jak ze soucasné populace, tak z
historickych vzorkd nashromazdénych z muzejnich expozic v CR. Jako zdroj
genomové DNA bude pouzita pfedevSim krev, u muzejnich vzork( pak pefi.
Samotny test bude proveden na nejméné 10 mikrosatelitech a testovana bude také
mitochondrialni DNA. Budou pouzity vSechny standartné pouzivané metody pro

detekci bottlenecku.
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7. Diskuze a zaveér

Geneticka diverzita

Geneticka diverzita je nepostradatelnou soucasti biologické diverzity a jako takovou
ji je nutné chranit (Primack 2001). Pokud ovSem bude i nadale dochazet k niceni
krajiny a pfirozeného prostfedi vyskytu ohrozenych druhud, pak jsou veSkeré
ochranafské snahy zalozené na pruzkumu genetické struktury populaci a na
slozitych managmentovych opatfenich témér zbyte¢né. Ochrana pfirody musi byt
komplexni, protoZe jenom tak mlze skutecné zachranit jak biotopy, tak druhy, které

se v nich vyskytuji, v€etné jejich genetické rliznorodosti (Bowen 1999).

Geneticka variabilita v ramci populaci je nezbytna pro prfezivani druhd. Pokud
populace nema vhodné Zzivotni podminky, dochazi k pulsobeni mechanismu
ovliviiujicich genetickou strukturu a Zivotaschopnost populace (Evans et Sheldon
2008). Pro zachranu druht je pak nutné stanovit vhodny managment, ktery
minimalizuje pokles heterozygotnosti a ztratu alel z populace (Meuwissen 2009). Na
zakladé pozorovani a kontrolu gentické struktury ohrozenych druhll pak nasledné
dochazi ¢innosti vedouci k posileni & obnoveni populaci — reintrodukce, introdukce,

simulace toku gend.

V minulosti dochazelo, at jiz z didvodu nedostatku znalosti €i z nedbalosti
zu€astnénych k ochranarskym aktivitam, které naprosto opomijeli genetickou
charakteristiku zasazené populace (Princeé 1998). Takovym pfipadem je napf. jiz
zmiflovana reintrodukce rysa ostrovida v oblasti Sumavy. Tyto populace se v
souCasné dobé jevi stabilné, nicméné, pokud zlstanou izolovany a nedojde k
vybudovani migracnich cest s populacemi sousednimi, pak jsou z ddvodu malé
poCetnosti ohroZeny ztratou genetické variability a také poklesem zdatnosti a

reprodukéni schopnosti vlivem pfibuzenského kfizeni.

Detekce bottleneck efektu

| pfes snahu zahrnout do studie co nejvy$Si mnozstvi ¢lank( zabyvajicich se danou
tématikou, je pravdépodobné, Ze provedena analyza neni zcela vyCerpavajici. Navic

je zfejmé, ze souhrnné zhodnoceni ma spiSe hruby informativni charakter o mife
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vyuzivani jednotlivych analyz a jejich procentudlni uspé&snosti, na jejichz zakladé si
Ize udélat pfedstavu o funk&nosti jednotlivych analyz. Nicméné, z téchto vysledku
nelze ploSné usuzovat o kvalité jednotlivych testl a vhodnosti jejich pouziti, coz

dokazuiji individualni vysledky nékterych studii.

Ackoli Larsson et al. (2008) tvrdi, Zze bez pouziti historickych vzork( nelze prikazné
urcit, zda populace pros$la bottleneckem, v sou€asnych studiich je historickd DNA
uzivana jen velmi zfidka. Ve své praci ovSem Larsson et al. (2008) pracoval pouze s
testovanim nadbytku heterozygotnosti v softwaru BottiLeneck, ktery vykazoval
signifikantni redukci velikosti populace pfi testovani historickych dat a u sou€asnych
vzorkl nikoli. Program MSVAR, ktery je citlivéjsi pro detekci bottlenecku, ke kterému
doslo v minulosti (Beaumont 1999), v této praci ale nebyl viibec pouzit a ani studie
jinych autoru, které by zahrnovaly jak analyzu historickych dat, tak demografickou
simulaci programem MSVAR, nebyly publikovany. Otazkou tedy zUstava, zda by
program MSVAR historicky bottleneck dokazal odhalit i bez pouziti muzejnich
vzorku €i nikoli.

Presto je ale zfejmé, Ze pouziti muzejnich exponatd muze vést ke spolehlivéjSimu
ureni historického bottlenecku. Nicméné s sebou nese jisté nevyhody. Vzorky jsou
obvykle velice riznorodého a €¢asto dokonce zcela neznamého plavodu a historicka
populace je tak predstavovana velice fragmentovanymi daty (a to jak mistné, tak
Casove). DNA je navic v takovém pfipadé obvykle nutné izolovat z pefi &i srsti a to

muze negativné ovlivnit vysledek testu (viz Pfiloha ¢&. 1).

Z tabulky vyplyva, Ze v souCasné dobé jsou k detekci bottlenecku v populacich
vyuzivany témeéfr vyhradné mikrosatelity. Vzhledem k tomu, Ze znalosti o mutacni
rychlosti mikrosatelitl jsou velice omezené a interpretace vysledkul je tedy znacné
komplikovana (Hedrick 2005), by do budoucna mohlo byt vhodné&jsi pouziti SNP,
jelikoZz procesy podilejici se na jejich tvorbé jsou jednoduché a srozumitelné a

interpretace vysledku tudiz presnéjsi (Hoglund 2009).

pouziti TPM. Prfesto se ale odchylka od rovnovahy mezi mirou mutace a driftu maze
jevit jako nesignifikantni, protoZe je tento software urCen pfedevSim pro detekci

bottlenecku, ke kterému doslo v nedavné dobé. Pokud v populaci doSlo k ubytku
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pocetnosti v historii je vhodné pouziti demografické analyzy v programu MSVAR. To
dokazuje napf. studie populace sifaky malého (Propithecus verreauxi verreauxi), ve
které uzitim softwaru BottLENeck nebyl zjistén pokles pocetnosti (detekovano pod
SMM i TPM, Lawler 2008). Stejného vysledku bylo dosaZeno po vypoctu M Ratio,
ale pfi pouziti MSVAR bottleneck detekovan byl (Lawler 2011). Podobné vysledky
byly pozorovany také v populaci pandy velké (Ailuropoda melanoleuca, Zhang et al.

2007) &i u evropské populace vydry fiéni (Lutra lutra, Pertoldi et al. 2011).

Je patrné, Ze ucinnost a vhodnost pouZiti jednotlivych metod pro detekovani
bottlenecku je zavisla na mnoha faktorech, které vyvoj populace ovlivnily. Pfi volbé
vhodné metody pro detekci bottlenecku je tak vzdy tfeba zohlednit individualni

charakter studované populace.
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Pfiloha ¢. 1

Autor Rok  Druh Tfida gen.doba Zdroj DNA Marker Pocet lokusi Muzeum Analyza Model  Vysledek
Rooney et al. 1999 Balaena mysticetus Mammalia 52 tkan mikrosatelity 20 ne Bottleneck: H 1AM ano
Bottleneck: H SMM ano
Botlleneck: mode-shift ne
Zhang et al. 2000 Pongo pygmaeus Mammalia 20 krev, tkan mikrosatelity 20 ne Bottleneck: H 1AM ne
Bottleneck: H SMM ne
Botlleneck: mode-shift ne
Lee et al. 2001 Emberiza citrinella Aves 3 pefi mikrosatelity 8 ne Bottleneck: H IAM ano
Bottleneck: H SMM ne
Bottleneck: H TPM ano
Estoup et al. 2001 Bufo marinus Amphibia 1 tkan mikrosatelity 10 ne Bottleneck: H SMM ano
MSVAR SMM ano
Bowyer et al. 2001 Dendrolagus lumholtzi Mammalia 7 tkan mikrosatelity 20 ne Bottleneck: H SMM ne
Bottleneck: H TPM ne
Botlleneck: mode-shift ne
Dallas et al. 2002 Lutra lutra Mammalia 3 tkan, pefi, skofapky  mikrosatelity 12 ne M Ratio ano
Sinclair et al. 2002 Potorous Gilbertii Mammalia 2 tkan mikrosatelity 5 ne Bottleneck: H IAM ano
Bottleneck: H SMM ano
Bottleneck: H TPM ano
Kuo et Janzen 2003 Terrapene ornata Reptilia 18 krev mikrosatelity 16 ne Bottleneck: H TPM ne
M Ratio ne
Majora et al. 2003 Nectomys squamipes Mammalia 2 krev, tkan mikrosatelity 5 ne Bottleneck: H TPM ano
Hutchinson et al. 2003 Gadus morhua Pisces -2  krev, tkan mikrosatelity 3 ne M Ratio ano
Kim et al. 2003 Oncorhynchus tshawytscha Pisces -2 tkan mikrosatelity 13 ne Bottleneck: H TPM ano
Lucchini et al. 2004 Canis lupus Mammalia tkan, krev mikrosatelity 17 ne Bottleneck: H TPM ne
M Ratio TPM ne
MSVAR SMM ano
Thévenon et al. 2004 Cervus nippon pseudaxis Mammalia 4 tkan mikrosatelity 9 ne Bottleneck: H IAM ano
Bottleneck: H SMM ne
Bottleneck: H TPM ne
Botlleneck: mode-shift ne
Pastor et al. 2004 Monachus monachus Mammalia 9 tkan mikrosatelity 15 ne Bottleneck: H TPM ano
Botlleneck: mode-shift ano
M Ratio ne
Andersen et al. 2004 Hyla arborea Amphibia 2-5 tkan mikrosatelity 12 ne M Ratio ano
Lambert et al. 2005 Philesturnus carunculatus Aves 3 krev mikrosatelity 15 ne Bottleneck: H IAM ano
Bottleneck: H SMM ano
Bottleneck: H TPM ano
Aspi et al. 2005 Canis lupus Mammalia 3 tkan, krev mikrosatelity 10 ne Bottleneck: H TPM ano
M Ratio ano?
MSVAR ano
Veit et al. 2005 Dendroica celurela Aves 2 krev mikrosatelity 5 ne Bottleneck: H IAM ne
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Pfiloha ¢. 1

Bottleneck: H SMM ano
Bottleneck: H TPM ano
M Ratio ne
Wu et Hu 2009 Bufo gargarizans Amphibia 2 tkan mikrosatelity 7 ne Bottleneck: H IAM ne
Bottleneck: H SMM ne
Bottleneck: H TPM ne
Botlleneck: mode-shift ano
Marshall et al. 2009 Nerodia erythrogaster neglecta Reptilia 2 tkan mikrosatelity 7 ne Bottleneck: H 1AM ano
Bottleneck: H SMM ne
Bottleneck: H TPM ne
Botlleneck: mode-shift ano
M Ratio ano
Givens et al. 2009 Balaena mysticetus Mammalia 52 tkan mikrosatelity 22 ne Bottleneck: H TPM ne
Durrant et al. 2009 Myotis bechsteinii Mammalia 2-3 tkan mikrosatelity 8 ne Bottleneck: H TPM ano
Cristescu et al. 2010 Phascolarctos cinereus Mammalia 5 tkan mikrosatelity 15 ne Bottleneck: H IAM ano
Bottleneck: H SMM ano
Bottleneck: H TPM ano
mikrosatelity pr 11 ne Bottleneck: H IAM ne
Bottleneck: H SMM ne
mikrosatelity in 4 ne Bottleneck: H IAM ano
Bottleneck: H SMM ano
Lawler 2010 Propithecus verreauxi Mammalia 9 krev, srst mikrosatelity 6 ne M Ratio TPM ne
MSVAR SMM ano
Han et al. 2010 Phoca largha Mammalia 3-5 tkan, srst mikrosatelity 15 ne Bottleneck: H TPM ano
Botlleneck: mode-shift ano
M Ratio ano
Ferchaud et al. 2010 Vipera ursinii ursinii Reptilia 5 tkan mikrosatelity 11 ne Bottleneck: H TPM ano
MSVAR ano
Gaur et al. 2010 Anas platyrhynchos Aves 3 krev, tkan mikrosatelity 24 ne Bottleneck: H IAM ne
Bottleneck: H SMM ne
Bottleneck: H TPM ne
Durrant et al. 2010 Pyrrhula pyrrhula Aves 3 krev mikrosatelity 22 ne Bottleneck: H IAM ne
Bottleneck: H SMM ne
Bottleneck: H TPM ne
Botlleneck: mode-shift ne
Gonz-Suares et al. 2010 Zalophus californianus Mammalia 12 tkan mikrosatelity 10 ne Bottleneck: H TPM ne
M Ratio ano
Echelle et al. 2010 Macrochelys temminckii Reptilia 50 tkan mikrosatelity 11 ne Bottleneck: H IAM ne
Bottleneck: H SMM ne
Bottleneck: H TPM ne
Botlleneck: mode-shift ne
M Ratio ano
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