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Ochranářská genetika Ochranářská genetika 
(„conservation genetics“)(„conservation genetics“)

� Využití genetických metod v ekologii = molekulární ekologie� Využití genetických metod v ekologii = molekulární ekologie

� studium genetické variability přírodních populací a faktorů, které ji ovlivňují

� Využití genetických metod v ochranářské biologii = � Využití genetických metod v ochranářské biologii = 
ochranářská genetika

� PCR (90. léta) – počátek skutečné ochranářské genetiky (neinvazivní � PCR (90. léta) – počátek skutečné ochranářské genetiky (neinvazivní 
metody - již není potřeba destruktivního vzorkování)

� od r. 2000 - Conservation Genetics� od r. 2000 - Conservation Genetics

� recentní review a knihy



Genetická diverzita je důležitou složkou Genetická diverzita je důležitou složkou 
biodiverzity 

Úmluva o biologické rozmanitosti (CBD), Rio de Janeiro 1992

→ ochrana biodiverzity na úrovni genů, druhů a ekosystémů



Genetická rozmanitost – politicky důležitá (měla by být)

� „Biological diversity is comprised of genetic differences 
within species, the diversity of species and the variety of within species, the diversity of species and the variety of 

ecosystems „
(The Convention on Biological Diversity, CBD)(The Convention on Biological Diversity, CBD)

� Tři úrovně biodiverzity:

� Genetic diversity: between individuals and populations� Genetic diversity: between individuals and populations

� Species diversity

� Ecosystem diversity� Ecosystem diversity



Genetická rozmanitost: nejvíce přehlížená 
součást managementu ochrany biodiverzity
Genetická rozmanitost: nejvíce přehlížená 
součást managementu ochrany biodiverzity

24 dostupných národních strategií

genetická diverzita (GD) má být chráněna:   16 států (67 %)genetická diverzita (GD) má být chráněna:   16 států (67 %)

GD má být monitorována: 22 států (90 %)

potřeba nástrojů pro monitoring GD: 5 států (21 %)

(Laikre Concerv Genet 2010)



PROČ JE VŮBEC GENETICKÁ PROČ JE VŮBEC GENETICKÁ 
VARIABILITA DŮLEŽITÁ ?



Genetická variabilita jako ukazatel efektivní 
velikosti populace
Genetická variabilita jako ukazatel efektivní 
velikosti populace

� neutrální genetická teorie: 
He=4Neµ/[4Neµ+1]

� mutation-drift equilibrium� mutation-drift equilibrium

srovnání různých populací � srovnání různých populací 
a jejich Nea jejich Ne



Efektivní velikost populace (Ne)Efektivní velikost populace (Ne)

• Ne = velikost ideální populace (náhodné páření, rovnoměrný poměr 
pohlaví), která ztrácí genetickou diverzitu stejnou rychlostí jako 
aktuální populace (vlivem náhody)aktuální populace (vlivem náhody)

• ovlivněna genetickou a věkovou strukturou, poměrem pohlaví, 
intenzitou příbuzenského křížení atd.intenzitou příbuzenského křížení atd.

N

<
Ne

<

• vývoj genetické variability v malých populacích závisí na Ne více než na Ne



Důsledky poklesu NeDůsledky poklesu Ne

Snížení pozorované variability (H ) – nejčastěji Snížení pozorované variability (He) – nejčastěji 
neutrální markery (mtDNA, mikrosatelity atd.)neutrální markery (mtDNA, mikrosatelity atd.)

He=4Neµ/[4Neµ+1]

Pokles adaptivní variability – snížení adaptivního Pokles adaptivní variability – snížení adaptivního 
potenciálu (tj. schopnosti přizpůsobovat se změně 

prostředí)prostředí)

Ne ≈ 500-1000 = zajištění adaptivního potenciálu



„Budoucnost je v genech ...“„Budoucnost je v genech ...“

• Změny prostředí (např. klima, patogeny, aj.) → přizpůsob se nebo 
zmiz!zmiz!

• Vysoká genetická variabilita znamená, že je zde více genetických 
variant, z nichž některé mohou být vhodné pro nové podmínkyvariant, z nichž některé mohou být vhodné pro nové podmínky

� Populace s vyšší genetickou variabilitou mají „více losů v loterii“ (= � Populace s vyšší genetickou variabilitou mají „více losů v loterii“ (= 
adaptivní potenciál)

Dryas octopetala v Alpách, 
Německo. Photo: Steve Smith 



Př.: MHC = hlavní histokompatibilní komplex
Vysoce specifické rozpoznávání patogenůVysoce specifické rozpoznávání patogenů



Vyšší MHC variabilita =  vyšší adaptivní 

potenciál

nový ČERVENÝ patogen



Vyšší genetická variabilita = vyšší dlouhodobá 

životaschopnost populací



KTERÉ EVOLUČNÍ PROCESY 
VEDOU KE SNÍŽENÍ EFEKTIVNÍ VEDOU KE SNÍŽENÍ EFEKTIVNÍ 

VELIKOSTI POPULACE?VELIKOSTI POPULACE?
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Bariéra toku genů, např. fragmentace biotopů

Aa

Bariéra toku genů, např. fragmentace biotopů

Snížení He a Ne

v důsledku genetického driftu



BottleneckBottleneck

Snížení He a NeSnížení He a Ne

v důsledku genetického driftu



Náhodný genetický drift („random drift“)Náhodný genetický drift („random drift“)

• Náhodné změny ve frekvencích alel• Náhodné změny ve frekvencích alel

• Intenzita driftu (tj. rychlost ztráty 
genetických variant) závisí na velikosti genetických variant) závisí na velikosti 
populace

• VELKÝ VÝZNAM V MALÝCH • VELKÝ VÝZNAM V MALÝCH 
POPULACÍCH – ohrožené druhy

• může být i silnější než selekce → fixace • může být i silnější než selekce → fixace 
nevýhodných alel



Metodické přístupy ochranářské genetikyMetodické přístupy ochranářské genetiky

1) Populační genetika – efektivní velikost populace, 1) Populační genetika – efektivní velikost populace, 
tok genů, „bottleneck“, příbuznost, atd. ... neutrální 
variabilita (např. mikrosatelity)variabilita (např. mikrosatelity)

2) Fylogeografie – historický původ populací a jejich 2) Fylogeografie – historický původ populací a jejich 
fylogenetické vztahy, ESU ... většinou neutrální 
variabilita

3) Speciální přístupy – neinvazivní genetické metody, 
vztah genetické diverzity a životaschopnosti populací,  vztah genetické diverzity a životaschopnosti populací,  
experimentální „conservation genetics“, selektované 
znaky (adaptivní i škodlivé)znaky (adaptivní i škodlivé)



1) Populační genetika 1) Populační genetika 

� studium struktury populací� studium struktury populací

� nejčastěji neutrální znaky - mikrosatelity

efektivní velikost populace N� efektivní velikost populace Ne

� tok genů (sex-specific)
� „past bottleneck“

původ jedinců („assignement tests“) � původ jedinců („assignement tests“) 
� příbuzenské křížení (inbreeding), atd.
� „founder contribution“

Bayesiánské analýzy (např. program 
STRUCTURE, GENELAND aj.)

B
STRUCTURE, GENELAND aj.)
- identifikace subpopulací („management units“),
- identifikace hybridů

A
B

C
D

- identifikace hybridů
- identifikace geografických bariér toku genů

C



2) Fylogeografie2) Fylogeografie
� použití fylogenetických metod na � použití fylogenetických metod na 

úrovni populací (nejčastěji 
sekvence mtDNA, jaderné markery 
jsou málo polymorfní)jsou málo polymorfní)

� původ populací, jejich stáří a 
historické vazbyhistorické vazby

� detekce ESU („evolutionary � detekce ESU („evolutionary 
significant units“; Moritz 1995) –
lokální adaptace (mohou, ale 
nemusí)nemusí)

� ESU mohou odpovídat 
„poddruhům“

Př. Směry šíření z glaciálních refugií

„poddruhům“

� důležité pro reintrodukcedůležité pro reintrodukce



Identifikace rozdílů mezi populacemiIdentifikace rozdílů mezi populacemi

• Je důležité chránit geneticky odlišné populace, tj. MU 
(„management units“ uvnitř ESU) – jednotky („management units“ uvnitř ESU) – jednotky 
ochranářského managementu; založeny na „genetic and 
ecological exchangeability“ecological exchangeability“

• Analýza genetické (fylogeografické) struktury

• Nalezení prioritních populací pro ochranu• Nalezení prioritních populací pro ochranu

Management unit 1 MU 2Management unit 1 MU 2



Stanovení ESU („evolutionary significant 
units“) a MU („management units“)
Stanovení ESU („evolutionary significant 
units“) a MU („management units“)

K = 3



Identifikace rozdílů mezi populacemiIdentifikace rozdílů mezi populacemi

• lososi v řece Teno
(northern Finland and (northern Finland and 
Norway)

• Dříve považováni za • Dříve považováni za 
jedinou kontinuální 
populacipopulaci
• genetický výzkum 

prokázal výraznou 
strukturovanost a řadu strukturovanost a řadu 
lokálních adaptací

Vähä et al. 2007, Molecular Ecology
Vähä et al. 2008, Evolutionary Applications



Co tyto rozdíly znamenají?Co tyto rozdíly znamenají?

• Byly navrženy změny v 
managementu populací
• např. stanovení rybářských 

limitů
• V každé části řeky mohou • V každé části řeky mohou 

být lokálně adaptované 
populace
Toto je potvrzeno také • Toto je potvrzeno také 
ekologickým a 
parazitologickým parazitologickým 
výzkumem

Vähä et al. 2007, Molecular Ecology
Vähä et al. 2008, Evolutionary ApplicationsTeno salmons. Photo: Panu Orell



Př.: Kamzíci na SlovenskuPř.: Kamzíci na Slovensku

Tatry

© J. Ksiažek



Hybridizace – sekundární kontakt dvou populací

- disperze samců i přes údolí (nebyla zjištěna introgrese mtDNA)

Hybridizace – sekundární kontakt dvou populací

R. r. tatrica (ESU 1) R. r. rupicapra (ESU 2)

Tatry Nízké Tatry Vel. Fatra Slovenský rájTatry Nízké Tatry Vel. Fatra Slovenský ráj

Structure, K = 3

MU1 MU2 (introgrese) MU3 (introdukovaní)

Zemanová et al., 2015, Conservation Genetics.



Example: „continental islands“Example: „continental islands“
� mountain forests – identification of areas of conservation priority

Rungwecebus kipunji

2003

Photo: B. Stanley

Praomys delectorum

Mt. Kilimanjaro (northernTanzania)

Praomys delectorum
IUCN Redlist Distribution Map



• sampling in 
Low diversity and recent colonization at Kilimanjaro Mt.

TAI

KIL

MER

MWE

MOS

• sampling in 
complete
distribution area
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• combination of
mtDNA and
nDNA markers
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MOR

BON nDNA markers

• Pleistocene 
divergences 

NYI

RUN

MUF

divergences 
(max. 2 Mya)

• priorities for
biodiversity

KAS

• priorities for
biodiversity
conservation

FOR

Old unique genetic lineage in southern Malawi Mts.

SOM

FOR

Bryja et al., J. Biogeogr. 2014



3) Speciální přístupy3) Speciální přístupy

� škodlivá (detrimental) variabilita – detekce inbrední 
depresedeprese

� identifikace adaptivní variability – lokální adaptace� identifikace adaptivní variability – lokální adaptace

� experimentální ochranářská genetika (zejména � experimentální ochranářská genetika (zejména 
hmyz a rostliny)

� neinvazivní genetické metody



Inbreeding a fitnessInbreeding a fitness

Stanovení výskytu příbuzenského 
křížení a jeho vliv na individuální fitnesskřížení a jeho vliv na individuální fitness



Příbuzenské křížení - inbreedingPříbuzenské křížení - inbreeding

„outbreeding“ „inbreeding“„outbreeding“



What does „inbreeding“ mean?What does „inbreeding“ mean?

F – coefficients of inbreeding

� Inbreeding because of population � Inbreeding because of population 
subdivision (FST)

Inbreeding as nonrandom mating (F )� Inbreeding as nonrandom mating (FIS)

� Pedigree inbreeding (F)� Pedigree inbreeding (F)



What does „inbreeding“ mean?What does „inbreeding“ mean?

� Inbreeding because of 
population subdivision

� náhodné páření uvnitř 
subpopulací

� odpovídá Wright´s Fst – měří 
inbreeding vzhledem k inbreeding vzhledem k 
předpokládanému stavu, kdy 
by populace nebyla rozdělena

increase of inbreeding 

because of population because of population 

subdivision



What does „inbreeding“ mean?What does „inbreeding“ mean?

� Inbreeding as nonrandom mating

� jedinec je považován za inbredního pokud jeho rodiče � jedinec je považován za inbredního pokud jeho rodiče 
byli více příbuzní než dva náhodně vybrají jedinci 

F = 1-H /H (odchylky z HWE)� Fis = 1-Ho/He (odchylky z HWE)

� malé populace – i náhodné párování je mezi � malé populace – i náhodné párování je mezi 
příbuznými

� i jedna generace náhodného páření vrátí F na nulu� i jedna generace náhodného páření vrátí Fis na nulu



What does „inbreeding“ mean?What does „inbreeding“ mean?
� Pedigree inbreeding

F = pravděpodobnost že 
A1 A1

� F = pravděpodobnost že 
dva homologní geny 
jednoho jedince jsou A1

A1

A1 A1

A2 A2jednoho jedince jsou 
„identical by descent“

A1

A2

A2

autozygous
homozygous

� pokles heterozygotnosti v 
důsledku "identity by 
descent"

A1

A2

A2
A1

A2 A2
descent"

A2
A1 allozygous

homozygous

A1
A1 A2

A1

A1 allozygous
heterozygous

shodné alely v původní populaci shodné alely v původní populaci 
jsou "identical by state", ale ne
"identical by descent"



Výpočet koeficientu inbreedingu z Výpočet koeficientu inbreedingu z 
rodokmenu

A C
rodokmenu

BA C

ED E
F = (1/2)N(1 + FCA)

G
FG = (1/2)3(1 + 0) = 0.125

N = počet jedinců ve smyčceN = počet jedinců ve smyčce
FCA = inbrední koeficient společného předka 
(CA = „common ancestor“)

1) Jedinec G je identický svým původem (identical-by-descent) na 12.5 % genomu

2) Očekávaná heterozygotnost jedince G je snížena v důsledku inbreedingu o 12.5 %2) Očekávaná heterozygotnost jedince G je snížena v důsledku inbreedingu o 12.5 %



Výpočet koeficientu inbreedingu z Výpočet koeficientu inbreedingu z 
rodokmenu

A C
rodokmenu

BA C

ED E
F = (1/2)N(1 + FCA)

GF H

F = (1/2)3(1 + 0) = 0.125

FK = (1/2)3(1 + FG)

I J
FG = (1/2)3(1 + 0) = 0.125

F = (1/2)3(1 + 0.125) = 0.141

K

FK = (1/2)3(1 + 0.125) = 0.141



Příbuzenské křížení - inbreedingPříbuzenské křížení - inbreeding
A: zdravá forma genu
a: forma genu způsobující nemoca: forma genu způsobující nemoc
Možné genotypy: AA   Aa   aa

Outbreeding (= HWE): AA Aa Aa aa� Nárůst proporce homozygotů Outbreeding (= HWE): AA Aa Aa aa

Inbreeding: AA AA aa aa

� Nárůst proporce homozygotů 
(odchylky od HWE) - efekt 
škodlivých recesivních alel

� Nárůst proporce 
homozygotů je - samooplození

- bratr a sestra

škodlivých recesivních alel

homozygotů je 
výrazný v malých 
populacích

- bratr a sestra

- bratranec a sestřenice
např. self-fertilization

Potomstvo Aa = 1 AA + 2 Aa + 1 aa

50% ztráta heterozygotnosti 
během jedné generace



Inbrední depreseInbrední deprese
� Inbrední jedinci by měli mít nižší 

fitness (reprodukční úspěch nebo fitness (reprodukční úspěch nebo 
schopnost přežívat)

� Efekt škodlivých recesivních alel 

INBREDNÍ DEPRESE

� Efekt škodlivých recesivních alel 
(nárůst homozygotnosti) nebo 
pokles adaptivní variability (pokles 
heterozygotnosti, např. MHC)heterozygotnosti, např. MHC)

� Známo většinou jen z laboratorního Známo většinou jen z laboratorního 
křížení (extrémní příklady)

� Studium v přírodě je obtížné

� „Inbreeding load“ – odpovídá 
množství škodlivých mutací v množství škodlivých mutací v 
genomu



Florida panther – fixace škodlivých alel 
(drift + inbreeding)(drift + inbreeding)
� cryptochordismus, poruchy vývoje � cryptochordismus, poruchy vývoje 

ocasních obratlů, srsti a spermií – téměř 
fixovány genetickým driftem

pozitivní i negativní dopady introdukce � pozitivní i negativní dopady introdukce 
teoreticky testovány (Hedrick 1995)

� introdukce osmi pum z Texasu („genetic� introdukce osmi pum z Texasu („genetic
rescue“) – v následující generaci bylo 20 
% genetické informace z Texasu Puma concolor coryi

� ocas – 7 % vs. 88 %

� srst – 24 % vs. 93 %� srst – 24 % vs. 93 %

� cryptochordism – 0 % vs. 68 %

� Hybrid superiority (heterosis) – rychlé 
šíření introdukovaných alel Puma concolor couguaršíření introdukovaných alel



Genetická záchrana („genetic rescue“)Genetická záchrana („genetic rescue“)

Vander Wal et al. 2012



„Purging“„Purging“

� Druhy s výrazným snížením 
genetické variability - prošly 

Acinonyx jubatus

� Druhy s výrazným snížením 
genetické variability - prošly 
„hrdlem lahve“

� gepardi - snížení genetické � gepardi - snížení genetické 
variability o více než 90 %

� přesto se počty výrazně zvedlypřesto se počty výrazně zvedly

� „purging“ – odstranění škodlivých 
alel v důsledku zvýšené selekce 
na homozygotyna homozygoty

1. Inbreeding: AA AA aa aa

2. Selekce: AA AA aa aa

3. „Purging“: AA AA
Mirounga angustirostris

3. „Purging“: AA AA

Extrémně výjimečné případy



Stanovení inbrední depreseStanovení inbrední deprese

� Pomocí analýzy paternity 
známe reprodukční úspěch 
jedinců (= fitness)jedinců (= fitness)

� Lze tento úspěch vztáhnout k 
míře inbreedingu?míře inbreedingu?

� Jsou více inbrední jedinci málo 
úspěšní?

� Jsou více inbrední jedinci málo 
úspěšní?



Stanovení inbrední depreseStanovení inbrední deprese

� proporční redukce fitness 
inbredního a outbredního 
potomstva

s

ω
ωδ −=1

fitness in "selfed" progeny

potomstva

o
ω

δ −=1
fitness in "outcrossed" progeny

Př.: Srovnání inbredních (F = 0.25) a outbredních domácích myší

- inbrední mají 11% redukci velikosti vrhu, ale přežívání do 
dospělosti je v laboratoři je srovnatelnédospělosti je v laboratoři je srovnatelné
- ve venkovních oplocenkách je nicméně sníženo přežívání 
inbredních myší o 81% u samců a 22% u samic 

( ) 57.0
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78.019.0
89.01 =
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redukce velikosti vrhu redukce venkovního přežívání

Inbreeding o intenzitě F=0.25 způsobuje 57% snížení fitness



Jak měřit nakolik je jedinec inbrední?
Tedy jak příbuzní byli rodičeTedy jak příbuzní byli rodiče

Hitchings and Beebee

J. Evol. Biol. 1998

Hedrick et al.

Evolution 2001

� Rodokmeny – z rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzní

� Heterozygotnost („heterozygosity-fitness correlations“)
(průměrná heterozygotnost přes více lokusů)(průměrná heterozygotnost přes více lokusů)



Jak měřit nakolik je jedinec postižen inbreedingem?Jak měřit nakolik je jedinec postižen inbreedingem?
Tedy jak příbuzní byli rodiče.

� SH - standardizovaná heterozygotnost
vážení přes průměrnou heterozygotnost na lokusuvážení přes průměrnou heterozygotnost na lokusu



Korekce přes frekvenci heterozygotů na lokusuKorekce přes frekvenci heterozygotů na lokusu

AA AB AA
BC

CC

Lokus 1 
HO 0.15

Lokus 2 
HO 0.85

AA

AA AA AA
AB

BB

AA

AB
BC

BC

CDCD AD

CC

AA AA

AA
AA

AA

AB

AB

BC

AC
ACAC

AD

AD
AA

AA
AA

AA

AA
AA

AB

AC
CD

DD AD

AD
AA

AAAA

AB
AB AA AB
AB

→ standardizovaná (vážená) heterozygotnost 



Jak měřit nakolik je jedinec postižen inbreedingem?
Tedy jak příbuzní byli rodiče.Tedy jak příbuzní byli rodiče.

��� Rodokmeny Rodokmeny Rodokmeny ––– z rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzníz rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzníz rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzní��� Rodokmeny Rodokmeny Rodokmeny ––– z rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzníz rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzníz rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzní

��� HeterozygotnostHeterozygotnostHeterozygotnost��� HeterozygotnostHeterozygotnostHeterozygotnost
(průměrná heterozygotnost přes více lokusů)(průměrná heterozygotnost přes více lokusů)(průměrná heterozygotnost přes více lokusů)

SHSHSH --- standardizovaná heterozygotnoststandardizovaná heterozygotnoststandardizovaná heterozygotnost��� SHSHSH --- standardizovaná heterozygotnoststandardizovaná heterozygotnoststandardizovaná heterozygotnost
vážení přes průměrnou heterozygotnost na vážení přes průměrnou heterozygotnost na vážení přes průměrnou heterozygotnost na lokusulokusulokusu

� d2 rozdíl velikosti alel
lze opět vážit (standardizovat) přes průměrné rozdílylze opět vážit (standardizovat) přes průměrné rozdíly



Velikost alel a evoluce mikrosatelitůVelikost alel a evoluce mikrosatelitů

� identita alel (stejné x různé) vs. rozdíl délek alel (počtu opakování)

� Indikují podobně dlouhé alely na jednom lokusu bližšího společného 
předka než alely rozdílných délek?

CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT

Rodiče nepříbuzní
TCTTTCTTTCTTTC

Rodiče nepříbuzní

CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT

CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT
Rodiče příbuzní

CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT



Teoretické mutační modelyTeoretické mutační modely
Dva extrémy

� IAM – infinitive allele 
model
(Při mutaci ztráta nebo získání 

CTTTCTTTCTTTCTTT

(Při mutaci ztráta nebo získání 
libovolného počtu opakování. 
Vždy vzniká nová alela, která 
doposud v populaci nebyla)

CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT

CTTTCTTTdoposud v populaci nebyla) CTTTCTTT

� SMM – stepwise CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT

CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT

� SMM – stepwise 
mutation model
(Mutace způsobeny pouze 
ztrátou nebo získáním jediného CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT

CTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTT

ztrátou nebo získáním jediného 
opakování motivu. Mutací může 
vzniknout alela, která je již v 
populaci přítomna) CTTTCTTTCTTTCTTTCTTT

CTTTCTTTCTTTCTTT



d2 - Jak to měřit?d - Jak to měřit?
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mean

ia a ib jsou délky alel na lokusu i (v počtu repeatů) 
n lokusů
a b
n lokusů

Větší rozdíl v délce alel svědčí o menší příbuznosti 
předků jedince.

Standardizace vydělením nejvyšší hodnotou (→ hodnoty 0 až 1)



Mean d2Mean d

� Lze použít jen pokud platí
stepwise mutation modelstepwise mutation model

(alely se liší jen počtem opakování motivu, např. u tetranukleotidového (alely se liší jen počtem opakování motivu, např. u tetranukleotidového 
mikrosatelitu vždy přesně jen o násobky 4)

� Nelze tedy u složených mikrosatelitů!
Např. (CA)n(CAA)nNapř. (CA)n(CAA)n

� Nelze při výskytu „indels“ ve „flanking regions“
(delece a inserce v oblastech ohraničujících mikrosatelitový lokus)



Jak měřit nakolik je jedinec postižen inbreedingem?
Tedy jak příbuzní byli rodiče.Tedy jak příbuzní byli rodiče.

��� Rodokmeny Rodokmeny Rodokmeny ––– z rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzníz rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzníz rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzní��� Rodokmeny Rodokmeny Rodokmeny ––– z rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzníz rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzníz rodokmenů se usoudí, zda se kříží příbuzní

��� HeterozygotnostHeterozygotnostHeterozygotnost��� HeterozygotnostHeterozygotnostHeterozygotnost
(průměrná heterozygotnost přes více lokusů)(průměrná heterozygotnost přes více lokusů)(průměrná heterozygotnost přes více lokusů)

SH SH SH --- standardizovaná heterozygotnoststandardizovaná heterozygotnoststandardizovaná heterozygotnost��� SH SH SH --- standardizovaná heterozygotnoststandardizovaná heterozygotnoststandardizovaná heterozygotnost
vážení přes průměrnou heterozygotnost na lokusuvážení přes průměrnou heterozygotnost na lokusuvážení přes průměrnou heterozygotnost na lokusu

��� ddd222 rozdíl velikosti alelrozdíl velikosti alelrozdíl velikosti alel
lze opět vážit (standardizovat) přes průměrné rozdílylze opět vážit (standardizovat) přes průměrné rozdílylze opět vážit (standardizovat) přes průměrné rozdílylze opět vážit (standardizovat) přes průměrné rozdílylze opět vážit (standardizovat) přes průměrné rozdílylze opět vážit (standardizovat) přes průměrné rozdíly

� IR internal relatedness� IR internal relatedness
(„příbuznost“ dle alel na daném lokusu = shoda alel vážená přes 
frekvenci alely)frekvenci alely)



Identity by state

Stejné alely na lokusu
AD BE CF AA

2 příčiny:

AD BE CF AA

Identity by state IBS (stejný stav)

Identity by descent IBD (stejný původ)

AB AE

AA

CA CA

Identity by descent IBD (stejný původ)

� Pozoruji vždy identity by state

AA

� Zjištuji pravděpodobnost pro IBD

Jde o recentní IBD! 
AC BD

Identity by descent

� Jde o recentní IBD! 
Všechny alely mají společný původ, byť třeba hodně dávný.

� Vzácnější alely od obou rodičů → IBD

AC BD

� Vzácnější alely od obou rodičů → IBD AB AD

AAAA



Stejná alela na lokusu - korekce přes frekvenci alel na lokusuStejná alela na lokusu - korekce přes frekvenci alel na lokusu

AA AB
Frekvence B 0,1 AA

AA AA AA
AB

BB

Frekvence B 0,1
Frekvence A 0,9

AA AA

AA
AA

AA

AB
AA

AA
AA

AA

AA
AA

AA
AAAA

AA
AA

Sdílení alely Amůže být jen náhodaSdílení alely Amůže být jen náhoda
Sdílení alely B→ větší pravděpodobnost, že si rodiče byli příbuzní



IR internal relatednessIR internal relatedness

� Sdílení alely na lokusu

Váženo přes frekvenci alely� Váženo přes frekvenci alely

� Vzácnější alely mají větší váhu� Vzácnější alely mají větší váhu

� H počet homozygotních lokusů� H počet homozygotních lokusů
N počet lokusů

fi frekvence i-té alely

� Program RELATEDNESS – Mac
� Makro v Excelu (Amos et al. 2001)



Další měřítka individuální heterozygotnostiDalší měřítka individuální heterozygotnosti

Homozygosity by loci index (HL)� Homozygosity by loci index (HL) (Aparicio et al. 
2006) – vhodný při vyšších hodnotách heterozygotnosti 
(např. mikrosatelity)



SH, IR a d2
Diomedea exulans

navzájem korelovány
Amos et al. 2001

IR a SHThalassarche 

chrysostoma

� Dataset:
Tuleňi, kulohlavci, 
3 druhy albatrosů3 druhy albatrosů

Thalassarche 

Halichoerus grypus

Thalassarche 

melanophrys

Halichoerus grypus

GlobicephalaGlobicephala

melas



Parus Parus 

caeruleus
Foester et al 2003Foester et al 2003

� 2452 mláďat, 5-7 mikrosatelitových � 2452 mláďat, 5-7 mikrosatelitových 
lokusů, SH, IR, d2

� SH a IR korelovány, d2 slabé � SH a IR korelovány, d slabé 
korelace a nic nevysvětluje

SH koreluje se zbarvením samců� SH koreluje se zbarvením samců

� Mimopároví otci � Mimopároví otci 
� Sousedi – větší a starší než 

podvedení samci
� Cizinci – zvýšení heterozygotnosti



Acrocephalus arundinaceusAcrocephalus arundinaceus
Hansson et al. 2001

� Silná filopatrie

� Jižní Švédsko, populace založena � Jižní Švédsko, populace založena 
v roce 1978

� 5 mikrosatelitových lokusů� 5 mikrosatelitových lokusů

� d2, srovnání návratnosti sourozenců
(největší úmrtnost v prvním roce)(největší úmrtnost v prvním roce)

� Vrací se jedinci s vyšším d2



Rana temporaria ve SkandináviiRana temporaria ve Skandinávii
Lesbarreres et al. 2005

� 8 mikrosatelitových lokusů

� Přežívání mláďat pozitivně 
korelováno korelováno 
s heterozygotností

� Stejný vztah ve 4 populacích

� Heterozygosity-fitness 
correlations („HFC“)



Emberiza schoeniclusEmberiza schoeniclus
Kleven & Lifjeld 2005

� 9 mikrosatelitových lokusů

� SH a d2

� Samci úspěšní v mimopárových 
kopulacích x podvedení samci

� Mláďata z mimopárových kopulací 
x párová mláďatax párová mláďata

Žádný rozdíl v heterozygotnosti � Žádný rozdíl v heterozygotnosti 
a d2



SH a inbreedingSH a inbreeding
Slate et al. 2004, Pemberton 2004

� Jak dobře 
heterozygotnost měří heterozygotnost měří 
inbreeding?

� 101 mikrosatelitových 
lokusů u 590 ovcí

� Vztah existuje, ale je 
překvapivě slabýpřekvapivě slabý

� Pokud možno →
použít raději rodokmeny



Simulace a lidéSimulace a lidé
Balloux et al. 2004

� Korelace silné až při ~200 lokusech

� Slabá korelace mezi heterozygotností na různých 
lokusech
(400 markerů v různých lidských populacích, 1000 (400 markerů v různých lidských populacích, 1000 
jedinců z 52 populací)

� Pozitivní výsledky znamenají pravděpodobněji:

� vazbu na konkrétní lokusy pod selekcí

� Extrémní případy – např. silná polygamie, výrazná 
strukturovanost populace



ProblémyProblémy

� Publikační zkreslení (publication bias)� Publikační zkreslení (publication bias)
Negativní výsledky se většinou nepublikují.

� Dostatečná data (počet lokusů a jedinců)

Odhad celkové heterozygotnosti� Odhad celkové heterozygotnosti

Celková heterozygotnost („general effect“) – nejlepší asi IR nebo � Celková heterozygotnost („general effect“) – nejlepší asi IR nebo 
HL

� Vazba na konkrétní lokusy („local effect“)

� Nejednoznačný vztah genetické variability a fitness� Nejednoznačný vztah genetické variability a fitness



Adaptivní variabilitaAdaptivní variabilita

Lokální adaptace a outbrední deprese



Adaptivní variabilitaAdaptivní variabilita

� rozdílná prostředí → diverzifikující selekce � rozdílná prostředí → diverzifikující selekce 
→ lokální adaptace (např. obrana proti lokálním 
patogenům, potravní vztahy, klimatické podmínky atd.), patogenům, potravní vztahy, klimatické podmínky atd.), 

Outbrední deprese

Intrinsic – genetická inkompatibilita a) Intrinsic – genetická inkompatibilita 
(Dobzhansky-Muller incompatibility –
epistatické interakce mezi alelami více epistatické interakce mezi alelami více 
lokusů)

b) Extrinsic – narušení lokálních adaptací

NEMÍCHAT HODNĚ VZDÁLENÉ POPULACE !!!



Příklad outbrední deprese 
– kozorožec alpský (Capra ibex ibex)
Příklad outbrední deprese 
– kozorožec alpský (Capra ibex ibex)

� 1922 – záchrana kozorožců v 
Gran Paradiso NP a pokus o 
vytvoření záložní populace v vytvoření záložní populace v 
Tatrách

v tomto programu použity i � v tomto programu použity i 
zvířata ze Sinaje (Capra ibex 
nubiana) a z Egypta (Capra nubiana) a z Egypta (Capra 
aegagrus) – snadná produkce 
F1 hybridů

� hybridi měli říji na podzim (ne v 
zimě), mláďata se rodila v únoru 
a celá populace brzy vymřelaa celá populace brzy vymřela



Experimentální Experimentální 
ochranářská genetikaochranářská genetika

Testování evolučních procesů



Experimentální ochranářská genetikaExperimentální ochranářská genetika

rekonstrukce historických procesů v � rekonstrukce historických procesů v 
laboratořilaboratoři

� testování hypotéz
� ztráta genetické diverzity v malých populacích� ztráta genetické diverzity v malých populacích

� síla selekce a genetického driftu v malých populacích

� význam environmentálního stresu na expresi funkčních genů� význam environmentálního stresu na expresi funkčních genů

� efekt inbreedingu na přežívání

� apod.apod.

� modelové organismy – převážně hmyz (Drosophila), � modelové organismy – převážně hmyz (Drosophila), 
korýši (Daphnia) a rostliny



Př.: Vztah inbreedingu a teploty 

Drosophila melanogaster

Vermeulen and Bijlsma, Heredity 2004

Experimentální ochránářská genetika



Speciální vzorkovací Speciální vzorkovací 
metodymetody

Neinvazivní genetika



Non-invasive genetic methods in 
conservation genetics
Non-invasive genetic methods in 
conservation genetics

� by definition „conservation of rare 
and endangered animals“ – not and endangered animals“ – not 
possible to kill or even disturb 
themthem

� need of methods allowing � need of methods allowing 
collection of genetic data without 
direct contact

non-invasive genetic methods� non-invasive genetic methods



Použití neinvazivních metodPoužití neinvazivních metod

� skrytě žijící zvířata – jednoduše získatelné 
vzorky (trus, chlupy, ...)vzorky (trus, chlupy, ...)

� vzácné, ohrožené a chráněné druhy – trus, � vzácné, ohrožené a chráněné druhy – trus, 
moč – žádné restrikce např. CITES

� minimální vliv na chování zvířat –
použitelné při studiu chování (prostorová použitelné při studiu chování (prostorová 
aktivita atd.)aktivita atd.)



Zdroje DNA - trusZdroje DNA - trus

trus (buňky střevní sliznice)trus (buňky střevní sliznice)
→ „molecular scatology“

vydry
kamzíci



Zdroje DNA – chlupyZdroje DNA – chlupy

� vlasový folikul („kořínek“)

� speciální lepidlové pasti, ostnatý drát

svišťsvišť
medvěd
rys
srnecsrnec



Zdroje DNA – peříZdroje DNA – peří

- opět folikul – „kořínek“ jednotlivého pera - opět folikul – „kořínek“ jednotlivého pera 

- lepší vytržené pero (= pasti) než vypelichané pero (často velmi staré)

tetřívek
(Tetrao tetrix)

tetřev (Tetrao urogallus) orel královský
(Aquila heliaca)



Zdroje DNA - ostatníZdroje DNA - ostatní

� moč – vzácně (Hausknecht et al. 2006 and � moč – vzácně (Hausknecht et al. 2006 and 
references therein)

� více materiálu než trus (frekvence močení je 6 x 
vyšší než defekace)vyšší než defekace)

� vlci – 33 vzorků s měřitelnou DNA koncentrací –
14 (42%) shodných výsledků pro všechny 
analyzované znaky 

svlečená kůže� svlečená kůže – plazi

� ptačí skořápky� ptačí skořápky

� buňky bukální sliznice 
u vývržků potravyu vývržků potravy



... umělá „bug-eggs“ ... umělá „bug-eggs“ 

- krevsající ploštice Triatominae     
(Heteroptera)

- hodnocení úrovně stresu

- použitelná jako „méně invazivní“ 
metoda v ochranářské geneticemetoda v ochranářské genetice

Becker et al. 2006Becker et al. 2006



Postup analýzy DNA, např. ze vzorků trusu

vzorkování čerstvého (≤ 18 hod.) materiálu

(96% etanol, SilicaGel aj.)(96% etanol, SilicaGel aj.)

�

izolace DNAizolace DNA

(komerční kity pro vzácnou DNA)

��

PCR (vysoce kvalitní enzymy)
- stačí jedna buňka s DNA- stačí jedna buňka s DNA

�

analýza 
variability 

�

variability 
syntetizovaného 

úsekuúseku



Nevýhody a jejich řešeníNevýhody a jejich řešení

- nízká kvalita/kvantita DNA - nízká úspěšnost zjištění 
správného genotypu a vysoké riziko kontaminací

� vyloučení genotypizačních chyb a snížení rizika kontaminace 

� identifikace faktorů pro úspěšnou analýzu



Increase of genotyping success rateIncrease of genotyping success rate

� multi-samples, multi-extracts (Goosens et al. 2000)� multi-samples, multi-extracts (Goosens et al. 2000)

� PCR - multiple-tubes approach (Taberlet et al. 1996)

� cost and time-consuming

� pilot studies are reasonable� pilot studies are reasonable

Dolphins - tissues vs. fresh faeces 

100% probability of obtaining at least two 100% probability of obtaining at least two 
correct genotypes when analysing 8 samples

(Parsons 2001)



Genotyping errors I.Genotyping errors I.

� allelic drop-out 

� very low concentration of � very low concentration of 
DNA in samples - only one 
allele in heterozygotes is allele in heterozygotes is 
amplified

� multiple tube approach

Heterozygote 100/104
� statistical correction 

Heterozygote 100/104
(8 different PCRs)



Genotyping errors II.Genotyping errors II.

false alleles� false alleles

� PCR artefacts – rarely 
replicated when using „multiple-replicated when using „multiple-
tubes“ approach

co-amplification of microbial � co-amplification of microbial 
DNA from faeces (Bradley &
Vigilant 2002) – confusions with Vigilant 2002) – confusions with 
„real“ alleles

x

Homozygote 100/100

gorilla Clostridium

Homozygote 100/100
(8 different PCRs)

gorilla Clostridium



Zvýšení koncentrace DNAZvýšení koncentrace DNA
� pre-amplifikace (Bellemain 

& Taberlet 2004)
� qPCR (Morin et al. 2000)

& Taberlet 2004)
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všech lokusů – zvýšení 
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Semi-nested PCR pro 1-3 

Positivní PCR Allelic dropout

Semi-nested PCR pro 1-3 
lokusy

Genotypizace pouze „dobrých“ vzorků



Effect of locusEffect of locus
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Degraded DNA → amplification of
short fragments is preferred

Median allele size (bp)

(Buchan et al. 2005)(Buchan et al. 2005)



Influence of diet on faecal DNA Influence of diet on faecal DNA 
amplification

� poorly known

Murphy et al. 2003 – brown � Murphy et al. 2003 – brown 
bears

� salmons in the diet –
significant decrease of significant decrease of 
amplification success

� herbivores – better results 
than carnivoresthan carnivores



Vliv typu vzorku a teplotyVliv typu vzorku a teploty

� vydry – masožravci specializovaní 
na ryby

výlučky análních žláz
na ryby

� vliv typu vzorku: výlučky análních 
žláz (82%) vs. trus (34%) u 

výlučky análních žláz

žláz (82%) vs. trus (34%) u 
zmraženého trusu

� výrazný vliv teploty - velmi rychlá � výrazný vliv teploty - velmi rychlá 
degradace DNA v teplém prostředí

trus



Effect of PCR inhibitors (faeces)Effect of PCR inhibitors (faeces)

many inhibitors in faeces (products of digestion, � many inhibitors in faeces (products of digestion, 
chemicals in plants) – addition of special reagents 
(BSA), hot-start etc., dilution of template etc.(BSA), hot-start etc., dilution of template etc.

DNA from faeces
→ no PCR

PCR is OK → problem 
with DNA quality or quantity→ no PCR with DNA quality or quantity

DNA from tissues
→ PCR is OK

Mix both extracts
no PCR → problem 
with inhibitors

→ PCR is OK



High contamination riskHigh contamination risk

� avoiding of „laboratory“ � avoiding of „laboratory“ 
contamination (tips with filters, 
separated pre- and post-PCR laboratories, 
UV sterilisation, etc.)UV sterilisation, etc.)

� „mixed samples“ – problems in social 
species (communal latrines, marking in fixed species (communal latrines, marking in fixed 
sites) or in sampling at broad intervals („hair 
traps“) – usually identified by 3 or more 
alleles/sample; problem in species with low alleles/sample; problem in species with low 
genetic variability 

� primates – contamination with � primates – contamination with 
human DNA



Tracking of the endangered Pyrenean Tracking of the endangered Pyrenean 
brown bear population

� hair and faeces

� 24 microsatellite loci� 24 microsatellite loci

� one yearling, three 
adult males, one adult adult males, one adult 
female

� spatial activity

� suggestions for � suggestions for 
conservation 
managementmanagement

Taberlet et al. 1997, Molecular Ecology



BUDOUCNOST OCHRANÁŘSKÉ BUDOUCNOST OCHRANÁŘSKÉ 
GENETIKYGENETIKY



Praktické problémy ochranářské genetikyPraktické problémy ochranářské genetiky

� mladé odvětví = mnoho problémů

� význam genetické variability pro � význam genetické variability pro 
životaschopnost populací => 
experimentální ochranářská 
genetikagenetika

extrémní neznalost adaptivní � extrémní neznalost adaptivní 
variability u volně žijících druhů (rychle 
se mění v souvislosti s technologickým se mění v souvislosti s technologickým 
vývojem)



Next Generation 

SequencingSequencing





DNA mRNA Proteins

Transcription TranslationTranscription Translation

Genome Transcriptome ProteomeGenome Transcriptome Proteome
3 billion bases 20-30,000

genes

~100,000

proteins

Genomics Transcriptomics Proteomics

genes

Functional Genomics

Genomics Transcriptomics Proteomics



Transkriptomika

Exprese jednotlivých genů –

Transkriptomika

� Exprese jednotlivých genů –
quantitative real-time PCR
- známý kandidátní gen (modelové druhy)- známý kandidátní gen (modelové druhy)

Exprese mnoha genů najednou � Exprese mnoha genů najednou 
(genomic scale) - microarray nebo 
RNAseqRNAseq
- identifikace kandidátních genů – detekce 
jejich exprese může podat důležitou informaci jejich exprese může podat důležitou informaci 
o jeho funkci (různá v odlišném prostředí, 
vývojovém stadiu, stresu atd.)



Praktické problémy ochranářské genetikyPraktické problémy ochranářské genetiky

� mladé odvětví = mnoho problémů

� význam genetické variability pro � význam genetické variability pro 
životaschopnost populací => 
experimentální ochranářská 
genetikagenetika

extrémní neznalost adaptivní � extrémní neznalost adaptivní 
variability u volně žijících druhů

� identifikace ochranářských jednotek 
na základě genetických dat → na základě genetických dat → 
praktická ochrana


