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Uvod

Predstavme si nasledujicu situdciu: policia dostane hlasenie o ilegalne ulovenom rysovi
u preparatora. Rys sa skutocne néjde, ale preparator nepoznd zédkaznika (prinajmenSom tvrdi,
ze ho nepoznd). Na ziklade analyzy kamerovych zdznamov zulice policia identifikuje
podozrivy pickup. Na loznej ploche vozidla sa najdu stopy krvi, ale majitel’ tvrdi, ze v hom
viezol polku prasata zo zabijacky. Takze policia musi néjst’ odpovede na dve otazky: 1. je
krv vo vozidle z prasata alebo zrysa? 2. ak je zrysa, ide o to isté zviera, ktoré sa naslo
u preparatora? Bez odpovede na tieto dve otdzky je zrejme mozné vzniest' obZalobu voci
preparatorovi, ale ten sa dopustil menej vyznamného precinu. Voci strelcovi, ktory prirodu
pripravil o vzacneho zivocicha, nie.

Ina situacia: na internete sa objavi inzerat na predaj mlad’at chranenej korytnacky.
Predajca tvrdi, ze ich neodchytil v prirode, ale su produktom jeho legélneho chovu. Rovnako
vznika otdzka: je mozné vylucit, Ze mlad’ata su potomstvom chovanych jedincov?

Posledny priklad: v kvetinarstve sa ndjde vel'ké mnozstvo papradi Ruscus hypoglossum.
Predajca sice netvrdi, ze ich vypestoval na svojej zdhradke, pretoze ziadnu nema, ale udajne
ich doviezol z Chorvatska, kde tento druh chraneny nie je. Otazka: je mozné dokazat’, Ze sa
predajca nedopustil colného priestupku, ale precinu proti zdkonu 543/2002 Z.z. o ochrane
prirody a krajiny?

Na vSetky tieto otdzky umoznuje odpovedat’ genetickd analyza. Otazky su vSak rozdielne,
a preto aj odpovede na ne st rozdielne. Prva otdzka sa tyka identifikacie druhu, odpoved’ou je
»geneticky Ciarovy kod* (gemetic barcode). Spravidla sa pre tento typ forenznej analyzy
vyuziva gén s pomerne malou vnutrodruhovou premenlivostou, ktory ale vykazuje rozdiely
medzi druhmi (samozrejme rozliSenie rysa a prasata nie je problémom, ale rozliSenie napr.
dvoch blizko pribuznych druhov sykoriek, zktorych jedna je chrdnena a druhd nie,
problémom byt moze). V pripade rysa by sa pouzilo sekvenovanie niektorého
konzervativneho mitochondridlneho génu, najcastejSie génu pre 1. podjednotku cytochrom ¢
oxiddzy (coxI). Druhd otdzka sa tyka identifikacie jedinca, a odpoved’ou je ,,geneticky
odtlacok prsta“ (genetic fingerprint). Pre tento cel je naopak potrebné pouzit’ také genetické
znaky (markéry), ktoré v ramci druhu vykazuji ¢o najvicsiu variabilitu, aby ich kombinacia
bola pre uloveného jedinca v rdmci populacie rysov na Slovensku jedine¢nd. NajbeznejSou
vol'bou tu budu nekodujuce repetitivne sekvencie jadrovej DNA (tzv. minisatelity alebo
mikrosatelity). Podobny typ genetickych markérov je potrebny aj pre odpoved na tretiu
otazku, ktora sa tyka urCenia pribuzenstva. Kedysi sa pre tento ucel u Cloveka (urcenie
otcovstva v rodinnom prave) pouzivali krvné skupiny, preto sa takato analyza dodnes
oznacuje ako ,krvna skuSka“. Dnes su najbeznejSimi nastrojmi opit jadrové minisatelity
alebo mikrosatelity. Posledna otdzka sa tyka identifikdcie populacie, z ktorej jedinec alebo
jedince pochéadzaju. Odpoved’ na nu méze byt jednoduchd aj zlozitd. Ak mame S$tastie,
populécie daného druhu v Chorvatsku pochadzaju z iného glacidlneho refiigia, nez slovenské,
a preto predstavuju odlisnu genetickt liniu. V takom pripade je pre identifikaciu zdrojovej
populacie mozné pouzit nejaky vhodny maternalne dedeny markér (mitochondridlny,
v pripade rastlin aj chloroplastovy); takuto analyzu je mozné vykonat’ za par eur. Ak Stastie
nemame, populacie su len do vdcSej ¢i menSej miery geneticky diferencované, takze zaver
o pdvode je mozné spravit’ len na zaklade rozdielu genetickej Struktiry podozrivého suboru
jedincov a udavanej zdrojovej populacie.

Jednym problémom je vyber vhodného néstroja, druhou jeho spolahlivost ¢i skor
vypovedna hodnota. Pri genetickom fingerprinte plati to isté, Co pri fyzickom odtlacku prstov
— mo6zu mat’ dvaja l'udia rovnaky odtlacok prsta? Vacsinu laikov napadne v pripade fyzického
odtlacku automaticka odpoved’ — nemdze. Kriminalisti vSak ¢asto nendjdu pekny odtlacok
celého bruSka palca, ale vdacsi ¢i menSi fragment. Takze otazku by bolo spravne skor
modifikovat’ — sta¢i na identifikaciu fragment odtlacku velkosti 100 mm?? sta¢i 10 mm??



sta¢i 1 mm?? Odpoved je jednoducha — sta¢it mdze mozno aj 1 mm?, ak sa medzi najdenou
stopou a odtlackom podozrivého nezhoduje. V takom pripade mozno podozrivého vylucit
jednoznaéne. A stadit nemusi ani 100 mm?, ak je zhodny. V tom pripade sa sud logicky bude
kriminalistu pytat’, aka je pravdepodobnost, Ze sa v populdcii vyskytuju dvaja alebo viaceri
l'udia, u ktorych sa fragment odtlacku s danou velkostou moéze zhodovat. Ak odpoved’ bude
10%, sud bude posudzovat takyto dokaz iste s inou véhou, nez ked’ odpoved’ bude 0,0001%.
Pre genetické aj iné néstroje plati, ze zhodu medzi stopou a podozrivym objektom (¢i uz ide
o Cloveka, rysa alebo rastlinu) je mozné vylucit’ s uplnou jednoznacnost'ou, ale potvrdit’ len
s uréitou pravdepodobnostou. Aj relativne primitivny nastroj moze zhodu jednoznacne
vylucit. Ak by sme zobrali ako priklad takéhoto ,,primitivneho* néstroja krvné skupiny (o
bol tplne prvy nastroj genetickej analyzy pre ucely kriminalistiky): ak biologickl stopu na
mieste ¢inu predstavuje krv skupiny A a podozrivy na krvnl skupinu B (alebo AB alebo 0),
je ako pachatel’ vyluceny (prinajmensom sa tato stopa ako dokaz obzaloby vobec nemoze
pouzit’ resp. ide o dokaz v prospech obvineného). Ak mé aj podozrivy krvnu skupinu A, tak
dokaz pouzitelny je. OvSem frekvencia krvnej skupiny A (teda pravdepodobnost’, ze nahodne
vybrany ¢lovek bude mat’ krv skupiny A) na Slovensku je cca 30%, takze sila takéhoto
dokazu je minimalna, a ak by obzaloba Ziadny iny dokaz nemala, stidu by iste nestacil. Z tejto
ilustréacie je zrejmé, ze pre posudenie dokaznej sily akejkol'vek genetickej forenznej analyzy
je potrebna znalost’ nielen genetického profilu biologickej stopy a podozrivého, ale aj
kontextu populacie, z ktorej potencialny pachatel’ ¢i obet’ pochadzaju.

Z uvedeného vyplyva, ktoré vedomosti budu potrebné pre uspesné zvladnutie tohoto
predmetu. Jeho napliiou budl informacie o samotnych technickych néstrojoch, pouzivanych
pre geneticku forenzni analyzu, teda nukleovych kyselindich (DNA a RNA) a proteinoch
(krvné skupiny, izoenzymy a pod.), ¢o vyzaduje aspon elementdrne znalosti organickej
chémie a biochémie. Zaroven je potrebné chapat’, ako tieto molekuly v organizme funguju,
¢im su jedine¢né, kde v bunke sa nachadzaju, ako sa vytvarajl, ako sa dostavaju do kazdej
bunky pri raste organizmu a rozmnozovani. Druhou strankou je kvantifikicia vypovedne;j
hodnoty forenznej analyzy, ktord si vyzaduje asponi zdklady poctu pravdepodobnosti
a matematickej Statistiky. Vzhladom na skutocnost, ze Studijny program Forenznd
a kriminalisticka environmentalistika nezahfiia v bakalarskom $tudiu Ziadny predmet, obsa-
hujaci zaklady genetiky ¢i molekularnej bioldgie, je nutné znacnti Cast’ tychto ucebnych
textov venovat’ prave tejto problematike, teda Strukture a vlastnostiam organickych makro-
molekul, ztcastiiujucich sa na procesoch uchovavania, kopirovania a expresie genetickej
informadcie, ich suvisu s bunkovymi Struktirami a ich spravanim v priebehu Zivotného cyklu
bunky, ich dopadu na fenotypové znaky, a rovnako aj zdkladom populacnej genetiky. Pre
pripomenutie sa ucebné texty vracaju aj kotdzkam pravdepodobnosti a testovania
Statistickych hypotéz, ktoré su nutné pre pochopenie zdkladov forenznych genetickych
analyz.




VSEOBECNA CAST

Molekulirne zaklady dedi¢nosti

Biologicky aktivne molekuly

Pod dedi¢nou informéciou rozumieme informaciu, ktorti pri rozmnozovani odovzdavaju
rodicia potomstvu a ktora organizmu potomstva umoziuje vyvinut’ vSetky druhovo Specifické
aj individudlne znaky. Jej fyzickym nositelom st u vSetkych zndmych Zivych organizmov
molekuly nukleovych kyselin. U vSetkych prokaryotickych organizmov (organizmy bez
diferencovaného bunkového jadra; baktérie a archey) rovnako ako u vSetkych eukaryotov
(organizmy s bunkovym jadrom ako samostatnou bunkovou Struktarou, oddelenou od
cytoplazmy jadrovou membréanou; rastliny, huby, Zivocichy, rézne typy jednobunkovych
organizmov) je to kyselina deoxyribonukleovd (DNA). V pripade virusov to neplati (aj ked’ je
potrebné pripomenut, ze virusy nevykazuju vSetky znaky zivota, biologovia ich spravidla
nepovazuju za zivé organizmy sensu stricto); ich velku Cast’ predstavuj retrovirusy resp.
RNA-virusy (napr. virus HIV, chripky ¢i koronavirus), u ktorych je nositelom dedi¢nosti
molekula kyseliny ribonukleove;.

DNA vbunke neplni v principe Ziadnu dalSiu ulohu nez uskladiovanie genetickej
informacie. Je istou formou stavebného planu, ktory umozituje bunke vytvorit’ si vSetky
latky, ktoré potrebuje pre svoju existenciu. Pochopitel'ne neuskladniuje informécie o vSetkych
latkach, ich Struktare a procesoch ich syntézy. VSetky biochemické reakcie aj prenos latok
v bunke su riadené, pricom obrovsku véacSinu tychto procesov riadia dva typy latok: kyselina
ribonukleovd (RNA) a bielkoviny (proteiny). RNA sa podiela predovSetkym na riadeni
procesov, ktoré bezprostredne suvisia s prenosom dedi¢nej informacie ajej vyjadrenim
(expresiou) vo fenotypovych znakoch. Existuje aj mald cast beznych biochemickych
procesov, ktoré riada RNA molekuly, tie sa vtomto pripade oznacuji ako ribozymy
a predstavuji pravdepodobne rudiment davnej evolu¢nej minulosti, ked’ funkcie RNA
v metabolizme primitivnych organizmov boli ovela S§irSie. V stasnosti vdcSinu tychto
funkcii prevzali proteiny, ktoré ich dokazu vykonavat’ efektivnejSie a s mensimi nadrokmi na
energiu. Funguju ako biologické katalyzatory (enzymy) pre vacSinu reakcii v bunke, ako
prenosové kanaly sprostredkujiice riadeny prenos latok cez vonkajSiu ¢i vnutorné bunkové
membrany a pod. RNA a proteiny su schopné fungovat' autondémne, nepotrebuju dalSie
riadenie. Bunka teda nepotrebuje ukladat’ informaciu o vSetkych svojich stavebnych
a funkénych sucastiach. Staci jej uskladnovat informdciu, potrebni pre vytvorenie RNA
a proteinov, atie uz su schopné cez riadenie metabolizmu zabezpecit' syntézu vsSetkého
ostatného. Naviac, ako bude uvedené¢ dalej, DNA tuto informdciu uskladiuje velmi
uspornym spdsobom.

Bunky musia byt’ schopné sa rozmnozovat’, ¢i uz pre zabezpecenie rastu organizmu (plati
pri mnohobunkovych organizmoch), alebo pre zabezpeCenie rastu populacie (teda
zvacSovania poctu jedincov), ktory je predpokladom prezitia druhu. Svoj stavebny plan
potrebuje kazda bunka, teda pred rozmnozenim (delenim) sa dedi¢nd informacia materske;j
bunky musi nakopirovat, aby ju mohli prevziat obe dcérske bunky. DNA ako nositel
stavebného planu bunky teda musi byt schopna autonomneho kopirovania (replikacie), pri
ktorom z jednej molekuly DNA vzniknu dve nové, identické s pdvodnou.

Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny st polymérne organické makromolekuly, teda molekuly zlozené
z vel'kého mnozstva mensich stavebnych kamenov. Ich zakladné stavebné zlozky sa oznacuju
ako nukleotidy (v pripade DNA je terminologicky spravny ndzov 2-deoxynukleotid). Tieto
stavebné kamene su v molekule ulozené za sebou, molekula DNA ani RNA sa nerozvetvuje
a predstavuje dlhé suvislé vlakno. Kazdy nukleotid sa skladé z troch zloziek. Jednou z nich je
monosacharid s piatimi atdmami uhlika (pent6za), ktorou je pri DNA 2-deoxyribdza (obr. 1).



Dal§iu predstavuje zvy$ok kyseliny fosfore¢nej, ktory je naviazany na 5. uhliku pentdzy.
Tieto dve zlozky su v kazdom nukleotide rovnaké, a teda nie s nosite'mi Ziadnej informacie.
Poslednou zlozkou je jedna zo Styroch heterocyklickych organickych baz, z ktorych dve st
derivatmi purinu (dvojity cyklus: adenin, guanin) a druhé dve derivatmi pyrimidinu
(jednoduchy cyklus: cytozin, tymin) (obr. 2). V molekule pentdzy je badza naviazana na atom
uhlika v pozicii 1°, fosfatovy zvySok na uhliku v pozicii 5° sa navdzuje na uhlik v pozicii 3’
predchadzajiiceho nukleotidu. Kostru vlakna DNA teda vytvaraju molekuly 2-deoxyribdzy
s naviazanymi fosfatovymi zvySkami. Nositelom dedi¢nej informdcie st heterocyklické bazy,
ich poradie (sekvencia) na molekule DNA predstavuje zépis genetickej informécie podobne
ako poradie pismen urcuje zapis informacie v napisanom texte ¢i poradie 1 a0 (resp. ich
technickych ekvivalentov) urcuje zépis informacie v digitalnej forme.

HO Obr. 1 Struktarny vzorec cyklickej formy 2-
o OH deoxyribdzy (vl'avo) a ribozy (vpravo)

OH OH

i~ 5" koniec
0 20
1
0 fN
O__N
o T8

Obr. 2 Znazornenie chemickej Struktary tseku molekuly DNA. Sivy ramik: 2-deoxyriboza; Cierny
ramik: fosfatovy zvySok. Sivé pismena: A — adenin, T — tymin, G — guanin, C — cytozin. PIné Ciary —
kovalentné vizby, prerusované Ciary — vodikové mostiky.

Oznacovanie nukleotidov v sekvenciach je uvedené v tab. 1. Vo vSeobecnosti sa bazy
v zapise sekvencie oznacuji prvymi pismenami ich nazvu (A, G, C, T). V ramci konkrétnej
definovanej skupiny jedincov (napr. populacie, druhu a pod.) sa vSak v sekvencii moze



vyskytovat’ premenlivost. Oznacenie A, C, G, T sa potom vztahuje na tzv. konzervované
pozicie, teda také, na ktorych sa v dano stbore vyskytuje vzdy konkrétny nukleotid.
Variabilné pozicie su v zépise oznacované inymi pismenami (tab. 1). Nukleotid chybajici
v sekvencii v dosledku mutécie (delécie) sa oznacuje pomlckou. V zépise sa pre bazy, ktoré
su derivatmi purinu (A, G) mdze pouzit’ aj oznacenie Pu, pre derivaty pyrimidinu (C, T/ U)
oznacenie Py.

Tab. 1 oznacovanie nukleotidov v zépise sekvencii nukleovych kyselin

ozn. Nukleotid ozn. nukleotid ozn. nukleotid
A adenin R A/G B C/G/T
G guanin Y C/T D A/G/T
C cytozin K G/T H A/C/T
T tymin M A/C \Y A/C/G
S G/C N A/G/C/T
U uracil* W A/T - delécia

* uracil je v RNA ekvivalentom tyminu

KedZze molekuly 2-deoxyribozy aj ribézy nie st symetrické, si molekuly nukleovych
kyselin priestorovo orientované. Syntéza ret'azca prebieha vzdy v smere 5’—3’ (vid’ obr. 1 a
2), t.j. volné nukleotidy sa vzdy navédzuji na hydroxylova skupinu na 3 uhliku na konci
retazca nukleovej kyseliny. Sekvencia akéhokol'vek tuseku DNA (génu ¢i nekodujuceho
useku) sa vzdy zapisuje v rovnakom smere, teda aj ak je vynechané oznacenie koncov useku
5’ a 3’, automaticky sa predpoklada, Ze zapis je vykonany v tomto smere.

Pokial’ sa zapis tyka skupiny organizmov (lokélna ¢i regionalna populécia, taxéon a pod.),
mozu byt niektoré pozice v nom v ddésledku bodovych mutacii variabilné. Zapis sekvencie
s celkovou dizkou 18 nukleotidov v tvare 5’AGRACTTAGBTGNCCCTA3’ znamena, Ze
vacSina pozicii v tomto useku je konzervovanych (teda u vSetkych jedincov v skupine sa
v danom mieste vyskytuje rovnaky nukleotid), na 3. pozicii sa vyskytuje jeden z purinovych
nukleotidov (R=A/G), na 10. pozicii sa vyskytuje cytozin, guanin alebo tymin (B=C/G/T), a
na 13. pozicii sa méze vyskytovat’ ktorykol'vek nukleotid (alebo nukleotid nemozno urcit;
N=A/G/C/T). Zapis v tvare 5’AGAACTTAGCTGAC-CTA3’ pre konkrétneho jedinca z tejto
skupiny znamena, Ze v porovnani s ostatnymi na 15. pozicii jeden nukleotid chyba (delécia).
Dizka sekvencii DNA sa udéva v bazovych péaroch (bp), teda v poéte dvojic nukleotidov,
resp. v ich ndsobkoch (kbp, Mbp atd’.). Sekvencie, ktoré maji spolo¢ny evolu¢ny povod, sa
oznacuju ako homologické. Méze sa jednat' o useky DNA v dvoch rozdielnych jedincoch
(teda umiestnené vo fyzicky rozdielnych molekulach DNA), zdedené od spolo¢ného predka
(ortologické sekvencie), alebo o sekvencie pochddzajice z duplikécie useku v ramci tej istej
molekuly DNA (paralogické sekvencie). Ortology ani paralogy nemusia byt uplne identické,
moézu byt pozmenené naslednymi mutdciami (zmenou genetickej informécie, vid kap.
Mutécie). Podobnu Strukturu moézu vSak mat’ aj seky, ktoré vznikli v evolacii u rdznych
organizmov nezavisle na sebe ale ich produkty plnia rovnaku alebo podobnu funkciu, a preto
sa tlakom prirodného vyberu v nich vyvinula rovnaka alebo ipodobna sekvencia nukleotidov
(konvergentnéd evoltcia). V pripade kratSich isekov moze rovnaka sekvencia vzniknut' aj
nahodne. Takéto sekvencie sa oznacuju ako analogické.

Molekula DNA je v skuto¢nosti dvojita, a jej priestorova Struktura je Spirdlovitd (obr. 3).
Je tvorend dvomi antiparalelne prebiehajucimi retazcami (protismerne; orientdcia retazcov v
smere 5°—3’ je opacnd), ktoré st vzajomne prepojené vodikovymi vizbami medzi opacne
elektricky nabitymi miestami na heterocyklickych bazach (obr. 2). Vodikova vézba (vodiko-
vy mostik) je jeden znajjednoduchsich a sti¢asne najslabSich typov chemickej vizby. Na
heterocyklickych bazach sa nachddzaju miesta s opacnymi nabojmi. Atdmy kyslika ¢i dusika




maju vo valencnej vrstve vol'né elektronové pary (dusik jeden, kyslik dva), teda predstavuju
zaporne nabité body. Naopak vo vézbe medzi dusikom avodikom je elektronovy oblak
koncentrovany okolo atomu dusika s vy$Sou elektronegativitou, teda atdom vodika je nabity
kladne. Tieto opacne nabité body na protil'ahlych bazach sa mézu navzajom elektrostaticky
pritahovat. Vzhladom na priestorovi Strukturu baz arozmiestnenie elektrického naboja
vnich sa vodikové vizby vytvaraji vzdy medzi konkrétnymi dvojicami baz, jednou
purinovou a jednou pyrimidinovou (obr. 2): adenin sa viaze s tyminom dvomi vodikovymi
mostikmi, guanin s cytozinom tromi (A=T, G=C). Oba retazce DNA predstavuju navzajom
svoj ,,zrkadlovy obraz®; su prisne komplementarne, identita nukleotidu na konkrétnej pozicii
v jednom z nich jednoznacne urcuje identitu protil'ahlého nukleotidu v druhom retazci.
Ziadny iny neZ ,,zrkadlovy* nukleotid sa nafi nedokdZe naviazat’ vodikovym mostikom bud’
z priestorovych dovodov (dve purinové bazy by boli prili§ velké, dva pyrimidiny naopak
prili§ malé) alebo kvoli inkompatibilite elektrickych ndbojov. Pre Gplnost’ je treba uviest’, ze
v bunke sa mozu nachadzat aj fragmenty jednoretazcovej DNA, ale podstatnd cast
biologicky aktivnych DNA molekul st dvojretazcové molekuly.

Obr. 3 Priestorova Struktira DNA (B-konformacia)

Struktira molekuly RNA je analogickd. Stavebnymi kamefimi si takisto nukleotidy,
rovnako tvorené molekulou pentdzy (v pripade RNA je to ribéza; obr. 1), fosfatovym
zvyskom, a jednou zo Styroch organickych bz, opit’ je to adenin, guanin a cytozin, posledna
baza je v tomto pripade odli$nd, ide o uracil, ktory ma ale vel'mi podobnu chemicku Struktiru
ako tymin, rozdiel je len v pritomnosti jednej metylovej skupiny (obr. 4), a ma rovnakeé
chemické vlastnosti aj rovnakt vdzobnu afinitu s adeninom.

Molekula RNA je spravidla tvorend len jednym retazcom (existuji aj dvojretazcové
fragmenty s analogickou $truktirou ako DNA). Ak sa tento retazec ohne, nukleotidy na fiom
sa tiez dostavaju do protismerného postavenia, ktoré¢ umoznuje vytvorenie vodikovych vizieb
medzi komplementarnymi (,,zrkadlovymi*) bazami (A=U, C=G). V tomto pripade vSak ide
o nukleotidy nachadzajuce sa na tom istom retazci. Tieto véizby stabilizuji molekulu RNA v
trojrozmernom tvare, ktory je urcujuci pre jej funkcnost’.
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@) @) Obr. 4 Chemicka struktira uracilu (vlavo) a tyminu

(vpravo)
| NH | NH
Nko N/&o
H H

Jednotlivé sucasti nukleotidov (fosforylovand pentoza, baza) aj jednotlivé nukleotidy su
navzajom prepojené kovalentnymi vézbami, ktoré maju vysoku energiu a na ich vytvorenie aj
rozstiepenie je potrebny katalyzator (enzym), ktory reakciu sprostredkuje. Enzymy Stiepiace
nukleové kyseliny sa oznacuji ako nukleazy (DNaza, RNéza). Vodikové vizby medzi
komplementarnymi nukleotidmi sa vytvaraji spontanne, na ich tvorbu nie je nutna enzyma-
ticka katalyza ani iny reakény mechanizmus. VSetky jednoretazcové molekuly nukleovych
kyselin (RNA, jednoretazcova DNA) maju preto tendenciu k parovaniu komplementarnych
Casti retazcov. Po denaturicii dvojretazcovej DNA (vodikové mostiky sa naruSia napr.
chemicky alebo vysokou teplotou, aretazce sa oddelia), postacuje obnovenie normalnych
podmienok na obnovenie povodnej Struktiry (renaturdciu). Pri absencii komplementarneho
retazca vykazuje jednoretazcova molekula resp. jednoretazcovy usek spravidla silna tenden-
ciu sa prehnut a vytvorit vodikové vézby medzi komplementarnymi (teda vzajomne sa
dopliiujicimi) miestami v rdmci rovnakého retazca. Takdto Struktira sa oznacuje ako
,vldsenka® (hairpin). Rovnako ak sa v retazci DNA tandemovo opakuje viackrat rovnaky
sekvenény motiv (minisatelity a mikrosatelity, tak pri renaturacii moéze dojst posunu
komplementarneho retazca pri parovani retazcov,teda k sparovaniu usekov, ktoré povodne
neboli protil’ahlé.

Na schopnosti vzajomne komplementarnych jednoretazcovych fragmentov nukleovych
kyselin vyhladavat’ a parovat’ st zalozené¢ mnohé metdody molekularnej bioldgie a gene-
tickych manipulacii. Viaceré z technickych nastrojov vyuzivanych vo forenznych analyzach
su zalozené prave na tejto vlastnosti nukleovych kyselin.

Proteiny
Proteiny (bielkoviny) st sice v porovnani s DNA malé molekuly, ale v porovnani s vi¢Sinou
inych latok v bunke maju este stale velkii molekulovi hmotnost’. Ich zakladnou stavebnou
zlozkou st polypeptidové retazce. Mnohé proteiny su tvorené jedinym polypeptidom, iné su
oligomérne (skladaju sa z dvoch alebo viacerych rovnakych alebo rozdielnych polypeptidov),
niektoré obsahuju aj d’alsiu zlozku (lipid — lipoproteiny, sacharid — glykoproteiny a pod.).
Polypeptid je polymér tvoreny linearnym (nerozvetvenym) retazcom stavebnych kamenov
oznacovanych ako aminokyseliny (presnejSie o-aminokyseliny resp. 2-aminokyseliny).
Struktira aminokyseliny je na obr. 6: na 2. uhliku (o-uhliku) je naviazana jedna amino-
skupina (—NH>»), jedna karboxylova skupina ((COOH) a jeden atom vodika; tieto tri zlozky
su vo vSetkych aminokyselinach rovnaké. Odlisna je Stvrta zlozka, tzv. bo¢ny retazec (side
chain; na obr. 5 oznaCend ako R). Pri spdjani aminokyselin do peptidového retazca sa
z karboxylovej skupiny jednej aminokyseliny odstiepi hydroxyl (—~OH), zaminoskupiny
nasledujucej aminokyseliny sa odstiepi atom vodika (spolu vytvoria molekulu vody), a atomy
uhlika jednej a dusika nasledujicej aminokyseliny sa spoja kovalentnou vézbou, ktora sa
oznacuje ako peptidické vézba. Tvorba peptidov ovSem neprebieha spontanne, aminokyseliny
su za sebou raden¢ zékonitym spdsobom, ktory urCuje geneticka informacia, a cely proces je
katalyzovany spdsobom, popisanym v d’alSom texte. Rovnako ako DNA je aj molekula
proteinu priestorovo orientovana, na jednej strane je ukoncena —NH2 skupinou (N-koniec),
na druhej —COOH skupinou (C-koniec).
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Obr. 5 Schéma Struktiry aminokyselin a syntézy peptidu. Prazdnou Sipkou je oznacena peptidicka
vizba, symbolom a je ozna¢eny a-atom uhlika.
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Obr. 6 Strukturne vzorce esencialnych aminokyselin (ccrma.stanford.edu, upravené)

V bielkovinach sa vyskytuje 20 réznych druhov aminokyselin, ozna¢ovanych ako
esencidlne aminokyseliny. Ich chemické vlastnosti zavisia vzdy na zvysku (R; na obr. 6
predstavuje cast molekuly nad védzbou HoN"COOH). Chemické vlastnosti ateda aj
funk¢nost’ celého proteinu urCuje typ aminokyselin, ktoré st v nom obsiahnuté, aich
usporiadanie.

Geneticka informacia urcuje, v akom poradi su aminokyseliny za sbeou zoradené v retazci
polypeptidu (spdsobom, ktory bude popisany d’alej). Toto poradie sa oznacuje ako primarna
Struktara proteinu. Jednotlivé tseky retazca polypeptidu sa vSak spravidla usporiadaji do
priestorovej Struktiry, ktord je stabilizovana opédt vodikovymi mostikmi medzi réznymi
aminokyselinami v ramci kostry rovnakého retazca, teda tymi castami aminokyselin, ktoré
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su prepojené peptidickymi vidzbami (atomami kyslika karboxylovej skupiny jedne
aminokyeliny a vodikom vrdmci NH vézby inej aminokyseliny). Toto usporiadanie sa
oznacuje ako sekundarna Struktara, najbeznejsSie typy sekundarnej Struktary su a-Spirala a -
list (obr. 7).

Obr. 7 Sekundarna Struktara bielkovin
(www.quora.com, upravené)

R
B-list

Nasledne sa molekula proteinu usporiada do definitivneho trojrozmerného tvaru, ktory je
rozhodujuci z hl'adiska jeho funkcie. Tento trojrozmerny tvar sa oznacuje ako tercidrna

Struktara, a v jeho ramci sa spravidla striedaji useky so Spiralovitou ¢i plochou sekundarnou
Strukturou a volné useky.

Obr. 8 Terciarna S$truktura
monomérneho proteinu (vlavo)
a kvartérna S$truktira hexaméru
(vpravo)

Ako bolo uvedené, niektoré proteiny su tvorené viacerymi polypeptidmi, bud’ rovnakymi
(homooligoméry) alebo rozdielnymi (heterooligoméry). V niektorych pripadoch moézu
obsahovat’ aj d’alSiu, nepeptidovt zlozku. Této Struktira sa oznacuje ako kvartérna (obr. 8).
Typickym prikladom je tetramérna molekula hemoglobinu — je tvorena Styrmi molekulami
globinu, ktoré obsahuji hémové jadra s atbmami Zeleza.

Nadobudnutie definitivneho trojrozmerného tvaru (skladanie resp. zbal'ovanie bielkovin;
folding) prebieha u Casti proteinov spontanne, ale vdcSinou byva podmienené interakciou
s inymi bielkovinami, ktoré proteinu pomahaju zbalit’ sa do spravneho tvaru, oznacovanymi
ako Saperony (chaperons). Nespravne poskladanie moéze viest k zdvaznej dysfunkcii
proteinu: prikladom mdézu byt priony, ¢o su bielkovinné molekuly spdsobujice nespravne
zbalenie proteinov nervovych tkaniv a sposobujiuce spongiformnt encefalopatiu (,,choroba
Sialenych krav®, prenosna aj na cloveka ako Creuzfeldt-Jacobova choroba).

Terciarna aj kvartérna Struktara su stabilizované interakciami medzi zvySkami (bocnymi
retazcami) aminokyselin, zavisi teda od ich chemickych vlastnosti. Prikladom méze byt tzv.
disulfidicky mostik (—S=S-), ktory sa vytvara medzi dvoma zvySkami cysteinu a predstavuje
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vel'mi pevnu vézbu. Vizby v kostre bielkovinného retazca (t.j. medzi dusikom aminoskupi-
ny, a-uhlikom, uhlikom karboxylovej skupiny + peptidickd vizba) st jednoduché, takze
retazec okolo nich moze volne rotovat. Vynimku predstavuje prolin, kde a-C je sucastou
cyklickej molekuly; pritomnost’ prolinu teda vedie k stabilnému priestorovému lomu pro-
teinového ret'azca. Od primarnej Struktiry (poradie aminokyselin) teda zavisi aj terciarna
Struktara a teda funkcénost’ proteinu. Zmena genetickej informdacie (muticie) veduca k zamene
aminokyseliny v retazci teda moze spdsobit’ zmenu tvaru a tym funkciu proteinu zmenit’
alebo (CastejSie) protein znefunk¢nit.

Niektoré proteiny st schopné nadobudat’ viac stabilnych priestorovych konformacii, ¢asto
su v jednej z nich stabilizované interakciou s inou, nebielkovinnou zlozkou. Oznacuju sa ako
alosterické proteiny (obr. 9).

Obr. 9 Dve mozné priestorové usporiadania
enzymu xylanaza. V konformaécii vpravo je en-
zym funkény, je v nej stabilizovany naviazanim
molekuly monosacharidu xyldza.

Replikacia DNA

Ako uz bolo uvedené, DNA nesie informéciu pre vSetky bunecné funkcie a fenotyp organiz-
mu, preto vSetky bunky musia obsahovat’ identicku verziu molekuly (alebo molekul) DNA.
Vsetky sa organizmy prostrednictvom delenia buniek mnozia, a mnohobunkové organizmy
touto cestou aj rastu (aj ked Cast’ rastu s uskuto€iiuje aj zvacSovanim objemu buniek), takze
pred delenim sa vSetky molekuly DNA v materskej bunke musia identicky nakopirovat’ tak,
aby dcérske bunky mohli dostat’ po jednej kopii. Tento proces sa oznacuje terminom replika-
cia. Pre pripomenutie — molekula DNA je tvorena dvoma retazcami, ktoré su orientované
protismerne a st navzajom komplementarne, teda konkrétnej baze v jednom ret’azci zodpove-
da jedina moznd konkrétne baza v druhom retazci. Téato vlastnost’ je rozhodujica pre
mechanizmus replikécie: jej vysledkom st dve molekuly, z ktorych kazda je tvorend jednym
origindlnym a jednym novo syntetizovanym retazcom. Tento mechanizmus sa oznacuje ako
semikonzervativna replikacia. Vzhl'adom na velkost’ molekil DNA (u eukaryotov mdze mat’
jedna molekula dizku aZ niekol’ko desiatok ¢i stoviek miliénov bazovych parov) sa proces
replik4cie spravidla zacina na niekolkych miestach naraz. Proces replikacie riadi komplex
enzymov, z ktorych kazdy zabezpecuje inti tlohu. Tento komplex sa postuva od inicidlneho
miesta a postupne syntetizuje nové ret'azce; toto pohyblivé miesto rozstiepenia povodnej mo-
lekuly DNA a syntézy novych ret'azcov sa oznacuje ako replikacnd vidlica.

Rozhodujuci enzym z celého komplexu je DNA-polymeraza, ktora na hydroxylovu skupi-
nu na 3’uhliku posledného nukeotidu novovytvaraného ret'azca pripaja nové deoxynukleotidy
a tym ho postupne predlzuje. PresnejSie, ako material pre budovanie nového retazca sluzia
molekuly deoxynukleozid-trifosfatov (ANTP), ktoré na 5’ uhliku maja pripojené tri fostatové
zvysky, navzajom prepojené energeticky bohatymi (makroergickymi) vdzbami; energia tych-
to vézieb sluzi na pripojenie deoxynukleotidu na 3’ koniec retazca. DNA-polymerdza vSak
potrebuje zaciatok nového retazca (teda existujucu Cast' nového retazca s 3’ koncom),
nedokaze pripojit’ novy nukleotid na vol'né miesto jednoretazcovej molekuly DNA. Preto po
preruseni nizkoenergetickych vodikovych vézieb medzi oboma ret'azcami povodnej molekuly
helikazou sa na kazdy z poévodnych retazcov DNA pripoji kratky komplementarny retazec
RNA oznaCovany ako primer (tento proces sprostredkovava enzym DNA primaza), ktory
slazi ako inicidlne miesto predlzovania. Po ukonc¢ni replikdcie sa RNA primer odbura
anahradi deoxynukleotidmi. Jednoretazcové tuseky DNA chrania pred spontdnnym
sparovanim Specifické proteiny (single-strand binding protein; SSB protein). Ked'ze DNA je
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Spirdlovita molekula, pri jej odvijani vznikd mechanické napitie (podobné ako ked sa
rozpleta lano spletené z viacerych Spiralovite sto¢enych pramenov); toto mechanické napitie
odstrafiuje enzym topoizomeraza. Retazce materskej molekuly DNA su orientované
protismerne. Preto ak sa replika¢na vidlica po molekule postva jednym smerom, znamena to,
ze syntéza jedného z novych retazcov moze prebiehat’ kontinudlne, pretoze je orientovany
nspravne® (5°—3’; leading strand), ale druhy retazec je orientovany opacne proti smeru
pohybu replikacnej vidlice (3°—5’; lagging strand). Tento retfazec je syntetizovany
v kratkych fragmentoch (Okazakiho fragmenty), z viacerych inicidlnych miest postupne
vytvaranych v smere pohybu replikacnej vidlice, fragmenty su nésledne spdjané enzymom
ligazou (obr. 10 treba chapat’ ako schematicky, RNA primery aj Okazakiho fragmenty su
v skuto¢nosti podstatne dlhsie).

Oba povodné retazce su navzijom komplementirne (A=T, G=C) a do novovytvéaranych
retazcov sa takisto moze zaradit' len nukleotidy, ktoré su komplementdrne k pdvodnym.
Preto tymto sposobom vznikaji dve Uplne identické molekuly, v ktorych vzdy jeden retazec
je povodny a druhy je novo doplneny, obe st teda spolovice origindlom a spolovice kopiou.

Prerusovane
syntetizovany DNA priméza
ret'azec DNA ligaza RNA primer

\ DNA polymeraza

topoizomeraza

i 14 DNA polymers
Kontinualne polymeréza

syntetizovany
retazec

helikaza

SSB protein

Obr. 10 Schéma semikonzervativnej replikacie DNA. Orientacia helikazy naznacuje smer pohybu
replika¢nej vidlice, prazdne Sipky urCuju smer syntézy nového retazca. (http:/www.clker.com,
upraveng)

Takymto relativne komplikovanym spdsobom za ucasti velkej enzymatickej vybavy
prebieha replikacia obrovskych DNA molekul v zivych bunkach (in vivo). Na replikaciu
kratkych DNA fragmentov v umelych podmienkach sta¢i samotnd DNA polymeraza; na tejto
skutoCnosti stavia metdda Siroko vyuzivana v biologickom vyskume a diagnostickej praxi,
polymerdzova retazova reakcia (PCR); podrobne;jsi popis PCR je uvedeny v d’alSom texte.

Expresia génu

Pod génom rozumieme jednotku genetickej informdcie, ktora zodpoveda za nejaky fenotypo-
vy znak v najSirSom slova zmysle; fenotypovym znakom mdze byt morfologickd vlastnost,
fyziologicky proces, ale aj pritomnost’ konkrétnej latky v organizme. Existuje cely rad
definicii génu, pre nas ucel postaci chapat’ gén ako tsek na molekule DNA, ktory nesie tuto
informaciu. Kazd4d molekula DNA obsahuje mnozstvo génov: v pripade Cloveka je v jadre
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bunky pritomnych 23 parov molekil DNA (chromozomov), pricom celkovy pocet génov je
cca 30000, na jednu molekulu teda radovo pripadaji stovky az tisice génov. Miesto na
molekule DNA (chromozéme alebo organelarnej molekule DNA), kde je gén alebo iny
konkrétny usek lokalizovany, sa oznacuje terminom lokus.

Expresia génu je jeho vyjadrenie v nejakom fenotypovom znaku, ktory dany gén
kontroluje. Na molekuldrnej trovni je vysledkom expresie molekula RNA alebo (Castejsie)
molekula proteinu, ktord tym Ze plni svoju enzymaticku, stavebnt, prenosovu ¢i inu funkciu
v bunke prispieva k vytvoreniu daného fenotypového znaku.

Syntéza proteinu prebieha v dvoch krokoch. Prvym krokom je prepis (transkripcia), pri
ktorom sa na zaklade informécie ulozenej v DNA syntetizuje molekula RNA. Moze ist
o molekulu, ktora sama plni nejakt funkciu v bunke (ribozémova, transferova, mala jadrova
RNA, mikroRNA, ribozym...) alebo nesie informaciu pre syntézu polypeptidu (mediatorova
RNA: mRNA; messenger RNA). Druhym krokom je preklad (transldcia), pri ktorom sa na
zaklade informacie v mRNA syntetizuje molekula polypeptidu.

Gény nie su exprimované¢ trvale, ich aktivita je riadend. Pred samotnou sekvenciu génu je
predradeny (t.j. nachadza sa na 5’ konci génu) tsek oznaceny ako promotor, ktory ma
funkciu ,,vypinaca‘ génu. Okrem toho sa ako pred 5’ koncom tak aj za 3’ koncom génu mozu
nachadzat’ useky, ktoru zosiliiuju ¢i zoslabujii mieru expresie (enhancers, silencers; obr. 11).
Tieto sekvencie su sucastou nekodujicich usekov, ktoré oddel'uju jednotlivé gény, oznaco-
vanych ako oddelovace (spacers).
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riadiace elementy (enhancer, silencer) transkripcie sekvencia transkripcie
DNA /]\ N exén intrén exén intrén  exdén
X NN K
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promoter transkripcia
poly-A signal
primdrny 6 intrén exon intrén exén |
transkript RNA 5’ — R 3’
(pre-mRNA)
Wstrlhnute< 4 sostrih
introny
koédujuci segment génu
mRNA G PP P—— T ARA--ARA
\ Y - o Y
5’-cap 5" UTR iniciacny terminacny 3’ UTR  poly-A koniec

koddn koddn

Obr. 11 Struktira eukaryotického génu a schéma transkripcie a zostrihu RNA

Transkripciu riadi enzym RNA polymeréza. Inicidciu transkripcie umoziuje naviazanie sa
malého proteinu (transkripného faktora) na sekvenciu v promotore génu s priemernou
dizkou okolo 10 bp (5-30 bp), transkripény faktor nasledne umoziuje naviazanie RNA
polymerazy. Jej fungovanie je obdobné ako DNA polymerazy pri replikacii. Enzym najprv
rozdeli vodikové mostiky medzi retazcami DNA, a nasledne syntetizuje molekulu RNA tak,
ze ku kazdému nukleotidu v jednom z retazcov DNA, oznaCovanom ako templatovy resp.
antikddujuci retazec, prirad'uje nukleotid RNA, ktory je k nemu komplementarny. Rovnako
ako pri replikacii plati, Ze ako material slizia molekuly nukleozidtrifostatov (NTP), energia
pre pripojenie nového nukleotidu k retazcu RNA kovalentnou védzbou je ¢erpand z makro-
ergickych vézieb medzi fosfatovymi zvysSkami. Ked'ze neprepisovany retazec DNA je tiez
komplementarny k templatovému retazcu, mé rovnaku sekvenciu nukleotidov ako novovy-
tvorena RNA, preto sa oznacuje ako kddujtci retazec.
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Obr. 12 Schéma fungovania
RNA polymerazy pri tran-
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Funk¢né molekuly RNA spravidla nepodliehaju rozsiahlejsim d’al§im tpravam, na rozdiel
od molekul RNA nesucich informaciu pre syntézu proteinov. U eukaryotov gény spravidla
nie su suvislé, obsahuji useky ktoré si podkladom pre translaciu (exony) a useky, ktoré nie
su prekladané (intrény). Prepisovany je vzdy cely usek génu. Produktom prepisu ale nie je
hotova molekula mRNA, ale tzv. primarny transkript (pre-mRNA), ktory podlicha d’alSim
upravam. V procese zostrihu (splicing) sa introny z primarneho transkriptu vystrihnit a do
mRNA sa spoja len exony (obr. 11). Pri niektorych molekulach RNA prebieha zostrih
autokatalyticky (teda bez ucasti d’alSich molekul), ale vicSinou ho zabezpecuje tutvar
oznacovany ako spliceozom, zlozeny z komplexov malej jadrovej RNA (small nuclear RNA,
snRNA) a proteinov. Okrem toho sa na 5’ koniec pripoji 7-metyl-guanozinovy nukleotid (5°-
cap), ana 3’ koniec sa pripoji retazec adeninovych nukleotidov (polyadenylovy retazec),
ktory mRNA chréani pred rychlym odburanim RNazami. AZ takto opravend (zreld) mRNA
moze sluzit' ako zdroj informacie pre preklad. U prokaryotov sa v génoch kodujucich
proteiny introny spravidla nevyskytuju, cely gén je tvoreny jedinym exénom. V sekvenciach
koédujtcich funkéné molekuly RNA (najmé tRNA) sa introny vyskytnut’ mézu, v tom pripade
zostrih prebieha autokatalyticky.

U eukaryotov mdze dochadzat’ k alternativnemu zostrihu: z rovnakého primarneho tran-
skriptu m6zu byt vytvorené rozne alternativne molekuly mRNA z dosledku zaradenia resp.
vynechania konkrétnych exénov, ¢o vedie k vytvoreniu viacerych rozdielnych produktov
(polypeptidov), odrazajucich sa na rozdielom fenotype buniek.

Pri translacii (preklade) je na zdklade informacie v  mRNA syntetizovand molekula
polypeptidu, ktora tvori zaklad proteinu. Prebieha v cytoplazme, ¢o v pripade eukaryotov
znamend, ze molekula mRNA musi byt transportovand cez jadrovi membranu do
cytoplazmy. Translaciu katalyzuje Gtvar oznaCovany ako ribozém, ktory je tvoreny z cca 2/3
nukleovou kyselinou (ribozémovou RNA; rRNA) a z 1/3 proteinmi, s dvomi podjednotkami.
Velkost' tychto podjednotiek je kvantifikovand na zaklade sedimentacnej rychlosti pri
cetrifugacii v Svedbergovych jednotkach (1S=10"'*s7!); sedimenta¢na rychlost zavisi od
velkosti a tvaru, teda Svedbergove jednotky nie st aditivne, sucet zloziek neddva velkost
celého utvaru. Velkost’ ribozémov u prokaryotov je cca 70S (malad podjednotka 16S rRNA +
21 proteinov = 30S, velkd podjednotka 23S + 5S rRNA + 31 proteinov = 50S), u eukaryotov
je cca 80S (mala podjednotka 18S rRNA + 33 proteinov = 408, vel'ka podjednotka 28S +
5,8S + 5S rRNA + 49 proteinov = 60S). U prokaryotov su ribozémy lokalizované volne
v cytoplazme, u eukaryotov je viacSina naviazand na membrany endoplazmatického retikula.
Mitochondrie a chloroplasty maji vlastné ribozémy, ktorych velkost je rovnaka ako
u prokaryotov (cca 60S); preklad génov tychto organel prebieha priamo v nich.
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Informéciu pre zaradenie aminokyseliny do vytvaraného polypetidového retazca predsta-
vuje trojica nukleotidov mRNA, oznacovand triplet resp. kodon. Na translacii sa zic¢astiiuje
d’alsi typ RNA molekul, transferovda RNA (tRNA), ktord ma tvar deformovaného trojlistka
(schematické zobrazenie, skuto¢ny trojrozmerny tvar je odlisny) s tromi sluckami a Styrmi
stopkami, ktoré su stabilizované parovanim komplementarnych baz. Na 3’ koniec tRNA
(koniec tzv. akceptorovej stopky) sa navdzuje aminokyselina, a na strednej slucke (anti-
kodonova slucka) je trojica baz, predstavujlca tzv. antikodon. Sparovanie aminokyseliny so
spravnou tRNA (tRNA so spravnym antikodénom) zabezpecujii enzymy aminoacyl-tRNA-
syntetazy, ktoré maju dve aktivne miesta. Tvar jedného z nich umoziuje pripojenie vylucne
tRNA so spravnym antikodéonom, do druhého zapadne vylu¢ne aminokyselina so spravnym
zvysSok (bo¢nym ret'azcom). Nasledne enzym prepoji obe molekuly esterovou vdzbou (obr.
13).

AA ___AARNASS
LR /4 ‘/"." -
@
) 2
\'("".
4"4)_4 l ' ‘LT}
&g O \

MRNA 5——oce-
kodon
Obr. 13 Tvar molekuly tRNA (vlavo) aschéma fungovania aminoacyl-tRNA-syntetazy. AA —
aminokyselina, AA-tRNA-S — aminoacyl-tRNA-syntetaza

Pri preklade sa mal4 podjednotka ribozému pripoji na molekulu mRNA v mieste, kde sa
nachadza trojica nukleotidov AUG, ktora predstavuje tzv. iniciaény kodon. Néasledne sa na
cely komplex pripoji tRNA, ktora ma komplementarny antikodéon CAU (pripominam, ze
sekvencia sa zapisuje vzdy v smere 5’—3’) ana 3’ konci ma naviazanii aminokyselinu
metionin. Nasledne sa pripoji vel'ka podjednotka ribozému a cely komplex je pripraveny na
d’alSie predlZzovanie. Na kazdom ribozéme st tri miesta pre vizbu tRNA: aminoacylové
miesto (A), do ktorého vstupuje tRNA a naviazanou aminokyselinou (komplex AA-tRNA),
peptidylové miesto (P), v ktorom sa nachadza tRNA s narastajucim peptidovym ret'azcom,
avystupné¢ miesto (E), vktorom tRNA po odpojeni aminokyseliny ajej pripojeni
k peptidovému retazcu opusta chromozém. Genetickd informacia v mRNA je Citand po
kodonoch, teda trojicich za sebou nasledujucich baz. mRNA sa postva cez ribozoém
analogicky ako dierna paska cez ¢itaciu hlavicu v starych pocitacoch (presnejsie, ribozém sa
posuva po molekule mRNA). Ked’ sa ribozom posunie o jeden kodon, do miesta A moze
vstipit’ a na mRNA sa naviazat’ len taka tRNA, ktora ma presne komplementarny antikodon;
ziadna ind tRNA by s kodonom nedokdzala vytvorit’ vodikové vazby a ani priestorovo by
nezapadla do kodonu mRNA v aminoacylovom mieste. Po pripojeni AA-tRNA na mRNA
aminokyselina na nej prepoji s peptidovym retazcom, naviazany na tRNA v peptidylovom
mieste, ¢im sa tRNA v P mieste uvolni. Nésledne sa ribozom posunie po mRNA o d’alsi
kodon. Uvolnena tRNA sa tym dostava do vystupného miesta (E) a ribozom optsta, a uvol'ni
sa A miesto, do ktorého moze vstupit’ d’alSia AA-tRNA (obr. 14).
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vézba kodon- Obr. 14 Schéma priebehu translacie. AA-tRNA —
-antikodon komplex tRNA s naviazanou aminokyselinou

vstupny
kanal
tRNA AA-tRNA
vystupny
kanal
polypeptidu AA-tRNA

polypeptid — =

Poradie kodonov v mRNA teda urCuje poradie aminokyselin v polypeptide. Bizy mRNA
(predstavujice pismena genetického koédu) su Styri (A, C, G, U). Kodon predstavuje vzdy
trojica baz, geneticky kod teda poskytuje 4° = 64 moznych kombinacii. Esencialnych
aminokyselin je len 20. Geneticky koéd je teda nadbytoény (redundantny), viaceré triplety
mozu koédovat’ rovnaka aminokyselinu, priCom ich pocet sa mdéze pohybovat od 1 (napr.
UGG - tryptofan) po 6 (UUA, UUG, CUN - leucin). U mnohych tripletov rozhoduje o
naviazanej aminokyseline len prva dvojica baz (od 3’-konca), tretia baza uz nema informacny
vyznam (tab. 2). Tri kodony (UAA, UAG, UGA) st terminacné, signalizujii ukoncéenie
translacie a odpojenie produkovanej molekuly polypeptidu od ribozému. Kodéon AUG
kédujiici metionin je iniciacny, signalizuje zaciatok translacie. Preklad u eukaryotov vzdy
zacina od tripletu AUG, ktory sa nachadza najblizsSie k 5° koncu mRNA. Preto polypeptidy
zacinaji metioninom, niekedy je tato aminokyselina pri posttranslaénych Gpravach z retazca
odstiepena.

Tab. 2 Geneticky kod (kodony v mRNA, im zodpovedajice aminokyseliny, ich trojpismenové
a jednopismenové skratky)

Baza
2.
1 3.
u Cc A G
uuu Fenylalanin ucu Serin UAU Tyrozin uUGU Cystein U
YRR Phe (F) ; TEN Ty N cys (o)
U | uucC Fenylalanin ucc Serin Ser (S) UAC Tyrozin uGC Cystein C
er
UUA | Leuin . |UCA| Serin UAA term UGA A
eu
uuG Leucin UCG Serin UAG term UGG | Tryptofan Trp(W) | G
Cuu Leucin CCcu Prolin CAU Histidin His (H) CGU Arginin U
is
C | CuC Leucin CCC Prolin CAC Histidin CGC Arginin [
. Leu (L) ; Pro (P) ; o Arg (R)
CUA Leucin CCA Prolin CAA Glutamin Gin (Q) CGA Arginin A
n
CUG Leucin CCG Prolin CAG Glutamin CGG Arginin G
AUU Izoeucin ACU | Treonin AAU Asparagin AGU Serin U
. ] . Asn (N) ] Ser (S)
A | AUC Izoeucin lle(l) | ACC | Treonin Thr (T) AAC Asparagin AGC Serin C
r
AUA Izoeucin ACA | Treonin AAA Lyzin Lys (K) AGA Arginin Arg (R) A
S r
AUG | Metionin (ini) Met (M) | ACG | Treonin AAG Lyzin y AGG Arginin 9 G
GuUuU Valin GCuU Alanin GAU | Kys. asparagova Asp (D) GGU Glycin U
S
G | GUC Valin GCC Alanin GAC | Kys. asparagova P GGC Glycin C
; Val (V) ; Ala (A) L . Gly (G)
GUA Valin GCA Alanin GAA | Kys. glutdmova Glu (E) GGA Glycin A
u
GUG Valin GCG | Alanin GAG | Kys. glutamova GGG Glycin G
ini — iniciacny kodén zacina translaciu, term — termina¢ny (STOP) kodén ukoncuje translaciu

kysly zvySok I:Ibézicky zvySok I:Ipolémy zvySok I:Inepolémy zvySok
term

terminac¢ny kodén

Citanie refazca mRNA je nepretrité, ak teda dojde k vsunutiu alebo vypadnutiu (inzercia/
delécia) jedného alebo niekol’kych nukleotidov, zmenia sa od miesta mutacie vSetky triplety a
teda aj vSetky aminokyseliny zaradené do polypeptidu. Ak dojde k bodovej mutacii (zdmena
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jedného nukletidu za iny), zmeni sa len jedna zaradend aminokyselina, aj to len v pripade, ze
mutacia nie je synonymna (t.j. ze povodny a mutovany triplet koduji rézne aminokyseliny).
Na jednu molekulu mRNA je Casto naviazanych viac ribozémov sucasne, takze paralalne
prebicha syntéza viacerych identickych polypeptidovych molekul. Pri prokaryotoch casto
prebiehaju vsetky procesy sucasne: na eSte nedokonceny retazec mRNA sa pripdjaju
ribozémy, syntetizuji molekuly polypeptidov, a od 5’ konca stcasne je mRNA postupne
degradovana RNézou.

Geneticky kdd je univerzélny, teda funguje rovnako pri vSetkych organizmoch, co je tiez
jednou zo znamok spolo¢ného evolucného pdvodu vsetkych zivych organizmov. U viacerych
taxonov existuju sice vynimky, ale platia vzdy pre cely taxon a uplatiiujii sa zakonite (napr.
v mitochondriach stavovcov triplet UGA kéduje tryptofan, Co ale plati pre vSetky stavovce
a vylucne pre mitochondrie, pri jadrovych génoch je kodon UGA vzdy terminacny).

Translacia mRNA teda vzdy prebieha rovnakym spdsobom, z rovnakej predlohy nemozu
vznikat rozdielne produkty. Mnohé proteiny st vSak nasledne modifikované v ramci
posttranslaénych uprav: je z nich odbtrand urcita ¢ast, mozu sa na ne navidzovat’ nepeptidové
zlozky a pod. Mnohé proteiny su oligomérne, alebo su funkéné len po naviazani d’alSich
organickych molekul (sacharidov, lipidov, hému atd’.), anorganickej zlozky (spravidla
kationy kovov) apod. Posttranslacné upravy, konformacné zmeny (alosterické proteiny),
alternativny zostrih a d’alSie procesy vysvetluju, preco je pocet rozlicnych proteinv v bun-
kach spravidla radovo vyssi, nez pocet kddujucich génov. Napr. u Cloveka sa pocet génov
odhaduje na cca 30000, pocet RNA transkriptov na cca 100000, ale pocet proteinov na cca
1000000. Vyskyt a mnozstvo konkrétnych proteinov moze byt modifikovany casto v zavis-
losti na prostredi, v ktorm sa jedinec vyskytuje. Preto sa len urcita Cast’ proteinov
s konStantnou Groviiou expresie a stabilnou Strukturou hodi ako identifikaéné markéry.

Genom

Celkova geneticka informacia bunky (kodujtice aj nekddujtice useky) sa oznacuje terminom
gendém. Velkost genému a aj pocet génov v jeho ramci zavisi Ciastocne od komplexnosti
organizmu, ale Ciasto¢ne je vysledkom evolucie gendému, organizmy s rovnakou zlozitost'ou
stavby tela m6zu mat’ zdsadne rozdielne vel'kosti gendmu (obr. 15, tab. 3).

Nie vsSetky nukleotidy v retazci DNA maji informacny vyznam. Sekvencie, ktoré su
exprimované do fenotypovych znakov predstavuju u mnohobunkovych eukarytov len zlomok
z celkovej dizky DNA (tab. 3). Sti¢astou genému su predovietkym rozne typy repetitivnych
(opakovanych) sekvencii. Ich podstatnu Cast’ tvoria transponibilné elementy (transpozoény),
ktoré predstavuju ,,molekularne parazity*, pravdepodobne pdvodne virusy (RNA virusy pri

Tab. 3 Velkost’ gendmu vybranych organizmov

Organizmus Velkost genomu (bp) Odhadovany pocet génov
Virus A 48500 50
Escherichia coli 4,6.10° 4300
Saccharomyces cerevisae 1,3.107 6200
Aspergillus fumigatus 1,58.107 14000
Caenorhabditis elegans 9,7.10’ 19000
Drosophila melanogaster 1,8.10% 13600
Mus musculus 2,7.10° 22-30000
Homo sapiens 2,9.10° 28-35000
Arabidopsis thaliana 1,25.10° 25500
Populus trichocarpa 4,85.10% 45000
Zea mays 2,2.10° 42-56000
Triticum aestivum 1,6.10"° 107000
Pinus sylvestris 2,5.10!° 30000
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Obr. 15 Rozsah velkosti genomu
jednotlivych vyssich taxonov

Tab. 4 Charakteristika gendmu smreka oby¢ajného (Picea abies Karst.) (Nystedt et al. 2013)

Charakteristiky genému
Velkost haploidného genomu 19,6 Gbp
Karyotyp 2n =124
Podiel parov GC 37,9%
Repetitivne sekvencie
LTR retrotranspozoény, z toho
Gypsy 35%
Copia 16%
ostatné 7%
LINE retrotranspozony 1%
DNA transpozony 1%
Ostatné 10%
Sekvencie génov 2,4%
Anotacia genébmu
Pocet génov 28354
Priemerné diZka exdnov 312 bp
Priemerné diZka intrénov 1017 bp
Priemerna hustota génov 1,418 Mbp™!
Pocet transpozonovych sekvencii 284587
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retrotranspozonoch, DNA virusy pri DNA transpozénoch), ktoré sa v priebehu evolucie
zabudovali do gendému hostitel'a. Su schopné presuvat’ sa na nové miesta v gendme
a zmnoZzovat sa, a obsahuju gény resp. sekvencie, ktoré im presun a zmnozovanie umoziuji
(pocet transpozonovych sekvencii ¢asto nasobne prevysSuje pocet vlastnych génov organizmu,
vid’ tab. 4). Napriklad element mariner sa vyskytuje u vacsiny zivo¢ichov (v genome Cloveka
sa pocet kopii odhaduje na 14000 s celkovou dizkou 2,6 Mbp) a dokonca aj u niektorych
prvokov. Dalsiu skupinu repetitivnych sekvencii predstavuji tandemové opakovania kratkych
sekvencnych motivov (minisatelity a mikrosatelity).

Struktira bunky a bunkovy cyklus

Prokaryoticka bunka

Bunka prokaryotov (archei a baktérii) je relativne jednoduchy utvar. Od prostredia je
oddelena bunkovou membranou zlozenou z dvojvrstvy fosfolipidov, a bunkovou stenou,
ktora je pri baktéridch tvorend mureinom (peptidoglykdn; polymér sacharidov
a aminokyselin), uarchei pseudomureinom (analogicky komplex s mierne odliSnou
chemickou Struktarou). Cytoplazma nie je rozdelend na kompartmenty, teda bunka nema
diferencované jadro ani organely. DNA je obsiahnuta v tzv. bakteridlnom chromozome
(nukleoide), a je tvorena jednou kruhovou molekulou DNA, ktora je volne ulozena
v cytoplazme. Okrem nej sa v bunkdch prokaryotov cCasto nachadzaju plazmidy, malé
kruhové molekuly DNA, ktoré st tiez obsahuju gény schopné expresie (obr. 15).

Obr. 15 Schéma struktary typickej bakteridlne;
bunky

kapsula
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cytoplazmaticka
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plazmid

bakterialny
chromozém
riasinky

ribozém

Prokaryoty su spravidla jednobunkové, niektoré su schopné vytvarat’ mnohobunkové
koldnie (cyanobaktérie, myxobaktérie). Aj ked’ v ramci kolonii méze dochadzat’ k ¢iastocne;j
diferenciacii buniek, nevytvaraji Specializované zoskupenia (pletivd, organy, organizmy)
porovnatel'né s mnohobunkovymi eukaryotmi. Ich bunkovy cyklus je relativne jednoduchy.
Bunky rastt az do dosiahnutia kritickej velkosti. Nésledne replikuju svoju DNA: replikacia
zaCina na Specifickom mieste na chromozéme (lokus ori), v ktorom je molekula DNA
prichytend na bunkovii membranu. Syntéza vonkajSej membrany prebieha paralelne
s replikaciou, fosfolipidové molekuly dopiiané medzi oba lokusy ori s postupujiicou
replikdciou odtahuju dcérske molekuly DNA k opaénym poélom bunky. Bunka sa potom
fyzicky rozdeli vytvorenim deliacej priehradky (septum; bunkovd membrana a bunkova
stena). Rozdelenie buniek (cytokinéza) zacina vchlipenim plazmatickej membrady po obvode
bunky, priCom novosyntetizovany material septa je postupne pridavany v rovine bunec¢ného
delenia. Tento proces sa oznacuje ako binarne delenie. Druhym mechanizmom je pucanie: na

22



jednom konci materskej bunky sa vytvori pucik, ktory postupne narastd, a ked’ dorastie do
velkosti materskej bunky, oddeli sa.

Eukaryoticka bunka

Struktiira bunky

V porovnani s prokaryotickou bunkou je bunka eukaryotov komplikovany a vysoko
organizovany utvar. M4 samostatné jadro, oddelené od cytoplazmy fosfolipidovou jadrovou
membranou, ktoré obsahuje najvacsiu cast DNA. Eukaryoticka bunka je vnutorne rozdelend
na kompartmenty a obsahuje mnozstvo organel, ktoré predstavuji relativne samostatné
stgasti so $pecializovanymi funkciami. Specificky typ organel predstavujii (semi)autonémne
organely, ktoré si vybavené vlastnou DNA. Patria k nim mitochondrie, zabezpecujice
aerobnu respiraciu a produkujice ATP ako hlavny zdroj energie pre biochemické procesy.
Dal§iu skupinu autonémnych organel, ktora sa vyskytuje len v bunkach rastlin, rias a u
niektorych skupin jednobunkovych organizmov tvoria plastidy, predovSetkym_chloroplasty,
vykonavajuce fotosyntézu. Predstavuji zbytky endosymbiotickych baktérii (v pripade
mitochondrii a-proteobaktérii,v pripade chloroplastov cyanobaktérii), ktoré eukaryoticka
bunka v davnej evolucii pohltila a ktoré sa stali jej sucastou. O bakteridlnom pdvode svedci
Struktara ich molekuly DNA, ktord je rovnako ako u baktérii kruhova. V priebehu evolucie sa
cast’ génov suvisiacich s aktivitou organel presunula do jadra, v sucCasnosti je funkcnost’
organel zavislda na interakcii s jadrovymi génmi. Autonémne organely si schopné
autoreprodukcie; nevznikaju de novo, ale delenim existujicich organel (obr. 16).
Mechanizmus delenia u nich je rovnaky ako u prokaryotickej bunky.

jadro jadro cvtoplazmaticka Obr. 16 Schematické zobrazenie
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Chromozom

Rozhodujucim znakom eukaryotickej bunky je pritomnost jadra, ktoré predstavuje
samostatny utvar odeleny od cytoplazmy jadrovou membranou a obsahuje geneticky
materidl. Molekula DNA v jadre eukaryotickych buniek je na rozdiel od prokaryotov
linearna, teda nie je uzavreta. Je organizovand do vyssich Struktar, aby s fiou bunkovy aparat
mohol pohybovat’ pri deleni bunky. Je navinuta na nukleozémy, malé¢ komplexy histonovych
proteinov s priemerom 11 nm (8 molektl histonov vytvara nukleozém). Nukleozomy su
nasledne spakované (hyperspiralizované¢) do 30 nm hrubého chromatinového vlékna, ktoré
vytvara sluéky s dizkou cca 300 nm. V jednej slucke je cca 1000 nukleozémov. V tejto
Struktare je molekula DNA uloZena v jadre v interkinéze, teda ‘k'udovom’ obdobi, ked sa
bunka nedeli. Pocas delenia dochadza k d’alSej kondenzacii vlakno DNA vytvéra utvar s
hribkou cca 0,7 pm a diZkou radovo niekolko mikrometrov oznadovany ako chromozém
(obr. 17). Casti DNA kédujice aktivne prepisované gény st spakované volnejsie a tvoria tzv.
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euchromatin, naopak neaktivne Casti st tesnejSie asociované s podpornymi proteinmi a tvoria
heterochromatin.

Na chromozéme su pozorovatelné niektoré typické tutvary. V ramci chromozému sa
nachadza Usek oznaCovany ako centroméra, ktory sa javi ako z(zené miesto. Pri bunkovom
deleni sa molekula DNA musi replikovat, chromozom sa v tomto $tadiu sklada z dvoch
sesterskych chromatid, ktoré zostavaji spojené v centromére az do delenia, chromozém ma
teda tvar X (obr. 17). Centroméra deli chromozém na dve ramend, ktoré moze byt priblizne
rovnaké (metacentricky chromozoém) alebo je centroméra umiestnend v blizkosti teloméry
(akrocentricky chromozoém), pripadne na konci chromozému (telocentricky chromozém).
Ramena su ukoncené telomérami, ktoré chrania chromozoém pred postupnym odburavanim
pri kazdej replikacii. Teloméry maji Specificku Struktiru a podobne ako centroméra su
tvorené tandemovo opakovanymi neexprimovanymi sekvenciami.

Obr. 17 Snimka zelektronového mikroskopu
zobrazujica  chromozom v §tadiu  maximalnej
kondenzacie, pocCas metafazy mitotického delenia
(http://bioweb.wku.edu/courses/Biol 1 15/wyatt/wku/
mitosisa. htm)

Pocet chromozoémov v jadre bunky urcuje jej ploidiu. U eukaryotov dochddza ku
striedaniu  haploidnej generacie (bunky ktorej obsahuji jednu sadu chromozémov,
a diploidnej generacie, kde obsahuju dve sady chromozomov. U zivocisnych druhov je
haploidna generéacia zredukovana na jednu bunku (pohlavnd bunka; gaméta). Pri vacSine
rastlin je haploidnd generdcia mikroskopicky viacbunkovy utvar (gametofyt), priCom jedna
z buniek plni funkciu gaméty. Splynutim samcej a samicej gaméty pri oplodneni vznika
diploidné zygota, z ktorej pri zivo¢ichoch a vacSine rastlin vznikaju postupnym bunkovym
delenim somatické bunky tvoriace samotny makroskopicky organizmus. Vynimku tvoria
napr. machorasty, kde makroskopické stadium predstavuje haploidny gametofyt.

U diploidnych organizmov somatické bunky obsahuju po dvoch exemplaroch kazdého
chromozému, teda dve koépie kazdej molekuly DNA ateda aj po dve kopie kazdého génu
resp. nekddujucej sekvencie. Chromozomy tvoriace takuto dvojicu sa oznacuji ako
homologické, spravidla obsahuju rovnaku sadu génov (ale nie nutne rovnaké varianty
kazdého génu) resp. inych sekvencii, vrovnakom usporiadani. Organizmy ale mdézu
vykazovat’ aj vysSie stupne ploidie, t.j. mézu obsahovat’ viac ako dve chromozémové sady;
tento jav sa oznacuje vSeobecne ako polyploidia.

Na rozdiel od jadrovej DNA organelarna DNA sa dedi iba od jedného z rodi¢ov, kazda
bunka teda obsahuje len po jednej kopii kazdého mitochondridlneho ¢i chloroplastového
génu. Autonomne organely sl samozrejme obsiahnuté v oboch gamétach (samicej aj samcej),
ale po oplodneni st organely od ,,nespravneho* rodi¢a odburané a bunka si ponechava len
organely jedného z rodicov. Vo velkej vacSine pripadov je tym rodi¢om matka, ale existuji
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aj vynimky; napr. v celej Cel'adi Pinaceae (vSetky eurdpske hospodarsky vyznamné ihlicnany)
sa chloroplastovd DNA dedi po otcovi.

Bunkovy cyklus a mitoza

Jednobunkové eukaryoty sa Casto rozmnozuju aj klonalne, nepohlavnou cestou. U mnoho-
bunkového organizmu je rast nutne spojeny so zva¢Sovanim poctu somatickych (telovych)
buniek, ¢o si vyzaduje ich delenie. V oboch pripadoch kazda novovytvorena dcérska bunka
musi ziskat’ celi a nezmenenu dedi¢ntl informéciu, ktord bola obsiahnutd v materskej bunke.
Takéto rozdelenie dedicného materidlu zabezpecuje mechanizmus delenia, oznacovany ako
mitdza.

Bunka eukaryotov v priebehu svojho Zivota prechadza viacerymi fizami (obr. 18). Sta-
dium medzi dvomi mitotickymi deleniami sa oznacuje ako interfdza alebo interkinéza, pocas
ktorej su molekuly DNA relaxované, rozvinuté, a svetelnym ani elektrénovym mikroskopom
v jadre nie su viditelné. Nové bunky vzniknuté delenim obsahuji po jednej kopii kazdej
molekuly jadrovej DNA (t.j. kazdy chromozom je tvoreny jednou dvojzéavitnicou DNA
navinutou na nukleozémy). Toto Stadium sa oznacuje ak Gi (z angl. gap, t.j. medzera), v jeho
priebehu bunky rastu, zvac¢Suji svoj objem. Pocas G; dochadza k expresii génov a prebicha
enzymaticka aktivita nutnd pre syntézu stavebnych a d’al§ich latok nutnych pre Zivot bunky.
Nasledne bunka vstupuje do fadzy S (symthesis), v ktorej dochadza k replikacii (syntéze)
novych molektl DNA. Na konci S fdzy sa kazdy chromozém skladd z dvoch sesterskych
chromatid, teda dvoch dcérskych, replikovanych molekil DNA, ktoré zostavaju spojené
v mieste centroméry; spojenie sprostredkivaju Specifické proteiny, viazuce sa na tandemovo
opakované sekvencie v centromére. Expresia génov je utlmena s vynimkou génov pre
histény, nutné pre stabiliziciu vytvorenych dcérskych DNA molekul. Dalsou fazou inter-
kinézy je G faza, v ramci ktorej d’alej narastd objem bunky, obnovi sa expresia génov a tym
aj enzymatickd aktivita nutna pre d’alSiu syntézu latok potrebnych pre fungovanie a stavbu
bunky. G2 je ukoncena mitdzou.

jadrova
membrana

= centriola
“~ s deliacim vretienkom

Obr. 18 Schéma priebehu eukaryotického bunkového cyklu. Zobrazenie interfazovych chromozémov
treba brat’ len ako ilustracné, v skutoc¢nosti nie su v jadre viditeI'né.
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Mitotické delenie prebieha v Styroch fazach. Ked'ze v S-faze prebehla replikacia molekul
DNA, bunka doc¢asne obsahuje po dvoch kopiach kazdej molekuly DNA (kazdy chromozom
tvoria dve chromatidy), ktoré zostavaji spojené v oblasti centroméry. V prvej faze mitdzy,
profaze, sa rozpada jadrovd membrana a chromozémy zacinaju kondenzovat (nukleozémy,
na ktorych je DNA navinutd, sa zaCinaju zhlukovat' a organizovat do vysSich Struktir)
a vytvaraju sa z nich viditeI'né vlakna. Zaroven sa z centriol umiestnenych na poéloch bunky
zaCinaju predlZzovat vldkna deliaceho vretienka, tvorené pruznou bielkovinou, aktinom.
V metafdze sa chromozémy usporiadaju do ekvatoridlnej (,,rovnikovej*) roviny bunky
a vldkna deliaceho vretienka sa ukotvia na proteiny spdjajuce chromatidy v centromére.
V anaféze sa aktinové vlakna deliaceho vretienka zacinaju skracovat, ¢im oddelia sesterské
chromatidy (repliky molekul DNA) kazdého chromozému od seba a kazdu z nich pritahuju
k opacnému polu bunky. Vd’aka tomu st v telofaze kompletné sady molekul nahromadené
kazd4 pri opacnom poéle bunky. Chromozémy sa opét’ deSpiralizuju a okolo kazdej sady sa
obnovuje jadrova membrana, ¢im je ukoncené delenie jadier. Nasledne pocas cytokinézy
dochadza k deleniu cytoplazmy sformovanim deliacej priechradky medzi jadrami (lipidova
membrana) a nasledne sformovanim bunkovej steny. Pocet molekul jadrovej DNA v bunke
pocas bunkového cyklu sa teda meni 2n — 4n — 2n. Autonémne bunkové organely
mnohobunkovych eukaryotov sa pocas cytokinézy (rozdelenia buniek po ukonceni
mitotického delenia jadier) rozdelia do oboch dcérskych buniek nahodne. Vzhl'adom na
vel'ky pocet mitochondrii (v priemere 200) aj chloroplastov (20-100) v bunke sa prakticky
s istotou dostant do oboch dcérskych buniek. V nich sa d’alej mnozia rovnakym spdsobom
ako ich prokaryoticki predchodcovia: binarnym delenim alebo pucanim. Jednobunkové
eukaryoty Casto obsahuju mitochondrie resp. chloroplasty len v jedinom exemplari, ich
rozmnozovanie je synchronizované s bunkovym cyklom. V niektorych pripadoch neddjde po
deleni jadier k cytokinéze, takze vznikaju bunky s viacerymi jadrami. Multinukledrne bunky
st bezné u hub, v niektorych tkanivach zivocichov (napr. pecen stavovcov), ale nachadzaja sa
aj v apikalnych meristémoch rastlin.

V mnohobunkovom organizme sa trvale delia len bunky rastovych meristémov resp.
kmenové bunky (a v pripade patogenézy aj rakovinové bunky). S postupnou diferencidciou
(teda nadobudanim Specifickej funkcie, ktorti bunka v organizme plni) sa schopnost’ delenia
straca a bunka (spravidla) po ukonceni G vstupuje do kl'udového stavu (Go), v ktorom bunka
plni svoju funkciu v organizme az do ukoncenia svojej Zivotnosti apoptézou (programovana
smrt’ spojend s organizovanou deStrukciou bunky) alebo nekrézou (,.ndsilnd* smrt’ bunky
v pripade poskodenia).

Z hladiska forenznych analyz je relevantnym aspektom mechanizmov replikacie a mito-
tického delenia skutocnost’, ze zaist'uju, aby kazda bunka v tele jedinca obsahovala v prin-
cipe presne rovnaku geneticki informéciu. Material odobrany z ktorejkol'vek casti tela
(vratane biologickej stopy, ktoru jedinec zanechd) je teda geneticky identicky. Pri replikacii
dochadza k presnému kopirovaniu poradia nukleotidov v materskej molekule DNA do oboch
dcérskych. Pochopitelne, mechanizmus replikacie nie je dokonaly, dochadza pri fiom
k chybam (vid’ kap. Mutacie). Aj ked bunka ma reparatné mechanizmy na vyhladavanie
a odstrafiovanie tychto chyb, ¢ast’ z nich sa v molekulach DNA uchova a d’alej prenasa pri
bunkovom deleni. Tieto chyby su vSak zriedkavé a ndhodne rozdelené v gendéme. Ak teda
dojde napr. k substitiicii nukleotidu na konkrétnej pozicii v jednej molekule DNA
v konkrétnej bunke, tato sa prenaSa len do dcérskych molekul, ktoré vznikli jej replikaciou,
teda dedi sa len v bunkovej linii, ktord vznikla delenim postihnutej bunky. Iné bunky tato
konkrétnu chybu obsahovat’ nebudu. V DNA izolovanej ztkaniva ¢i biologickej stopy
(radovo z tisicov az milionov buniek, v zavislosti na mnozstve materialu) buda teda molekuly
s touto konkrétnou bodovou mutaciou predstavovat’ zanedbatelny podiel, ktory neovplyvni
vysledok analyzy. Skutoc¢nost’, ze po replikacii DNA zostavaji obe dcérske molekuly fyzicky
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spojené v mieste centroméry, a ze mechanizmus mitdzy zabezpeci, Zze kazda z nich je odtiah-
nutd k opacnym poélom bunky, zase zaistuje, ze kazdd bunka nezéavisle na pocte cyklov
delenia, ktorymi presla, bude obsahovat’ kompletn sadu molekill DNA.

Meioza, vizba génov
Gaméty (pohlavné bunky) musia na rozdiel od somatickych buniek obsahovat’ len po jednom
exemplari kazdej molekuly DNA. Ak by gaméty boli diploidné, pocet chromozémov v jadre
by sa kazdym cyklom reprodukcie (pri kazdom vzniku zygoty) exponencialne zvySoval (2n
— 4n — 8n — 16n — ...). Rozdelenie dvojice chromozomovych sad (diploidného poctu)
v materskej somatickej na haploidné sady v novovznikajicich gamétach zabezpecuje mecha-
nizmus delenia buniek nazyvany meioza. Meidza predstavuje sled dvoch deleni jadra s
analogickym priebehom faz ako pri mitoze, k redukcii poctu chromozémov dochadza pri
prvom deleni. Rovnako ako pri mitotickom delenim musi eSte v interkinéze dojst’ k replikacii
DNA, opét sa vytvoria dve chromatidy navzdjom spojené v centromére. Profdza prvého
delenia (profaza I) je ¢asovo prediZena a pozostava z piatich §tadii. V leptoténe chromozémy
kondenzuju. V dalSom Stadiu, zygoténe, sa homologické chromozémy navzdjom paruju,
spajaju sa prostrednictvo proteinového spojovacieho komplexu; tento proces sa oznacuje ako
synapsa, pocas ktorej sa chromozémy kondenzuju do stale kratSich a hrubsich Utvarov (pre
pripomenutie: homologické su chromozémy, ktoré obsahuji rovnaké gény resp. iné
sekvencie, usporiadané v rovnakom poradi; jeden z dvojice homologickych chromozémov
jedinec ziskava od matky, druhy od otca. Homologické chromozémy teda obsahuju rovnaké
gény, ale nie nutne rovnaké varianty tychto génov). V dalSom §tadiu, pachyténe, sparované
chromozémy vytvaraji utvar oznacCovany ako bivalent resp. tetrada, tvoreny 4 molekulami
DNA, z ktorych vzdy dve a dve su identické repliky (sesterské chromatidy). Pocas pachyténu
sa_mozu nesesterské chromatidy (teda chromatidy dvoch rozdielnych homologickych
chromozomov) prekrizit, spojit, anavzdjom si vymenit casti. Tento jav sa oznacuje
anglickym terminom crossing-over (slov. prekrizenie) a vedie k rekombindcii alel, teda
vzniku takych kombinécii alel, ktoré sa na pdvodnych chromozdémoch materskej bunky
nevyskytovali. Ku crossing-overu moze dojst’ aj medzi sesterskymi chromatidami, ale tam
nema ziadne genetické nasledky, ked’ze sesterské chromatidy st identické. Prekrizenie je
dobre viditeIné pocas d’alSieho §tadia profazy I, diploténu, pocas ktorého sa sparované
chromozémy trochu od seba oddialia, ale zostavaji spojené v miestach, v ktorych doslo ku
crossing-overu a ktoré sa oznacuji terminom chiazma (ked’ze pripominaji grécke pismeno
chi — x; obr. 19). V poslednom S§tadiu profazy I, v diakinéze, chromozémy nad’alej konden-
zuju a pohybuju sa k ekvatoridlnej rovine bunky. Jadrovd membrana sa rozpada a zacina sa
vytvarat’ deliace vretienko. V metafaze I sa pary homologickych chromozémov usporiadaju
do ekvatoridlnej roviny tak, ze ich centroméry smeruji kazda k opacnému poélu bunky,
a ukotvia sa na ne aktinové vladkna deliaceho vretienka. Ich tahom vldkien sa chiazmy
postupne od centroméry smerom k teloméram oddel'ujt, k definitivnemu rozdeleniu ddjde
pocas anafazy I, ked’ sa homologické chromozomy (stale tvorené dvoma chromatidami, ktoré
ale mdéze mat’ rekombinované segmenty) od seba odtrhnu a su odtiahnuté k opacnym polom
bunky. Pocas analfazy Iteda dochadza k redukcii poétu chromozomov; po jednej sade
chromozoémov sa nahromadi pri kazdom z dvoch polov bunky. Priebeh telofazy I zavisi od
druhu: pri niektorych organizmoch deliace vretienko zanikne, obnovi sa jadrova membrana
okolo oboch dcérskych jadier a chromozémy opit’ dekondenzuja, pri inych sa nové jadra
nediferencujt, chromozémy sa deSpiralizuju len CiastoCne, a dcérske bunky priamo vstupuju
do dalSieho delenia. V kazdom pripade vysledkom I. meiotického delenia je vznik dvoch
dcérskych buniek, ktoré obsahuju po dvoch sadiach molekal DNA. Meioza I ma priebeh
analogicky ako mitdza. Pocas profazy II chromozomy opit kondenzuju a pripdjaji sa
k vldknam nového deliaceho vretienka, v metafaze II sa usporiadaji do novej ekvatorialnej
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roviny (kolmej na povodnu), v anafaze Il su sesterské chromatidy pritahované kazda
k opacnému polu bunky, a v telofdze II sa zhlukuji pri opacnych poloch, dekondenzuju,
a tvorbou jadrovych anasledne cytoplazmatickych membran sa tvoria samostatné¢ dcérske
bunky. Pocet molekul DNA v bunke pocas gametogenézy sa teda meni 2n — 4n — 2n — ln.
Na rozdiel od mitozy, produktom ktorej su dve nové geneticky identické dcérske bunky
(maji rovnaky genotyp ako mala materskd bunka), meiézou sa vytvaraju Styri haploidné
bunky, ktoré nie su geneticky identické (maji rozdielny haplotyp). Dvojice homologickych
chromozoémov, ktoré nesu tie isté gény, ale mézu niest’ rozdielne varianty (alely) tychto
génov, sa pri meioze rozchddzaji do roznych gamét, tento proces sa oznacuje ako segregacia
chromozémov resp. génov pri gametogenéze (obr. 20). Gény, ktoré sa nachadzaju na
rozdielnych chromozémovych paroch, sa kombinuji ndhodne, nezavisle na tom, ¢i konkrétny
variant zdedil jedinec od otca alebo od matky.

Obr. 19 Bivalent tvoreny Styrmi chromati-
dami dvoch homologickych chromozomov
v §tadiu diploténu
(http://www.scilproj.org/IBHbio2 knowledg
e.html)

A B Obr. 20 Schéma segregacie a rekombinacie
génov pri meidze. (1) dvojica homolo-
gickych chromozomov v Gi-faze interkinézy
a b diploidnej zarodo¢nej bunky. Jedinec je

‘ heterozygotny v génoch A4 a B, ktoré su vo
= vzajomnej vizbe: obe dominantné alely (AB)

® ‘ sa nachadzaju na jednom chromozoéme, obe
1 i recesivne alely (ab) na druhom. Pre

nazornost st homologické chromozomy

f aich Gasti zobrazené roznymi farbami. (2)

@ stav po S-faze interkinézy: oba homologické
\ chromozémy su replikované, kazdy je

tvoreny 2 chromatidami, spojenymi v mieste

centroméry,  znazornenej  tmavosivym

A B obdiznikom. (3) bivalent tvoreny repliko-

. vanymi homologickymi chromozdémami v
pachyténe profazy I: dve nesesterské

A b chromatidy sa prekrizili medzi génmi 4 a B

I ! a vymenili si medzi sebou useky od miesta
prekrizenia az po teloméry. (4) stav po

@ a B telofaze II: vznikli 4 haploidné bunky,
g EEE— z ktorych dve maju poévodnu cis-konstelaciu

alel (4B a ab) a dve rekombinovanu trans-
konstelaciu alel (46 a aB).

Chromozom pri meidze zostava jednym celkom. Gény, ktoré sa na iom nachadzaja, sa
preto nemdze volne kombinovat, ale spravaju sa ako jeden subor. Tomuto javu hovorime
viazba génov (angl. linkage), a subor génov, nachadzajuci sa na rovnakom chromozdéme sa
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oznacuje ako vdzbové skupina. Jedinou moznostou, ako sa mo6zu génu na jednom chromo-
zome rekombinovat, je crossing-over. Dvojica nesesterskych chromatid sa medzi dvomi
génmi moze prekrizit' aj dvakrat, v tomto pripade sa obnovi pdévodnd (nerekombinovana)
konStelacia alel, takisto moze dojst’ k viacnasobnym prekrizeniam medzi réznymi dvojicami
nesesterskych chromatid v ramci tetrady. V kazdom pripade pravdepodobnost, ze medzi
dvomi génmi ddjde ku crossing-overu je tym vicsia, ¢im d’alej od seba sa na chromozdéme
nachadzaju. Tato skutoCnost’” sa vyuziva pri mapovani polohy génov na chromozémoch.
Miesto na chromozdéme, kde sa konkrétny gén (alebo ind nukleotidova sekvencia) nachadza,
sa oznacuje terminom lokus.

Chromozémové sada sa naopak pri deleni buniek ako celok nesprava. Heterologické
chromozdmy sa mézu pri tvorbe gamét dostat’ do dcérskych buniek v 'ubovol'nej kombinacii,
preto gény lokalizované na rozdielnych chromozémoch sa rekombinuji vol'ne. Pri diploid-
nych organizmoch (vdc¢Sina rastlin a zivocichov) je teda pocCet moznych kombinacii
chromozoémov v gamétach 2" (kde » je velkost’ haploidnej chromozdémovej sady). V pripade
buka lesného, ktory ma haploidny pocet chromozémov n = 12, je teda aj pri zanedbani
moznosti rekombindcie génov crossing-overom moznost’ vytvorenia 2'2 = 4096 haploty-
povych kombinacii v gamétach, tvorenych jedinym jedincom. V pripade Zeny s 23 dvojicami
homologickych chromozémov (u muza pohlavné chromozémy nie st homologické; vid’
nizsie) je tento pocet 22° = 8388608.

Vizba génov je opit relevantnym faktorom z hladiska forenznych analyz. Urcenie
pravdepodobnosti opakovania genotypu v populécii pri fingerprintingu alebo pravdepodob-
nosti pribuzenstva vychadza z predpokladu volne sa kombinujucich markérov. Pokial’ st
markérové lokusy viazané, odhad vysledku nie je nestranny.

Gonozomy

Vicsina chromozémov sa v diploidnej bunke vyskytuje v paroch, v rdmci ktorych st oba
chromozémy plne homologické, oznacuju sa ako autozémy. Pri mnohych organizmoch je
ovSem pohlavie uréené pritomnost'ou Specifickych pohlavnych chromozémov (gonozémov),
ktoré su na rozdiel od autozémov homologické len z malej Casti alebo vobec. V pripade
cicavcov a dalSich organizmov (typ dedi€nosti Drosophila) sa dvojica pohlavnych chromo-
zomov oznacuje ako chromozomy X a Y. Jedinec s konsteladciou gonozémov XY je samec
(heterogametické pohlavie, vytvarajuce dva rézne typy gamét, v tomto pripade spermii,
urcujucich teda pohlavie potomstva), jedinec s konsteldciou XX je samica (homogametické
pohlavie; samice cicavcov tvoria len jeden typ vajicok).

Na rozdiel od dvojic homologickych autozémov, chromozémy X aY maju odlisSna
morfologiu. Chromozém X je dlhsi a metacentricky (centroméra je priblizne v strede), takze
v mikroskope pripomina pismeno X; chromozém Y je kratsi a akrocentricky (centroméra je
posunutd ku koncu chromozému), tvar pripomina pismeno Y (obr. 21). Medzi dvojicou
chromozémov X v bunke samice mdze dochadzat’ ku crossing-overu, gény na nich sa mézu
rekombinovat’. V bunke sa ale nemaju ako nachadzat’ dva chromozémy Y, a v bunke samca
(konstelacia XY) sa chromozém Y nemoze kombinovat’ s chromozémom X. Chromozom Y
sa teda sprava ako celok bez rekombinacie.

U vtakov, niektorych plazov, motylov a d’alSich organizmov (typ dedi¢nosti Abraxas) sa
gonozoémy oznacuju Z a W; homogametické pohlavie je samec (ZZ), heterogametické samica
(ZW). U viacerych druhov hmyzu (Svaby, rovnokridlovce, niektoré blanokridlovce) jeden
chromozém chyba tplne: jedinec s konstelaciou XX je samica, jedinec s konstelaciou X0
samec (autozoOmy u samca su v paroch, ale gonozém ma len jeden: 0 znamena chybajici
gonozoém), niektoré mory maju konStelaciu opacnu, teda ZZ je samec, Z0 samica.
U socidlnych blanokridlovcov (véely, osy, mravce), ale aj niektorych vosiek, s vyskytuje
haplodiploidné urcenie urcenie pohlavia: z neoplodnenych vaji¢ok sa liahnu haploidné samce
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(na rozdiel od konsStelacie X0 maju aj autozémy len v haploidnej sade), z oplodnenych
samice.

Obr. 21 Snimka metafdzového chromozému Y (vlavo) achromozému X (vpravo) u cloveka
: L (www.berkeley.edu)

Dedi¢nost’ fenotypovych znakov

Autozomdlna dedicnost’ kvalitativnych znakov

V kapitole Expresia génu bol gén definovany ako tsek na molekule DNA, ktory zodpoveda
za nejaky fenotypovy znak. Pojem ‘fenotyp’ sa vztahuje na aktkol'vek vlastnost, ktora je
mozné na jedincovi pozorovat, hodnotit’ ¢i uz kvalitativne alebo kvantitativne. Pre ucely
forenznych analyz je potrebné chdpat’ pojem ‘fenotypovy znak’ v najSirSom moznom zmysle;
nemusi sa nutne jednat’ o pozorovatelny (napr. morfologicky) znak, ale rovnako moze ist
o krvnll skupinu ¢i pritomnost’ konkrétneho fragmentu DNA ¢i frakcie proteinu na géle po
elektroforetickej separacii. Pri takejto definicii bude pojem ‘gén’ zahfnat' nielen sekvencie
DNA prepisované do RNA a prekladané do proteinov, ale aj nekddujiuce sekvencie typu
mikrosatelitov, minisatelitov, intrébnov, spacerov atd’.

Ako bolo spomenuté, somatické bunky vac¢siny organizmov, ktoré su potencidlnym pred-
metom forenznych genetickych analyz, su diploidné, teda obsahuju dve sady homologickych
molekul jadrovej DNA (chromozomov), z ktorych jedna je zdedena od matky a druha od
otca. Ztoho vyplyva, ze velkd vécSina jadrovych génov sa v gendéme bunky vyskytuje
v dvoch exemplaroch, ktoré mézu ale nemusia byt’ identické, mozu ale nemusia predstavovat’
rovnaké varianty génu (alely). Jedinec, ktory od oboch rodicov ziskal rovnaky variant génu
(alelu), sa oznacuje ako homozygot v danom géne, nositel’ dvoch réznych alel rovnakého
génu je heterozygot. Kombindciu alel v konkrétnom géne oznacujeme terminom ‘genotyp’.
Subor alel, ktoré sa nachadzaju na rovnakom useku DNA a dedia sa z rodi¢ov na potomkov
ako jeden celok (t.j. bez rekombinécie) sa oznacuje terminom ‘haplotyp’.

Jednotlivé gény a ich alelické varianty nemusia byt z hladiska fenotypu rovnocenné,
fenotypovy prejav zavisi nielen od pritomnosti alel v genotype, ale aj od ich vzajomného
vztahu. V pripade Uplnej dominancie fenotypovy ucinok jednej alely prekryva fenotypovy
ucinok druhej. Alela, ktora sa oznacuje ako dominantnd, sa fenotypovo prejavi vzdy, ak je v
genotype jedinca pritomna v homozygotnom ¢i v heterozygotnom stave. Fenotypovy prejav
recesivnej alely je dominantnou alelou u heterozygota potlateny, moze sa teda prejavit’ len v
homozygotnom stave. Pri uplnej dominancii je teda fenotyp dominantného homozygota a
heterozygota totozny, odliSuje sa len fenotyp recesivneho homozygota. Prikladom médze byt
Rh-faktor. Krvné skupiny vo vSeobecnosti predstavuju antigény na povrchu ¢ervenych krvi-
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niek, vac¢sina z tychto antigénov su proteiny. V pripade Rh-faktora ide o skupinu antigénov,
najdolezitejsi je antigén D — ak sa na krvinke vyskytuje, ide o skupinu Rh+, ak nie, ide o Rh—.
Syntéza tohoto proteinu je riadend génom s 2 alelami, z ktorych jedna je funk¢éna (syntetizuje
antigén D; rh"), druha nefunk¢na (nesyntetizuje ni¢; r4~). Nezalezi teda na tom, ¢i ma jedinec
genotyp (kombindaciu alel) #A"/rh* (dominantny homozygot) alebo rA*/rh~ (heterozygot),
v oboch pripadoch mé asponi jednu alelu, ktora je exprimovand do antigénu D a ma teda
fenotyp Rh+. Ak ma genotyp rh /rh™ (recesivny homozygot), nema ani jednu alelu, ktora by
bola schopna syntetizovat’ antigén D, a teda ma fenotyp Rh—.

V pripade kodominancie je mozné u heterozygota rozoznat pritomnost oboch alel
v genotype. Prikladom mozu byt opit krvné skupiny systému ABO: opit’ ide o systém
kontrolovany jednym génom s tromi alelemi /4, I# a 0, pricom I a I? si kodominantné,
koédujuce antigény A a B, a 0 je nefunkéna a preto recesivna. Ak je jedinec heterozygot 17,
obe alely su exprimované do dvoch rozdielnych antigénov A a B, jedinec ma teda krvnu
skupinu AB. V pripade krvnej skupiny A nie je moZné rozoznat, ¢i ide o homozygota /I
alebo heterozygota F'0, v oboch pripadoch ma asponi jednu alelu produkujicu antigén
A apreto krvni skupinu A. To isté plati pre krvni skupinu B (%P8, 120). Iba jedinec
s genotypom 00 ma krvnu skupinu 0, teda ziadny antigén na povrchu krviniek.

V niektorych pripadoch je heterozygot fenotypovo intermedidrny, teda predstavuje
prechodny typ medzi oboma heterozygotmi. Napriklad u papul’ky vacsej (Antirrhinum majus)
existuju cervenokveté a bielokveté odrody, ich hybrid (heterozygot) je ruzovy.

Pri kvantitativnych znakoch je mozné fenotypové hodnoty presne zmerat, a teda urcit’ aj
mieru fenotypovej podobnosti ¢i nepodobnosti jednotlivych genotypov. Pri neuplnej domi-
nancii lei fenotypova hodnota heterozygota medzi fenotypmi oboch homozygotov. Ak dizka
Sisky jedného homozygota je 15 cm, druhého homozygota 10 cm a heterozygota 14 cm, tak
alela pre vic§iu dizku §isky prejavuje istd mieru dominancie, ale nie Gplna: heterozygot je
bliz§i homozygotovi s dlhdou $iskou, ale nie je s nim Gplne totozny. Specifickym pripadom
neuplnej dominancie je aditivita — ak hodnota heterozygota je presne v strede medzi
fenotypovymi hodnotami oboch homozygotov (v tomto ilustratnom priklade by heterozygot
mal dizku $isiek 12,5 cm), nie je mozné rozliSovat dominantna a recesivnu alelu, pretoze
ziadna z nich vo fenotype neprevazuje (nedominuje), ale jedna z alel zvySuje fenotypovu
hodnotu, druha nie. Uéinky alel sa s¢itavaju. Pri superdominancii heterozygot prevysuje
svojim fenotypovym prejavom fenotypové hodnoty oboch homozygotov (ak by heterozygot
v ilustra¢nom priklade mal diZku $isky napr. 20 cm, islo by o superdominanciu).

Nazvy génov sa spravidla oznacuju sikmym pismom (kurzivou). Existuje viacero konvencii
pre oznaCovanie alel. Jedna z nich je oznaCovanie dominantnych alel vel’kym pismenom (A4)
a recesivnych alel malym pismenom (a), pripadne u multialelickych lokusov rozliSovanie alel
spodnym indexom (41, 42, A3...). Druha rozoznava bezny typ v populacii (najcastejsia alela,
ktora je spravidla dominantnd) oznacovany ako ‘wildtype’ (wf); pricom zriedkavé mutacie
(spravidla recesivne) sa bud’ oznacuju symbolom +, alebo su rozliSované akronymom podl'a
fenotypového ucinku (napriklad u psov mutacia spdsobujuca skratenie spodnej cel'uste ako sh
z angl. short). Pre oznacenie 'ubovolnej alely sa pouziva spodna pomlcka : ak je genotyp
oznaceny ako 4 , znamena to, Ze jedna z alel je dominantn4 a druhd mdze byt akakol'vek
(dominantnd ¢i recesivna).

Niektoré¢ znaky mozu byt” kontrolované aj viac ako jednym génom. V tom pripade mozu
existovat’ interakcie nielen medzi alelmi v rdmci génov, ale aj medzi génmi navzijom; tieto
interakcie sa oznacuju terminom epistaza. Ak je napriklad nejaka latka v organizme (napr.
cervené farbivo listu) syntetizovand z prekurzora v dvoch reakcidch, katalyzovanych
enzymami A a B, ktorych expresia je riadend génmi 4 a B:

enzym A ] enzym B ]
prekurzor — medziprodukt — farbivo
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potom pre vytvorenie farbiva je potrebné, aby prebehli obe reakcie. Ak dojde k mutécii, ktord
znefunkéni gén A (teda nesyntetizuje sa enzym A), nevytvori sa medziprodukt, teda niet
z ¢oho syntetizovat' farbivo; ak dojde k mutacii vgéne B (tj. chyba enzym B),
z medziproduktu sa nebude vytvérat farbivo. Na syntézu farbiva je teda potrebné, aby
fungovali oba gény. Defektna alela sa bude spravat’ ako recesivna (u heterozygota je jedna
z dvojice alel funkcna, teda priebeh reakcie zabezpeci). Vo vSetkych genotypoch, kde je
pritomna asponi jedna dominantné alela v oboch génoch (4 B ) mozu prebiehat’ oba kroky
syntézy farbiva, farbivo teda v liste bude pritomné, list bude Cerveny. Ak je jedinec recesivne
homozygotny v ktoromkol'vek géne (alebo v oboch), je zablokovany prvy alebo druhy krok
syntézy (alebo oba), syntéza farbiva teda neprebieha a list zostane zeleny (tento pripad sa
oznacuje ako dvojnasobna recesivna epistdza). Opacnym prikladom moze byt, ak je to isté
farbivo vytvarane z jedného prekurzoru len v jednom kroku, ktory ale moze prebiehat’ dvomi
nezavislymi metabolickymi drahami, riadenymi dvomi génmi:

enzym A

prekurzor —— —= farbivo

enzym B

V tomto pripade bude farbivo syntentizované u kazdého genotypu, ktory obsahuje asponi
jednu funk¢nt (dominantntl) alelu ktoréhokol'vek génu (4 B , A bb, aaB ). Rozli¢né typy
dvojgénovej epistazy a im zodpovedajuce Stiepne pomery st uvedené v tab. 5.

Tab. 5 Zhodnost’ fenotypov pri réznych typoch epistazy u génov s Gplnou dominanciou (spolo¢na
bunka znaci, Ze fenotypy st zhodné)

Uginok génov Genotypy

A _bb aaB

Komplementarita

Dominantna epistaza

Recesivna epistaza

Kumulativny t¢inok génov

Dvojnésobna dominantna epistaza

Dvojnasobna recesivna epistaza

Dedi¢nost’ konkrétneho fenotypového znaku u konkrétneho druhu sa zistuje genetickou
analyzou. Jej cielom je identifikovat, kol'ko génov kontroluje dany znak, aké alelické
varianty sa u nich vyskytuja, a akym spésobom ovplyviiuju fenotyp. Pri genetickej analyze je
mozné pouzit’ viacero postupov: kontrolované krizenie, analyzu rodokmena, pri rastlinach
analyzu vol'noopeleného potomstva zndmeho materského jedinca (spolahliva geneticka ana-
lyza je mozna len pri neuplnej dominancii alebo kodominancii), paralelnti analyzu haploidého
endospermu a diploidného embrya nahosemennych rastlin (tyka sa molekuldrnych alebo
biochemickych znakov). V pripade markérov pouzivanych pre forenzné analyzy je overenie
dedi¢nosti predpokladom ich pouziteI'nosti v praxi.

Gonozomadlna dedi¢nost’ kvalitativnych znakov
V pripade cicavcov gény na chromozdéme X nemaji svoj naprotivok na ovela kratSom
chromozéme Y. Jedince su teda v takomto géne hemizygotné. Tato skuto¢nost’ ovplyviiuje aj
mechanizmus dedi¢nosti.

Aj v pripade pohlavnych chromozémov plati, Ze defektné mutacie na chromozéme X
(oznacduju sa spravidla X) maju tendenciu spravat’ sa ako recesivne. Ak je nositel'om takejto
defektnej mutacie samec, poskodenie sa uneho prejavi, kedze na chromozéme Y nemoze
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mat’ dominantnu alelu, ktora by vplyv defektnej mutécie prekryla (genotyp X' Y). U samice sa
defektna vloha prejavi, len ak je vnej homozygotna (X'X"), inak je len jej prenasackou

(X*X).

Dedicnost’ kvantitativnych znakov

Nézor na vzt'ah medzi génom aznakom sa v priebehu vyvoja genetiky menil. Pévodny
nahlad 1 gén = 1 znak sa s rozvojom biochémie zmenil na 1 gén = 1 enzym, neskor 1 gén = 1
polypeptid, a dnes sa zd4, Ze uz ani tito hypotéza neplati (vid’ informacie o alternativnom
zostrihu mRNA).

Gén mdze v mnohych pripadoch sucasne ovplyviiovat’ viacero znakov, ¢o sa oznacuje ako
pleiotropny ucinok génu. Naopak, iné znaky moézu byt kontrolované polygénne, teda na
kontrole sa podiela viacero (niekedy aj niekol'ko desiatok) génov, z ktorych kazdy prispieva
svojou Cast'ou (ktora nemusi byt pri vSetkych aleldch rovnako velka). Typicka je tato situacia
pri kvantitativnych znakoch. Cim vy$si je pocet kontrolujicich génov, tym vyssi je pocet
genotypovych kombindcii a teda aj fenotypovych tried; naopak medzialelické a medzigénové
interakcie pocet fenotypovych tried znizuju. Pri malom pocte kontrolujucich génov sa
fenotypové triedy spravidla daju rozoznat, ale s narastajicim poctom génov su ich hranice
stale menej zrete'né a rozdelenie fenotypovych tried sa postup meni z diskrétneho na spojité.
Vyuzitie takychto znakov pre akékol'vek forenzné aplikécie je znacne obmedzené.

Mutacie ako zdroj dedi¢nej premenlivosti

Génové mutdcie

Génové mutécie zasahuju jeden alebo niekolko nukleotidov v ramci jedného génu, menia
teda kvalitu génu. Zmena sekvencie moze spocivat’ v substitlicii jedného alebo viacerych
nukleotidov za iny (iné), alebo v prirastku &i ubytku poétu nukleotidov, teda zmene dizky
sekvencie génu.

Zamena jedného nukleotidu za iny je oznacovand ako bodova mutécia alebo substiticia.
Bodové mutacie sa rozliSuji na tranzicie (zdmena purinovej bazy za purinovu, teda A—G,
alebo pyrimidinovej za pyrimidinovl, teda CT; tento typ substitucii je castejsi) a
transverzie (zamena purinovej bazy za pyrimidinovu alebo naopak, teda C/T<>A/G; zried-
kavejSi typ substiticie). Takato zdmena moZe nastat’ spontanne alebo byt indukovana
chemickym mutagénov, najCastejSie ide o mutagénne analdgy baz (5-bromouracil, 2-
aminopurin), alkyla¢né ¢inidla (yperit, alkylsulfaty) sposobujucimi alkylaciu baz a néasledné
chybné pérovanie, dusitany a reaktivne formy kyslika (peroxidy, superoxid, o0zon)
sposobujuce oxidacnu deamindciu adeninu, guaninu a cytozinu. Bodové mutécie spravidla
zasahuju jediny nukleotid, a v zavislosti na tom, na ktorej pozicii v ramci kodéonu k nim
dojde, mozu viest’ k zamene aminokyseliny zarad’ovanej do polypeptidového retazca za int.
Ich dopad na fenotyp mdze byt’ preto rozmanity. Velku Cast’ predstavuji synonymné mutacie
(synonymous mutation), ktoré nemenia Strukturu produkovaného polypeptidu. Geneticky kod
je nadbytocny, ta istd aminokyselina moze byt kddovana 1-6 réznymi koddonmi. Zamena
bazy na 3. pozicii kodonu casto nemeni jeho zmysel avedie k zaradeniu rovnakej
aminokyseliny do produkovaného polypeptidu. V inych pripadoch muticia meni zmysel
kodonu (missense mutation). Nie vzdy takidto mutdcia meni funkciu polypeptidu (vid
priklad). Zmena funkcie zavisi od chemickych vlastnosti povodnej a zmenenej amino-
kyseliny, dopadu na trojrozmernu (terciarnu) Struktiru proteinu, dopadu na jeho afinitu voci
inym Struktiram bunky (cytoplazma, fosfolipidové membrany a pod.) ateda lokalizacie
v bunke atd’. Protein s pozmenenou Struktirou moze dokonca nadobudnut’ uplne novu
funkciu. Bodové mutéicie touto cestou prispievaju k tvorbe novej uzitoCnej genetickej
premenlivosti. Vzhl'adom na skuto¢nost’, ze mutécia je ndhodna zmena, je pochopitelne jej
efekt spravidla opac¢ny: mutovany polypeptid obvykle strati schopnost’ plnit' akukol'vek
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funkciu. Poslednou moznostou je zdmena koédujiceho tripletu za niektory ztroch termi-
na¢nych kodonov UAA, UAG, UGA (nonsense mutation), ¢o vedie k skrateniu polypeptidu
a spravidla jeho nefunkcnosti.

Vsunutie alebo vypadnutie nukleotidov (inzercia alebo delécia) spdsobuju posun ¢Eitacieho
ramca; takéto mutdcie sa oznacuju ako posunové (frameshift mutation). Pokial' nevieme
urcit’, ktora z alel je pdvodna a ktord mutovand, ako skratka pre posunovii mutaciu sa pouziva
termin indel (insertion/deletion). V dosledku posunu c¢itaciecho ramca sa zmenia vSetky
aminokyseliny od miesta mutacie po koniec ret'azca. Zaroven sa zmeni pozicia terminacného
kodonu (pévodny zanikne a novy sa utvori na inom mieste), v dosledku ¢oho sa retazec
skrati alebo predizi. Takato masivna zmena $truktiry takmer vzdy vedie k nefunké&nosti
polypeptidu produkovaného mutovanym génom.

Chybovost DNA polymeraz pri replikacii je rddovo 1 na 10* az 103 nukleotidov, d’alsie
chyby mézu but’ indukované exogénnymi faktormi (mutagénmi). Bunky si preto vytvaraji
reparaéné mechanizmy na vyhladédvanie a odstafiovanie tychto chyb. Cast znich je
odstranena priamo DNA polymerdzou, d’alSie mechanizmy funguji po ukonceni replikacie.
Reparaéné mechanizmy znizujii vysledni frekvenciu muticii na troven 107'°-107!! na
nukleotid a generaciu.

Mutécie spdsobujuce nefunkénost’ produkovaného proteinu maju tendenciu byt recesivne:
kazdy jedinec ma 2 kopie jadrového génu, takze ak jedna z nich nefunguje, druha je spravidla
schopna ju zastupit'. Vo vSeobecnosti sa nové mutacie v genofonde populacie spravidla dlho
neudrzia, vypadavaju v dosledku nahodnych procesov (genetického driftu) a pokial su
Skodlivé (Co je vdcSina mutacii), ich frekvencia je prirodnym vyberom udrziavand na nizkych
hodnotach. Mutéacie v nekodujucich tsekoch (introny, spacery, pseudogény, repetitivne
sekvencie) neovplyviiuju zivotaschopnost’ svojho nositel’'a a nie su preto predmetom prirod-
ného vyberu; maju preto vyssiu Sancu zachovat’ sa v genofonde po dlhsiu dobu. Rozne useky
DNA teda vykazuju rozdielnu mieru variability.

Z hladiska forenznych analyz je otdzka dopadu génovej mutéicie na fenotyp irelevantng;
pre identifik4ciu jedinca ¢i iné tcely rovnako dobre slizia synonymmné ¢i Skodlivé mutacie
ako uzitocné.

Chromozomové mutdcie

Chromozémové mutacie postihuji vacsi usek chromozému, spravidla obsahujici niekol'ko
génov. V tomto pripade sa teda nejednd o zmenu kvality, alebo o zmenu kvanitity alebo
usporiadania génov. DIhsi usek chromozému moze vypadnut’ (delécia) alebo naopak byt
zdvojeny (duplikacia). Najjednoduchsie sa duplikuji tandemové opakovania génov, t.j. ak sa
usek uz vyskytuje vo viacerych koépiach, ahko k nim pribudne alebo ubudne dalSia.
Opakovanymi duplikaciami vznikaju génové rodiny (gene families). Génova déavka, teda
pocet kopii génuv gendéme, moze spoluurcovat’ biochemicki funk¢nost génu. Bodova
mutacia mdze poskodit’ promotor niektorého z génov génovej rodiny, Co zabrani jeho
expresii; takéto useky sa oznacuju ako pseudogény.

Zmena pozicie génu alebo useku na chromozdéme sa oznacuje ako translokécia, ktora je
spravidla dosledkom aktivity transponibilnych elementov (transpozoénov), ,,molekularnych
parazitov*, ktoré sa v genéme ¢asto mnozia v obrovskom rozsahu (vid’ tab. 4). Dal§im typom
chromozoémovej mutécie je inverzia, pri ktorej je segment chromozému vystrihnuty a vloZeny
na rovnaké miesto s opacnou orientdciou.

Aj ked’ su chromozdémové mutécie vyznamné z evolu¢ného hladiska, pre forenzné analyzy
maju minoritny vyznam. Komplikdciu mdze predstavovat’ existencia duplikovanych sekven-
cii (paralogov).
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Genomové mutdcie

Genomové mutécie postihuju celé chromozémy resp. celé chromozémové sady, menia ich
pocet a tym zdsadne menia velkost’ gendému. Vznikaju v dosledku nepravidlenosti bunkového
delenia, ak sa chromozémy nerozidu spravne do dcérskych jadier. Pri aneuploidii jeden
exempldr chromozému bud’ chyba (monozoémia) alebo je naviac (trizémia). U zivocichov je
aneuploidia spravidla letalna alebo vedie k zdvaznym vyvojovym porucham; rastliny toleruju
aneuploidiu podstatne lepSie, nie vZdy ma zmena po¢tu chromozémov aj dopad na fenotyp.

Pri euploidii (polyploidii) je znasobena celd chromozémova sada. Polyploidia je
u zivo¢ichov vynimoc¢na, u rastlin naopak pomerne bezna, mnohé rastlinné rody obsahuju
sériu druhov s rozdielnymi stupfiami ploidie. Takisto vysoky pocet chromozémov niektorych
rodov (Tilia, n=81) naznacuje ich polyploidny povod. Chromozémové sady polyploidov
nemusia byt identické povodom. Pri autopolyploidii bunky obsahujii nadbyto¢né sady plne
homologickych chromozémov, spravidla v désledku toho, ze nedojde k rozdeleniu jadra
alebo k cytokinéze. Allopolyploidia (alloploidia) je spojena s hybridizaciou, jedinci obsahuju
zmnozené¢ chromozémové sady, pochddzajice od rozdielnych rodicovskych druhov.
K vzniku alloploidov méze ddjst’ prostrednictvom mitdzy (absencia rozdelenia diploidnej
hybridnej zygoty) alebo meiotickou cestou (vnik neredukovanych diploidnych gamét). Ked'ze
chromozoémy pochéadzajuce od réznych rodicovskych druhov nie st plne homologické a maju
rozdielnu Struktaru, z funkéného hladiska sa takéto jedince spravaji ako diploidy (su
oznacované ako amfidiploidy) a st spravidla plne fertilné. Tento proces sa moze opakovat’ aj
viackrat a moze sa na nom zucastnovat’ viac ako dva rodicovské druhy.

Polyploidia (a do istej miery aj aneuploidia) predstavuje pre forenzné genetické analyzy
problém: pokial’ sa konkrétna markérova sekvencia vyskytuje v gendéme viac ako dvakrat,
moéze vzniknit' technicky problém pri uréeni presného genotypu. Naviac, vicSina
matematickych modelov, ktoré su zdkladom jednotlivych typov forenznych analyz, je
formulovana pre diploidné organizmy.

Genetika populacii

Populacia a jej Struktura

Populécia je stibor jedincov rovnakého druhu, obyvajucich konkrétny biotop v konkrétnom
Case, ktori tvoria reproduk¢énu jednotku, teda su schopni sa navzajom medzi sebou krizit’ za
vzniku zivotaschopného a plodného potomstva. Napriek takejto jednoduchej definicii je
praktické vymedzenie populécie v realite spravidla zlozité. Aj u druhov s fragmentovanym
arealom si jednotlivé ostrovcéeky (subpopulacie, demy) do urcitej miery mozu vymienat’ gény
pri reprodukcii. V praxi sa teda pojem populacia spravidla pouziva ako operany koncept pre
skupinu jedincov rovnakého druhu, Zijicu na konkrétnej lokalite alebo v konkrétnej oblasti —
v tomto zmysle mozno hovorit’ o lokédlnej populécii, regionalnej populécii, ale aj populacii
druhu ako takého.

Vlastnosti populacie v znacnej miere ovplyviluji vyvoj jej genetickej Struktury.
Zakladnym populacnym parametrom je velkost’, teda pocet jedincov, z ktorych sa populacia
sklada. Z hl'adiska pocetnosti je ale potrebné si uvedomit’, ze nie vSetky jedince pritomné
v populécii sa aj musia podielat’ na reprodukcii a teda v rovnakej miere odovzdavat’ svoju
dedi¢nt informaciu generacii potomstva. Preto populacno-genetické modely vychadzaju a
efektivnej vel'kosti, ktora predstavuje ekvivalent redlnej pocetnosti vyjadreny hypotetickym
poctom jedincov rovnomerne sa podiel’ajicich na reprodukcii.

Dal$ou vlastnostou, uréujiicou vyvoj zastipenia génov, genotypov a fenotypov v popu-
lacii, je systém reprodukcie, t.j. spdsob odovzdavania genetickej informacie z jednej
generdcie na nasledujucu. Z hladiska systému reprodukcie mozno rozoznavat dva typy
parovania. Panmixia je ndhodné parovanie, pri ktorom pravdepodobnost’ spojenia ktorych-
kol'vek dvoch gamét je nezavisla od ich povodu a génov, ktoré su v nich zastupené. Pre vyber
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partnera pre parovanie neexistuju ziadne kritéria, je tplne ndhodny. Pri vyberovom pdrovani
(angl. assortative mating) naopak takéto kritéria existuju, jedince, ktoré ich spliiaju, maji
vacsiu Sancu spojit’ sa pri reprodukcii, nez jedince, ktoré ich neplnia (napr. stromy, kvitntiice v
rovnakej dobe, maji vysSiu Sancu vzajomného opelenia nez stromy, ktoré si fenologicky
asynchronne; sobasnost’ medzi prislusnikmi rovnakej cirkvi ¢i ndbozenskej skupiny je vyssia
nez medzi réznymi vierovyznaniami apod.). Kritériom vyberu partnera moze byt aj
pribuzenstvo, pribuzenské krizenie sa oznacuje aj terminom inbreeding.

Geneticktl Struktiru populédcie definuju podiely jednotlivych genotypov (genotypova
Struktara) a podiely jednotlivych génov resp. ich variantov — alel (alelicka Struktara), Cize
genotypové a alelické frekvencie. Frekvencie sa pri zndmej malej vel'kosti populacie sa daju
vyjadrit’ aj absolutnou pocetnostou, vo velkych populaciach je zmysluplnejsie odhadovat’ ich
relativny podiel (ak v populécii s poc¢tom clenov 1000 je pocet jedincov genotypu A4 je 20
jedincov, ich podiel predstavuje 2%, t.j. frekvencia je P44 = 0,02). Frekvencia konkrétneho
genotypu teda vyjadruje pravdepodobnost’ (vid® Box I), s akou ndhodne vybrany jedinec
z populacie bude jeho nositel'om.

Box I Pojem pravdepodobnosti

Kazda minca ma dve strany (ozna¢me ich tradi¢ne hlava a orol, ako to bolo za Rakusko-

Uhorska, ked na lici bol portrét cisara ana rube Statny znak s habsburskou dvojhlavou

orlicou). Ak fiou hodime len raz, padnit moZe len jedna z nich. Ak fiou hodime za sebou

patkrat, nie je vylicené, Ze patkrat za sebou padne hlava, ale kazdy intuitivne citi, Ze skor
mozZeme ocCakavat, Ze aspon pri niektorom z hodov padne aj orol. Inymi slovami, oba
pripady (5 x hlava vs. aspoii raz orol) nie su rovnako pravdepodobné. Ak budeme mincou
hadzat povedzme miliénkrat, podiel pripadov, ked padne hlava, sa rovnako ako podiel
pripadov, ked padne orol, bude priblizovat 50%. Toto je tradi¢né chdpanie pojmu
pravdepodobnosti: pravdepodobnost udalosti A predstavuje podiel pripadov, ked by
udalost’ A nastala pri velkom (teoreticky nekone¢nom) pocte nezavislych pokusov. Podstata
je, Ze pokusy musia byt nahodné. Pokial budete mincou hadzat zamerne tak, aby padala
jedna strana, alebo bude minca deformovana ¢i nevyvazena, vysledok sa bude IisSit

a pravdepodobnost’ sa neda kvantifikovat.

Existuju aj iné pristupy k definicii tohoto pojmu, z praktického hl'adiska su ale relevantné

skor jej vlastnosti, ktoré nezavisia na filozofickom pristupe:

e Ak pravdepodobnost udalosti A ozna¢ime P(A), potom pravdepodobnost alternativy A4,
teda mnoziny vSetkych ostatnych moznosti, ktoré sa s udalostou A navzajom vylucujq, je
rovna P(A) = 1 — P(4) (aj v dalSom texte bude symbol A pouZivany pre negaciu).

e Sucet pravdepodobnosti vSetkych N navzajom sa vylucujicich moznosti je 100%:
YN P(4;) = 1. Pravdepodobnost, Ze pri hode padne hlava + pravdepodobnost, Ze padne
orol je 100%; moZnosti st len dve (N = 2), Ziadny treti pripad nastat nemdze.

e Pravdepodobnost, Ze sicasne nastanu dve navzajom nezavislé udalosti Aa B je dana
sucinom pravdepodobnosti kazdej z nich: P(A N B) = P(A)P(B). Pravdepodobnost, Ze
¢lovek ndhodne vybrany z populacie na Slovensku bude mat' krvnu skupinu A+ (tj. A a
sticasne Rh+) je dana sicinom frekvencie krvnej skupiny A a frekvencie Rh+ v slovenskej
populacii, pretoZze gény pre ABO a Rh-faktor st lokalizované na rozdielnych
chromozdémoch a teda rekombinuju vol'ne. Toto pravidlo je mozné rozsirit na I'ubovolny
pocet nezavislych udalosti.

e Pravdepodobnost, Ze nastane asponl jedna z dvoch nezavislych udalosti, ktoré sa
navzajom nevylucuju, je dana sictom pravdepodobnosti prvej, pravdepodobnosti druhej,
zmenSena o pravdepodobnost, Ze nastanui obe sucasne: P(AUB) = P(A) + P(B) —
P(A n B). Pravdepodobnost, Ze ¢lovek nahodne vybrany z populacie na Slovensku bude
mat’ krvnu skupinu A alebo Rh+ je dana suctom frekvencie krvnej skupiny A (nezavisle
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Box I pokracovanie

na Rh-faktore) a frekvencie Rh+ (vo vSetkych krvnych skupinach ABO spolu), zmenSenym
o podiel nositelov kombinacie A+. Pravdepodobnost, Ze pri hode mincou padne hlava
alebo orol je sucet pravdepodobnosti jednej + druhej mozZnosti, obe sucasne nastat
nemozu.

e Udalosti sa moZu navzajom podmiefiovat, jedna méze byt zavisld na druhej. Clovek
nemoze ochoriet na malariu, ak ho nepostipe infikovany komar, iny spésob prenosu
neexistuje. Podmienend pravdepodobnost P(A|B) urcuje, s akou pravdepodobnostou
nastane zavisla udalost’ A za predpokladu, Ze nastala nezavisla udalost B. Urci sa ako
P(A|B) = P(ANn B)/P(B). Pravdepodobnost, Ze dostanete malariu (zavisla udalost), je
podiel frekvencie l'udi s malariou (¢o automaticky znamen3, Ze boli postipani komarom,
inak by ju nedostali) z celkového poctu I'udi postipanych komarom (nezavisla udalost).

Okrem pojmu ‘pravdepodobnost”’ Statistika pouziva aj termin ‘vierohodnost” (likelihood). Aj

ked’ sa oba terminy Casto pouzivaji ako synonymg3, isty vyznamnovy rozdiel medzi nimi tu

je. Pravdepodobnost sa v principe tyka bududich udalosti, predikuje aka udalost moézZe
nastat. Vierohodnost sa vztahuje k minulosti; urcuje, s akou pravdepodobnostou udalost,
ktora uz nastala, priniesla konkrétny vysledok.

Inym spésobom vyjadrenia pravdepodobnosti je Sanca (odds), ktora vyjadruje pomer poctu

pripadov, ked udalost nastane k poctu pripadov, ked nenastala; ak je pravdepodobnost

nejakej udalosti 10%, znamena to, Ze je Sanca 1:9, Ze udalost nastane.

Pri kone¢nom a nizkom pocte jedincov v populacii a moznosti ogenotypovat’ vsetkych z
nich (€o je v praxi zriedkava situdcia vzhl'adom na technické moznosti a spravidla obrovské
velkosti populacii) je mozné urcit’ frekvencie genotypov presne, ale vicSinou sa pouzivaju
vyberové postupy a genotypové ¢i alelické frekvencie sa odhaduju na zdklade vyberovej
vzorky (vid’ Box II). Z praktického hl'adiska sa spravidla pouziva bodovy odhad, frekvencia
genotypu A4;4; sa da odhadnit’ ako P(A4;4;) =n(4;4;)/ X 2 n(ApA;) =n(4;4;)/ N, kde

n(A4:A;) je pocet jedincov genotypu A;4; vo vyberovej vzorke (k, / = 1...celkovy pocet alel) a N
je celkovy rozsah vyberu (celkovd pocetnost vsetkych genotypov spolu vo vyberovej
vzorke). Bodovy odhad frekvencie i. alely sa ur¢i z podielov genotypov, v ktorych je dana
alela zastGpena: p(4;)=P(4;4;,)+] jO,SP(A,-A j)sj#i (v genotype homozygota je

zastapena len sledovana alela, v genotype heterozygotov je to vzdy jedna z dvoch, teda ich
frekvencie sa bert s polovi¢nou vdhou). Relativne pocetnosti (frekvencie) maji binomické
rozdelenie (vid Box III). Skupina tesne viazanych génov (vdzbova skupina) sa modze
z generacie na generaciu odovzdavat spolu, tvori tzv. haplotyp. To isté plati pre mito-
chondridlnu a chloroplastovi DNA, kde sa kruhovd molekula DNA sa pri reprodukcii
odovzdava potomstvu ako celok len od jedného zrodicov, ateda nezavisle na fyzickej
vzdialenosti dvoch génov nema ako dojst k ich rekombinacii. Pre odhady haplotypovych
frekvencii aich stredné chyby platia rovnaké vztahy ako pre genotypové frekvencie. Pri
dvojiciach alebo skupinach volne sa rekombinujicich génov (napr. lokalizovanych na
roznych chromozomoch) platia pre odhad frekvencie kombinacie génov zdkony pravde-
podobnosti: frekvencia kombinacie génov v gamétach kombinacie alebo genotypov je
sucinom frekvencii génov/genotypov: P(4:Bx) = P(A:):P(Bx); P(AiA;BiB1) = P(A:4;)-P(BiBi)
(vid’ Box I). Napriklad gén pre systém krvnych skupin ABO je lokalizovany na chromozome
9, gén pre Rh-faktor na chromozome 1, kombinuju sa teda nezadvisle na sebe. Ak je
v konkrétnej populacii frekvencia krvnej skupiny AB (teda heterozygotov FI%) 8%
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a frekvencia nositel'ov Rh— (teda homozygotov rirh™) je 15%, frekvencia kombinacie AB—
bude 0,08 x 0,15 = 0,012, teda 1,2% (Co zhruba zodpovedd pomerom strednej Europy).

Box Il Vyber a odhady parametrov zakladného stiboru

V bioldgii rovnako ako v ekondmii, sociolégii atd. nas zaujimaju vlastnosti zakladného
suboru (ZS; statistical population), teda siboru vSetkych mysliteInych pozorovani. Zakladny
subor moze mat kone¢nud pocetnost (subor studentov TU vo Zvolene k 1.1.2020), moZe sa
limitne bliZit nekone¢nu (subor atémov vodika vo vesmire), dokonca ani fyzicky nemusi
existovat (ak testujeme efekt lieCiva, zaujima nas efekt na akéhokolvek potencidlneho
pacienta, ktory liek mohol ¢i méze zobrat v minulosti, pritomnosti ¢i budicnosti). Ak
chceme urcit’ vlastnosti (parametre) zakladného suboru, vac¢sinou sme odkazani na to, Ze z
neho vyberieme nahodnd vzorku, oznaCovanu ako vyberovy subor (VS; sample), a
vlastnosti zistené na zaklade vzorky nasledne zovsSeobeciiujeme na cely ZS. Tento proces sa
oznacuje ako odhad parametrov ZS.

KIicovym slovom pri vybere je nahoda. Akonahle je vyber deformovany preferenciou toho,
kto vybera, neumoznuje spolahlivy odhad parametrov ZS. Ak chce antropolég urcit
priemernud nachylnost slovenskej populacie na diabetes, ale je rasista ¢i nacionalista, a preto
zo svojej vzorky vylici Rémov, Vietnamcov, Mad’arov a Cechov, neziska spravny odhad.
Hodnoty akéhokol'vek znaku v zakladnom aj vyberovom sdbore sd variabilné (inak by
nemalo zmysel ich merat’), teda mozno ich zoradit od najmensej po najvacsiu, alebo rozdelit
celd skalu hodnét na jednotlivé na seba nadvazujice intervaly a kvantifikovat, kol'’ko hodnot
(alebo aky podiel hodnét) sa vyskytuje v jednotlivych intervaloch; inymi slovami, je mozné
zostrojit rozdelenie hodnét resp. rozdelenie frekvencii hodnot znaku. Predmetom zaujmu su
vlastnosti rozdelenia v ZS (ako symboly sa pre ne pouZivaju pismena gréckej alfabety), ale
vacsinou ich odhadujeme na zaklade VS (oznaCované pismenami latinskej abecedy).

Z vlastnosti rozdelenia frekvencii ¢i pocetnosti hodnot nas spravidla zaujimaja dva aspekty:
jednym je poloha rozdelenia, teda kde ma rozdelenie stred Ci nejakii charakteristicku
hodnotu; druhym je variabilita, teda aka je Sirka rozdelenia, v akom intervale sa hodnoty
pohybuju. NajbeZnejSou aintuitivne najlahSie uchopitelnou charakteristikou polohy je
aritmeticky priemer: ¥ = YN x; /n (priemer ZS sa oznacuje y; angli¢tina rozliSuje medzi
priemerom VS: average, a priemerom ZS: mean). V pripade, Ze je rozdelenie asymetrické
(teda prevladaji vnom malé alebo naopak velké hodnoty), zmysluplnejSimi
charakteristikami polohy si median (stredna hodnota, od ktorej 50% hodnét je nizSich a
50% je vysSich) amodus, teda najcastejSia hodnota vstubore - hodnota s najvysSou
pocetnostou. Zakladnou charakteristikou premenlivosti je variancia (rozptyl; variance):
s2 =¥N(x; — ¥)?/n (v ZS oznalovana ¢2). Odmocnina z rozptylu sa oznacuje smerodajna

odchylka (s = Vs2; standard deviation).

KaZzdy odhad parametra je spojeny s konkrétnym poctom stupiiov vol'nosti (degrees of
freedom; d.f.), ¢o je pocet hodnot vo vyberovej vzorke, ktoré sa mézu volne menit pri
odhade variancie spojenej s danym parametrom (spravidla pocet pozorovani minus pocet
parametrov pre vypocet variancie).

Dobry odhad parametra ZS by mal byt nestranny (nevychyleny), teda nemal by hodnotu
parametra systematicky pod- ani nadhodnocovat. Inymi slovami, ak by sme zo ZS vybrali
velky (teoreticky nekoneCny) pocet vzoriek srozsahom n jedincov, avkazdej znich
spocitali odhad, mal by sa priemer odhadov pribliZzovat’ parametru ZS. Tento hypoteticky
priemer zvelkého poctu odhadov sa oznacuje ako ocakavana hodnota (expectation; E).
Odhad rozptylu ZS na zaklade horeuvedeného vzorca je podhodnoteny, pre odhad o2 na
zaklade vyberovej vzorky je menovateli potrebné pouzit' (n - 1) namiesto n. Mieru, v akej sa
oCakavanie priblizuje skutoCnej hodnote parametra ZS, je mozné posudit na zaklade
variancie tychto odhadov - ¢im je vacsia, tym je miera neurcitosti vyssia. Odmocnina z tejto
variancie sa oznacuje ako stredna chyba odhadu (standard error).
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Box Il pokracovanie

RozliSuju sa bodové odhady, ktoré popisuji parameter ZS jednou hodnotou, a intervalové
odhady, ktoré stanovuju rozsah hodnoét, vktorom sa parameter nachddza s nejakou
definovanou pravdepodobnostou (interval spol'ahlivosti; confidence interval). Odhady prie-
meru a variancie uvedené v predchadzajicom odstavci si bodové.

Box III Pravdepodobnostné rozdelenia

V rozdeleni frekvencii hodno6t frekvencia predstavuje podiel, ktory predstavuju nositelia

danej hodnoty znaku zo vSetkych jedincov sudboru. Zaroven teda predstavuje

pravdepodobnost, s akou nahodne vybrany jedinec zo stiboru bude nositel'om prave tejto

hodnoty. Rozdelenie pocetnosti Ci frekvencii teda mozno interpretovat aj ako rozdelenie

pravdepodobnosti.

e Kontinualne rozdelené kvantitativne znaky (vyska, krvny tlak, obsah dusika v listoch,
fluorescencia chlorofylu) zvyknil mat normalne rozdelenie, ktoré je popisané Gaussovou

funkciou: (x) = - e~@=m*/o* Fynkcia f(x) je tzv. hustota pravdepodobnosti, teda

V2mo?
pravdepodobnost, sakou sa vsubore vyskytuje hodnota x, a je definovand dvoma

parametrami: priemerom (u) a varianciou (02). Pre odhad tychto parametrov plati
E(X) = u; E(s?) = 0°n/(n — 1). Gaussova funkcia je symetricka, median a modus sd teda
totoZné s priemerom.

e Rozdelenie poctov (counts), ktoré su z definicie vzdy celé Cisla, je spravidla asymetrické.
Ak je povedzme priemerna hustota populacie medveda na Slovensku 0,025 ks.km-2,
potom ak na Slovensku zalozime napr. 1000 Stvorcovych pokusnych ploch, na ktorych
budeme spocitavat medvede, na vacSine nendjdeme ziadneho, na niekol'kych jedného,
a plochy, na ktorych sa najde povedzme 7 medvedov budu vynimkou. Teda pocet 0 sa
bude vyskytovat casto, pocet 5 zriedka, a pocet 100 prakticky vobec. Takyto typ popisuje
Poissonovo rozdelenie: P(x=r) = e-*A/r!, kde P(x=r) je pravdepodobnost vyskytu poctu r
(inymi slovami frekvencia, s akou sa medzi najdenymi hodnotami poctov bude
vyskytovat pocet r). Poissonovo rozdelenie ma len jeden parameter A, ktory je sticasne
priemerom aj varianciou rozdelenia (1 = u = ¢2).

e Vprirode sa Casto vyskytuju procesy, ktoré moézu mat’ len dva rézne vysledky: jedinec
moze byt zivy alebo mftvy, samec alebo samica, patrit’ alebo nepatrit k danému druhu
apod. Pravdepodobnost vysledku takéhoto procesu popisuje binomické rozdelenie:
P(x=r) = [n!/r!(n-r)!]'n"(1-m)1r, kde P(x=r) je pravdepodobnost, Ze nahodny pokus
prinesie vysledok r, ktory je jednou z dvoch moZnosti (napr. r = ndhodne vybrany jedinec
je Zivy), a  (jediny parameter rozdelenia) je frekvencia vysledku r v celom stibore (napr.
7 = frekvencia zivych v populdcii).

S d'alsimi rozdeleniami pravdepodobnosti sa stretneme v kapitolach venovanych samotnym

forenznym analyzam.

Pribuzenstvo a pribuzenské kriZenie
Pribuzenstvom (coancestry, consanguinity, relatedness) sa rozumie skutocnost, ze dvaja
jedinci zdiel'aju spolocného predka alebo predkov. Terminolédgia, ktort pouzivame vo vztahu
k pribuzenskym vézbam v l'udskej populacii, sice popisuje tieto vizby zrozumitelnou formou
(vlastny surodenec, nevlastny surodenec, rodi¢, potomok, stary rodi¢, stryko atd.), ale
hodnoti socialny, nie biologicky aspekt a neumoziuje kvantifikaciu miery pribuznosti.
Exaktna definicia pribuznosti dvoch jedincov takisto vychddza zo zdielania spolo¢ného
predka, od ktorého obaja jedinci zdedili Cast’ svojej genetickej vybavy. Pochopitel'ne, ¢im
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viac takychto spolo¢nych predkov dvaja jedinci zdiel'aji a ¢im menej generécii ich od nich
deli, tym je tento podiel spolo¢nej dedi¢nej informécie vyssi. Pribuzenstvo mozno kvanti-
fikovat’” mierou identity génov povodom (identity by descent), teda pravdepodobnostou, s
akou je dvojica homologickych génov alebo nekodujucich sekvencii ndhodne vybranych z
genomu jedincov predstavuje dve repliky tej istej sekvencie, ktoré vznikli replikaciou
konkrétneho tseku na rovnakej molekule DNA v genome spolo¢ného predka. Vypocet
pribuzenstva zohl'adnuje len autozomalne sekvencie, teda jadrovy genom dedeny po oboch
rodi¢och. Gonozomy rovnako ako uniparentdlne dedené mitochondridlne a chloroplastové
sekvencie nie su bran¢ do uvahy, jednak kvoli absencii rekombinacie, jednak kvoli skutoc-
nosti, ze predstavuju len malu Cast’ celkovej dedi¢nej vybavy, ktort je mozné zanedbat’.

Kazda somaticka bunka (vratane zarodoc¢nych buniek, zktorych sa tvoria gaméty)
obsahuje dvojicu autozémov. Pravdepodobnost’, ze dve nahodne vybrané gaméty (samcie
alebo samicie) budu obsahovat képie rovnakého chromozému abudia teda obsahovat
identické alely kazdého génu, je preto 50% (obr. 22). Koeficient pribuzenstva dvoch jedincov
zo samoopelenia je teda len 0,5, nie 1, napriek tomu, Ze pri samoopeleni otec a matka je jeden
aten isty jedinec. Analogicky koeficient pribuzenstva medzi plnosesterskymi pribuznymi
(“vlastni stirodenci’) alebo medzi rodi¢om a potomkom je 0,25, pri polosesterskych pribuz-
nych (“nevlastni strodenci”, ktori maju spolocného jedného zrodi¢ov), druhostupniovych
surodencoch (bratranci, sesternice) a vztahu stary rodi¢ — vnuk je 0,125, a rovnako je mozné
kvantifikovat’ mieru akéhokol'vek pribuzenského vzt'ahu.

Aj ked obr. 22 ilustruje koncept identity pdvodom na chromozdémoch, v skuto¢nosti
sa tyka génov: aj gény na rovnakom cromozéme sa moézu rekombinovat’ vdaka crossing-
overu. Chromozém sa nededi ako celok, ktorykol'vek jeho segment mdze byt medzi homolo-
gickym parom vymeneny.

Obr. 22 [lustracia konceptu identity génov
povodom: schematické znazornenie segregicic
homologickych chromozémov (repliky rovna-
kého chromozému rodiCovského jedinca su
zobrazené rovnakou farbou) do gamét aich
spojenie do zygot potomstva.

obojpohlavny
rodic

gény identické gény neidentické
povodom povodom

Pribuzenské krizenie sa oznacuje terminom inbreeding. Miera inbreedingu jedinca sa
meria rovnakym sposobom ako pribuzenstvo jeho rodicov: koeficient inbreedingu jedinca je
rovny koeficientu pribuznosti rodiCov. Kedze v rodokmeni jedinca sa modze vyskytnut
viacero spolo¢nych predkov jeho rodicov a kazdy z nich prispieva k miere inbreedingu, je
mozné vypocitat’ koeficient inbreedingu ako sumu ich prispevkov:

+m;+1
F=Zi0.5”l M1+ F)
kde n; a m; je pocCet generacii, ktoré delia inbredného jedinca od i. spolo¢ného predka po
materskej a otcovskej linii, a 7 je koeficient inbreedingu i. spolo¢ného predka; ak uz genémy

spolo¢nych predkov samy o sebe obsahuji gény identické povodom, mozu byt odovzdané
obom rodi¢om jedinca, a teda zvySuje sa pravdepodobny podiel IBD génov v jeho gendéme.

40



Priklad: Na obrazku je rodokmen jedinca A. Aky je jeho koeficient inbreeding, teda aky je podiel génov, u
ktorych obe kopie v jeho genotype st replikami rovnakého originalu v genotype niektorého z jeho predkov,
ktory je spolo¢nym predom jeho rodicov?

\/\/
—()

Spolocni predkovia jedinca A st vyznaCeni tucnou kurzivou. RodiCia jedinca A su nevlastni
sturodenci, maju spolo¢nu matku E. Ta je sama inbredna, jej rodi¢ia su vlastni surodenci, teda ma
spoloénych oboch starych rodicov J a K. Dalsim spolo&nym predkom rodiov jedinca A je jedinec
M; jeho predkov nepozname, nie je dokaz, ze je inbredny. Medzi jedincami K a I je vzt'ah stryko-
neter.

Koeficient inbreedingu jedinca E je 0,5¢71*D + 0,50*1*D = (0,25, Prispevok jedinca E k inbreedingu
jedinca A je 0,5°"D(1+0,25) = 0,15625. Koeficient inbreedingu jedinca M je 0. Pocet generacii
medzi jedincom A a M po materskej linii (A-CEHK-M) je 4, po otcovskej linii (A-BFI-M) je 3,
prispevok jedinca M je teda 0,543*D (1+0) = 0,00391. Suma za oboch spolo¢nych predkov je
0,16016.

Mala pocetnost’ populdcie logicky vedie k zvySenej miere pribuzenského krizenia. Vo
vel'kej populacii, pokial’ nie je priestorovo alebo inak Strukturovand, vedie ndhodny vyber
spravidla k vol'be nepribuzného partnera (vid’ l'udska populacia v sti¢asnosti). Pokial’ je vSak
populécia pocetne obmedzend, vytvori sa v nej uz v priebehu generacii siet’ pribuzenskych
vzt'ahov, takZe jedinec v principe nema moznost’ vybrat’ si partnera, s ktorym by nebol v
pribuzenskom vztahu (vid’ populacie malych dedin eSte v neddvnej minulosti). Medzi vel'ko-
stou populdcie a priemernym koeficientom inbreedingu pri ndhodnom parovani existuje
funk¢ény vztah. N jedincov obsahuje 2N exemplarov kazdého autozoému. Pravdepodobnost’,
ze sa v zygote potomstva ndhodne stretnu dve repliky toho ist¢ho chromozému je teda
1/(2N). Ostatnych 1 — 1/(2N) zygot potomstva teda obdrzi kopie rozdielnych chromozomov,
oviem uZz tieto mdézu obsahovat gény identické povodom vdaka inbreedingu
v predchadzajucich generaciach s pravdepodobnostou, ktora kvantifikuje koeficient in-
breedingu rodi¢ovskej generacie. Koeficient inbreedingu v ¢. generacii F; je teda sucet prav-
depodobnosti oboch pripadov:

Fi=1/Q2N)+[1-1/Q2N)] Fi
(vztah vychadza z velkosti populacie N, ktora sa v ¢ase nemeni). Prirastok inbreedingu za
jednu generaciu (Az = 1) sa teda da vypocitat ako AF = 1/(2N). Cim mengia populacia (),
tym je prirastok inbreedingu v&csi, teda tym rychlejSie sa vnej vytvara pribuzenstvo
a hromadi inbreeding.
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Panmikticka rovnovaha — Hardy-Weinbergov zdkon
Panmixia je definovana ako uplne ndhodné parovanie, teda absencia akychkol'vek kritérii
pre vyber partnera pre parovanie. Aj v panmiktickych populdcidch dochédza k pribu-
zenskému krizeniu, ale len v miere, ktora zodpoveda miere pribuzenstva v populécii, teda
podielu pribuzenskych dvojic na vSetkym moznych paroch jedincov opacného pohlavia
v populécii.
Zakladnou zédkonitost'ou, ktord popisuje prenos genetickej informéacie medzi generacia-
mi v panmiktickej populacii, je Hardy-Weinbergov zdkon: zastipenie jednotlivych alelickych
variantov (alelické frekvencie) autozomalnych lokusov zostdva z generacie na generaciu
nezmenené, ak v populacii neposobi Ziadny z faktorov, ktoré tento stav mdézu zmenit’: prirod-
ny vyber, muticie, tok génov andhodné zmeny (geneticky drift). Zaroven staci jedina
generdcia nahodného parovania, aby sa ustanovili aj konStantné podiely jednotlivych
genotypov, ktoré zodpovedaju binomickému (pri 2 alelach) resp. multinomickému (pri viace-
rych alelach) pravdepodobnostnému rozdeleniu, ktoré sa uz v dalSich generaciach takisto
nemenia. Panmiktickd populédcia je teda z genetického hladiska v rovnovahe, nedochéadza
v nej k ziadnym zmenam genetickej Struktiry na urovni jednotlivého génu.
Hardy-Weinbergov zdkon popisuje idealizovany stav populdcie, plati len v efektivne
nekonec¢ne velkych populaciach za predpokladu oddelenych generacii. Drobné odchylky od
tychto podmienok (prekryv generacii, konecné ale vel'ké populacie) spravidla nevyvolavaju
meratel'né odchylky od rovnovazneho stavu: odchylka sposobend nedodrzanim podmienok je
spravidla mensia ako vyberova chyba odhadu alelickych alebo genotypovych frekvencii.
Priebeh nahodného parovania sa u sedentérnych organizmov (rastliny, morské hubky etc.)
odliSuje od pohyblivych organizmov (vacSina zivoc¢ichov). V pripade usadlych organizmov
sa nahodne paruji gaméty (resp. gametofyty), teda haploidna generacia. Sporofyty paprad’o-
rastov a cievnatych rastlin, hubiek, koralov apod. su nepohyblivé, asnimi aj samicie
gaméty, viazané na matersky organizmus. Nech je vSak vektor prenosu samcich pohlavnych
buniek akykol'vek (vietor, hmyz, voda), pohybuju sa v priestore, a teda ak ich vyber mater-
ského organizmu a teda aj samicej gaméty je nahodny, populacia sa sprava ako panmikticka.
V najjednoduchSom pripade bialelického génu je mozné Hardy-Weinbergov princip popisat’
nasledovne:
V generacii ¢ je v populacii st genotypy v autozomalnom géne A4 s uplnou dominanciou zastupené
nasledovne: dominantni homozygoti 44 podielom P, heterozygoti Aa podielom O, recesivni
homozygoti aa podielom Q. Pri rozmnoZovani dominantni homozygoti A4 tvoria len gaméty s
dominantnou alelou 4, recesivni homozygoti aa len gaméty s recesivnou vlohou a. U heterozygo-
tov Aa alely segreguju do gamét (samcich aj samicich) v pomere 1:1, teda polovica gamét, ktoré
vytvaraji, bude obsahovat dominantni alelu 4 a druha polovica recesivnu alelu a. Podiel
dominantnej vlohy v gamétach je preto p = P + 2H, podiel recesivnej alely g = O + 2H (pz = po ,
2 = ¢9). V pripade Ze gaméty sa do genotypov potomstva spajaji nahodne (Co je z definicie
podmienka panmixie) mozno o¢akavané podiely genotypov v generacii ¢ + 1 uréit’ na zaklade
kombinatoriky. Frekvencia dominantne homozygotného genotypu A4, t.j. podiel pripadov, ked’ sa
do zygoty spoja dve gaméty obsahujuce dominantni alelu 4, je p2 % po = p*. Rovnako frekvencia
recesivne homozygotného potomstva aa je g; * go = g*. Pravdepodobnost’ spojenia dvoch gamét
s rozdielnymi alelami 4 a a do heterozygotnej zygoty Aa je pa X go + po % g3 = 2pq. Rozdelenie
frekvencii genotypov potomstva (v generacii ¢ + 1) je teda binomické: p* A4 : 2pq Aa : ¢* aa.
Pri reprodukcii generacie ¢ + 1 (potomstva generacie ) dominantni homozygoti 44, zastipeni
v potomstve podielom p?, tvoria len gaméty s dominantnou alelou A4, heterozygoti Aa, ktori s v
populacii zastupeni podielom 2pg, gaméty s dominantnou a recesivnou vlohou v pomere 1:1, rece-
sivni homozygoti len gaméty s recesivnou alelou a. Analogicky ako v generacii ¢, podiel gamét s
dominantnou alelou teda bude p> = p* + Y4-2pg = p* + pq = p(p + q) = p a podiel gamét s recesiv-
nou alelou p’ = ¢* + %4-2pq = ¢* + pq = q(p + q) = q (ak su v populécii zastupené len dve alely 4 a
a, sucet ich podielov je 100%, teda p + g = 1, Coho dostavame opét frekvencie px1 = p; gx1 = q).
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Pre prehl'adnost’ je mozné cely mechanizmus popisat’ tabelarnou formou (tab. 6)

Tab. 6 Vyvoj alelickych a genotypovych frekvencii v panmiktickej populacii sedentérneho

diploidného druhu.
Generacia Genotypové frekvencie Frekvencie alel v gamétach
AA Aa aa | Spolu A a Spolu
0 P H 0 1
P~ q=
Py +2Hua) Y2Huay + Oaa 1
1 p’ 2pq 7’ 1
Plun+ 2 2pqua | a2 2pqua)
=p*+prq =q’ g
=ppt@=p | =qptg)=q | 1
2 p’ 2pq 7 1

Tab. 7 Vyvoj alelickych a genotypovych frekvencii v panmiktickej populécii pohyblivého
diploidného druhu.

Genotypové frekvencie rodicov

Alelické frekvencie

AA Aa aa A a
Generacia 0 P H 0 p=P+H/2 |q=0Q+H/2
Krizenie |Frekv Genotypove frekvencie potomstva
AA x A4 | P? P? 0 0
AA X Aa |2PH Y5 2PH Y, 2PH 0
AA < aa |2PQ 0 2P0 0
Aa x Aa |H? VaH? VoH? VaH?
Aa x aa |20H 0 Y, 20H Y, 20H
aa x aa | 0* 0 0 %
z P+PHVYYH? | PHR2PO+QH+AH? | QP+ QHAYVH?
=(P+VaH)? | =2(P+AH)Q+AH) | =(Q+H)? | p+Y%2pq | ¢+ 2pgq

Generécia 1 =’ =2pq =4 =P pq=p|=4’+r9=q
Krizenie |Frekv Genotypové frekvencie potomstva
AA x AA | p*p? pt 0 0
AA % Aa |2(p*2pq) 2p’q 2p’q 0
AA x aa |2(p*.q4%) 0 2p%q? 0
Aa x Aa |2pq.2pq Pq? 2p*q? e

Aa x aa |2(2pq.q*) 0 2pq? 2pq?

aa X aa |q*.q° 0 0 q*

z PP’ d | 2020’ +pe) | PP 2patgt
=P’(P*+2pq+q’) | =2pq(P*+2pq+q’) | =4’ (P*+2pq+q’)
=p*1 =2pq°1 =q*1 PH%2pq | ¢+ 2pg
Generacia 2 =p* =2pq =4’ =p*+pq=p|=¢*+pg=q

V pripade vicSiny zivocichov pohyblivé stadium predstavuju spravidla diploidné dospelé
organizmy, a aj ked’ rozmnozovanie nie je nutne spojené s kopuléciou, k spojeniu samcich
a samicich gamét dochddza v mieste, ktoré je dané poziciou samcieho a samicieho jedinca.
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To, €o sa ndhodne vyhl'addva a paruje, st teda dospelé jedince s konkrétnymi genotypmi, nie
haploidné gaméty. Aj tu vsak plati, ze pravdepodobnost” parovania dvoch genotypov je
umernd ich zastapeniu v populécii. Oc¢akavand frekvencia pohlavného spojenia dvoch
genotypov je rovna sucinu ich podielov v populdcii: pravdepodobnost’ parenia dvoch
rovnakych genotypov (napr. A4) je rovna Stvorcu frekvencie genotypu (P(AA4 xAA) = Pz *Po
= P?), pravdepodobnost’ parenia dvoch rozdielnych genotypov (napr. 44 a Aa) je rovna
dvojndsobku sucinu ich frekvencii (P(44*xAa) = P3xHo + PoxHz = 2PH). Pri popise
panmixie v populdcii pohyblivého druhu a odhade ocakévanych podielov alel a genotypov je
potrebné¢ zohladnit’ zastipenie genotypov v rodiCovskej generacii a genotypové Stiepne
pomery pri jednotlivych typoch kriZenia (tab. 7).

U mnohych jednobunkovych diploidnych eukaryotov je pohyblivé ako diploidné
(nepohlavné) tak aj haploidné (pohlavné) Stddium; vztahuje sa na ne teda jeden aj druhy
popis panmixie.

Priklad: U silenky Silene littorea sa vyskytuju tri farebné variety: homozygoty su fialové (44) alebo biele
(aa), heterozygoty su svetlomodré (4a). Ak sa v populécii vyskytuju jedntlivé genotypy v podieloch P(4A4)
=40%, P(Aa) = 50%, P(aa) = 10%, ako sa bude vyvijat alelicka a genotypova §truktira tejto populacie, ak
je panmikticka?

Generacia Genotypové frekvencie Frekvencie alel v gamétach
AA Aa aa | Spolu A a Spolu
0 0,40 0,50 0,10 1
P = q=
0,40 + '2.0,50 | 0,10 + 4.0,50 1
= 0,65 =0,35
1 0,65= | 2.0,65.0,35= ]0,350%= 1
0,4225 0,4550 0,1225
p= q=
0,4225 + 0,1225 +
+2.0,455 +14.0,455 1
= 0,65 =0,35
) 0,65= | 2.0,65.0,35= ]0,350%= 1
0,4225 0,4550 0,1225

V pripade, ze st vSetky genotypy rovnako plodné, prispieva kazdy z nich k tvorbe pelovych zin a
vajicok imerne ich zastipeniu v populacii, teda fialové homozygoty A4 tvoria 40% samcich a
samiCich gamét, ktoré vSetky obsahuju alelu A, modré heterozygoty Aa 50% gamét, z ktorych
polovica (25%) obsahuje 4 a zvySnych 25% a, a biele homozygoty aa 10% gamét s alelou a, z
¢oho vyplyva podiel alely 4 p = 0,40+0,25 = 0,65, podiel alely a ¢ = 0,10+0,25 = 0,35. Ak sa
gaméty kombinuju ndhodne, pravdepodobnost’ vzniku zygoty s genotypom A4 je iimerna stcinu
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pravdepodobnosti, Ze (nahodne vybrané) pelové zrno a vajicko obe obsahuju alelu 4 (vid’ Box 1),
teda 0,65 x 0,65 = 0,4225; analogickou dostaneme podiel heterozygotov Aa 0,4550 a
homozygotov aa 0,1225. Podiel genotypov sa teda zmenil oproti vychodiskovému stavu. Pokial
su ale vSetky genotypy rovnako zivotaschopné, ich podiely sa az do dospelosti nezmenia (to
enznamena, ze sa vSetky jedince dospelosti doziju, ale z kazdého genotypu vypadne rovanké
percento). Ked’ teda d’alSia generacia sileniek za¢ne kvitnat,, bude podiel alely 4 opét’ zodpovedat
celému podielu gamét tvorenych homozygotmi 44 + polovici podielu gamét tvorenych
heterozygotmi Aa, ¢o je 0, 0,4225 + 4.0,455 = 0,65, a podiel alely a celému podielu gamét
tvorenych homozygotmi aa + polovici podielu gamét tvorenych heterozygotmi Aa, o je 0, 0,1225
+ 1.0,455 = 0,35, teda zostane nezmeneny, z coho vyplynie nezmeneny podiel genotypov v d’alSej
generacii atd’.

Ako pri usadlych (tab. 6), tak aj pri pohyblivych organizmoch (tab. 7) je zrejmé, ze staci
jedna generacia ndhodného krizenia, a v populacii sa nezavisle na vychodiskovych
frekvenciach genotypov (P, H, Q) ustanovi stala genotypova Struktira zavisla vylu¢ne na
frekvenciach alel: podiel p> homozygotov A4, 2pq heterozygotov Aa a g*> homozygotov aa.
Tuto Struktiru vSak mozno rozsirit’ na lokus s 'ubovolnym poctom alel: ak frekvenciu alely
A; oznaéime p;, potom frekvencia lubovolného homozygota Aid; je p?, frekvencia
I'ubovolného heterozygota 4:4; je 2pip;. Takisto v populdcii zostavaji frekvencie vSetkych
alel nemenné. Tato konStantnost’ alelickej a genotypovej Struktary je dovodom, preco sa
panmixia spravidla berie ako Standard, voci ktorému sa porovnava genetickd Struktira redlne;j
populacie.

KomplikovanejSia je situacia v pripade gonozomalnych génov. Ak sa jedna o gén,
lokalizovany v heterologickej Casti pohlavného chromozému Y, dedi sa vylu¢ne otcovi (pri
dedi¢nosti pohlavia typu Drosophila), a jeho frekvencia zostdva konStantna. Pri géne
viazanom na chromozom X sa méze dedit’ od oboch rodicov:

Gény viazané na chromozém X sa vyskytuji uhomogametického pohlavia (v pripade

cicavcov samice) v 2 exemplaroch, zatial' o u heterogametického pohlavia len v jednom, teda

samice prispievaju k frekvencii génu v populaciami dvomi tretinami, samce jednou tretinou. Ak pri

bialelickom lokuse budu genotypové frekvencie u samic P homozygotov A4, H heterozygotov Aa a

O homozygotov aa, zatial’ o frekvenciu hemizygotov 4 oznaCime R a hemizygotov a oznacime S,

potom frekvencia alely 4 u samic je pr= P + H/2, u samcov p,, = R; analogicky qr=Q + H/2, gn =

S. Vzhl'adom na rozdielny prispevok samic a samcov k alelickym frekvenciam bude zastipenie

alely 4 v celej populacii

P="prt s pn="3(2ps + pm) = V5(2P + H+ R)

(analogicky g = 520 + H + 5)).

Samce s chromozémovou konstelaciou XY dedia chromozém X od matky a Y od otca. Gény viazané
na gonozoém X teda méze zdedit’ len od matky, teda frekvencia alely v sam¢om potomstve je rovna
frekvencii u samic v rodiCovskej generacii (p'» = ps, ¢'m = ¢y). Samice (XX) ziskavaju jeden
chromozém X od matky, druhy od otca, teda nezavisle na pomere pohlavi frekvencia alely
v samicom potomstve je priemerom frekvencii v oboch pohlaviach rodi¢ovskej generacie (p s = ¥a(
prtpn); 47 =V g+ qn)).

Priemerna frekvencia sa teda nemeni, ale frekvencia v ramci pohlavi osciluje okolo
rovnovaznej frekvencie a pomerne rychlo sa k nej priblizuje (obr. 23). Rovnaké vztahy
samozrejme platia pri nielen pri uréeni pohlavia typu Drosophila (XY), ale pri vSetkych
typoch dedi¢nosti pohlavia, uktorych o pohlavi rozhoduji nehomologické pohlavné
chromozdémy alebo absencia pohlavného chromozomu (ZW, X0, Z0, haplodiploidné urcenie).
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Priklad: U niektorych plemien hovédzieho dobytka je farba srsti riadend autozomalnym génom s
kodominanciou: homozygoty st hnedé (44) alebo biele (aa), heterozygoty su strakaté (4a). Ak sa vo volne
zijucom stade vyskytuju jednotlivé genotypy v podieloch P(44) = 50%, P(4a) = 20%, P(aa) = 30%, ako sa
bude vyvijat alelicka a genotypova Struktura tejto populacie, ak je panmikticka a v oboch pohlaviach st
genotypy zastupené rovnako?

Genotypové frekvencie rodi¢ov Alelické frekvencie
AA Aa aa A a
Generacia 0 P=0,50 H=10,20 0=030 | p=P+H/2 | q=Q+H/2
=0,5+0,2/2 | =0,3+0,2/2
=0,60 =0,40
Krizenie |Frekv Genotypové frekvencie potomstva
AA x A4 0,25 0,25
AA x Aa 0,20 0,10 0,10
AA xaa 0,30 0,30
Aa X Aa 0,04 0,01 0,02 0,01
Aa xaa 0,12 0,06 0,06
aa x aa 0,09 0,09
x 0,36 = 0,48 = 0,16 = pH%2pq | ¢*+a2pq
=0,36+ =0,16+
+150,48 +150,48
Generacia 1 = p? =2pq =q? =0,60=p| =040=g¢g
Krizenie |Frekv Genotypové frekvencie potomstva
AA x A4 10,1296 0,1296
AA x Aa |0,3456 0,1728 0,1728
AA xaa |0,1152 0,1152
Aa x Aa 10,2304 0,0576 0,1152 0,0576
Aa X aa |0,0768 0,0384 0,0384
aa X aa 0,0256 0,0256
z 0,3600 = 0,4800 = 0,1600 = | p*+%2pq | ¢*+Y22pq
=0,36+ =0,16+
+150,48 +140,48
GeneréciaT =p’ =2pq =4’ =0,60=p | =040=g¢g

Ak sa jedinci v stdde paria nahodne (bez ohl'adu na genotyp), pravdepodobnost’, Ze sa stretnu
samec aj samica s dominantne homozygotnym genotypom (44) bude PxP = P> = 0,50 x 0,50 =
0,25, ich potomstvo musi byt’ tiez dominantne homozygotné. Pravdepodobnost’ krizenia A4 XAa
bude 2PH = 2x0,50%0,20 = 0,20 (244 x3Aa + Q4ax3 AA), polovica potomstva z tohoto kriZzenia
budi dominantné homozygoty 44, druha polovica heterozygoty Aa. Rovnakou logikou sa daju
odvodit’” pravdepodobnosti krizenia ktorejkol'vek dvojice rodicovskych genotypov a frekvencie
genotypov ich potomstva. Po ich sé¢itani dostaneme sumarne frekvencie genotypov v potomstve:
36% AA, 48% Aa a 16% aa, ¢o zodpoveda podielom odvodenym z alelickych frekvencii. Tieto
podiely sa ustanovia po 1 generacii ndhodného parovania a uz sa d’alej nemenia, rovnako ako sa
nemenia alelické frekvencie: 60% 4 a 40% a.
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Obr. 23 Vyvoj frekvencie alely viazanej na X chromozém u samcov a samic v panmiktickej populacii.

Vizbova rovnoviaha

Ak st dva lokusy v populdcii vo vdzbovej rovnovahe, znamena to, ze sa ich alely rekombi-
nuju volne. Akékol'vek nendhodna asocidcia medzi alelami znamena existenciu vidzbovej
nerovnovahy (linkage disequilibrium), ktord napriek svojmu nazvu moéoze byt podmienena
mnohymi faktormi, nielen véizbou medzi lokusmi (vid’ podkap. Meioza, vizba génov), ale
takisto prirodnym vyberom, genetickym driftom, populacnou $truktirou a pod.

V pripade nezavislych lokusov sa ich alely kombinuju ndhodne, vyskyt jednej nie je
korelovany s vyskytom druhej. V pripade dvoch alel 4 a B, ak je ich vyskyt nezavisly, pre
pravdepodobnost’ ich kombinacie plati zakonitost’ uvedena v Boxe I: p4s=p4-ps. Koeficient
vizbovej nerovnovahy je teda definovany ako rozdiel tychto hodnét: D4p = pap—paps.
Vzhl'adom na to, ze takto definovand miera zavisi od frekvencii alel v populacii (a teda nie je
porovnatel'na medzi lokusmi), je spravidla vyjadrovand formou korelaéného koeficienta

medzi alelami: 1745 = Dyp//Pa(1 — P2)P5(1 — D5).

V cerstvo etablovanej populacii (napr. pri kolonizacii nového stanovista malym poctom
jedincov) je vdzbova nerovnovaha spravidla vysoka, ked’ze u zakladajucich ¢lenov populacie
sa vyskytuju konkrétne kombinacie lokusov na ich chromozémoch. Striedanim generacii sa
nerovnovaha postupne zmieriiuje, ked’ze inicidlne kombinacie alel postupne zanikaju opako-
vanym crossing-overom. Vel'ké dlho existujice panmiktické populdcie (I'udské, populécie
borealnych drevin a pod.) spravidla vykazuji tendenciu k rovnovahe alel. Tento stav mdze
narGSat’ napr. prirodny vyber: ak s niektoré konkrétne kombindcie alel pre organizmus
vyhodné (napr. ich produkty dokézu dobre spolupracovat’ v metabolizme), vyber ma ten-
denciu ich v genofonde udrziavat, aj ked’ mozu byt’ lokalizované na r6znych chromozémoch.
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SPECIALNA CAST

Péachatelom trestného c¢inu moéze byt zdefinicie tohoto pojmu len osoba s pravnou
subjektivitou, teda ¢lovek (aby sme boli uplne presni, len trestne zodpovedny ¢lovek; osoby,
ktoré esSte nenadobudli trestni zodpovednost’, napr. deti, alebo osoby, ktoré boli sudnym
rozhodnutim zbavené sposobilosti pre pravne ukony, napr. kvoli psychickej chorobe, sem
nespadaji). Obet'ou trestného ¢inu mdze byt clovek (pre zjednodusenie sem zahrime fyzické
aj pravnické osoby) alebo zivotné prostredie (kam zase pre zjednodusenie zahriime aj trestné
¢iny voc¢i inym druhom nez Homo sapiens). Kvoli jednoduchosti bude tento text pre
objasnovanie trestnych ¢inov prvej kategérie pouzivat’ termin ‘humanna kriminalistika’, a pri
druhej kategorii termin ‘environmentalna kriminalistika’.

Je vcelku pochopitelné, Ze nastroje forenznych genetickych analyz (analytické metody,
databazy apod.) boli vyvijané primarne pre potreby humdnnej kriminalistiky. Na druhej
strane, aj pri pre¢inoch voci zivotnému prostrediu ¢i inym organizmom mdze byt samotna
humanna kriminalistika ndpomocna. Aj ked sme v uvode spominali len priklady, ked
biologicky materidl ureny pre kriminalisticki expertizu pochadzal z divozijuceho druhu,
modze byt predmetom expertizy v environmentalnej kriminalistike aj materidl pochadzajuci
z Cloveka. Pri vnutornostiach zastreleného a vyvrhnutého rysa sa mdéze najst ohorok
z cigarety s epitelovymi bunkami Ustnej sliznice na povrchu, ktory je potrebné stotoznit
s osobou podozrivou z pytliactva. Samozrejme, Skdla nastrojov pouziteI'nych v tejto oblasti je
uzsia nez pri trestnych ¢inoch voci €loveku: mnohé Staty napriklad buduju databdzy DNA
profilov pachatel'ov trestnych ¢inov, tie sa vSak obmedzuji na tie najtazsie trestné Ciny:
pre€iny proti Statu ¢i nasilné trestné Ciny. Odsudeny terorista ¢i vrah sa do nich dostane,
odsudeny pytliak ¢i pokutovany Sofér nadkladného auta, ktory vysypal odpad do potoka, nie.
Pre Gplnost’ treba dodat’, Ze v niektorych krajindch (USA, Vel'ka Britania) sa postupne buduju
databazy DNA profilov obyvatel’stva, ale vzh'adom na ochranu osobnych idajov a ob¢ianske
slobody ich vyuzitie nie je vzdy jednoduché. Pri hladani mozného pachatela v pripade
vrazdy ¢i znasilnenia je teda mozné tieto zdroje vyuzit, v pripade pasovania chranenych
zivocichov ¢i neopravneného nakladania s odpadmi o tuto vyhodu prichddzame.

Forenzna prax v pripade precinov voc¢i inym organizmom nez ¢lovek si musi vystacit’ s
obmedzenym rozsahom nastrojov a metdd. Jeho Sirka zavisi od konkrétneho druhu: v
niektorych pripadoch bola genetickd premenlivost’” monitorovana pre vedecké a vyskumné
ucely a k dispozicii st ako metodické postupy, tak aj pomerne bohaté udaje. V pripade
druhov, ktoré zostali bokom tohoto zadujmu, si Casto musime vystaCit’ s primitivnejSimi
postupmi a porovnavacie udaje chybaji. Nie vSetky postupy uvedené v d’alSich kapitolach sa
teda daju vyuzit’ u kazdého druhu.

Biologicka stopa

Biologickym materidlom je ¢okol'vek, ¢o bolo alebo je sti€astou alebo produktom zivého
organizmu. Ako biologicku stopu oznacujeme biologicky material zaisteny kriminalistom,
ktory je nasledne predmetom znaleckého hodnotenia.

V huménnej kriminalistike mdze byt biologickou stopou skutocne takmer cokol'vek.
Nemusi sa jednat’ o kisok tkaniva, stopou moze byt krvna skvrna, biologicky material zachy-
teny na nedopalku cigarety (bunky v slinach, epitel sliznic), zaschnuty ejakulat, vlasové
korienky a pod. V principe na vytvorenie DNA profilu staci cca 15 nedegradovanych buniek.
Problém spociva najmi v slove ‘nedegradovany’; napriek tomu, Ze DNA je chemicky pomer-
ne stabilna molekula, podlieha s postupom c¢asu a v zavislosti na podmienkach chemickym
zmenam, ktoré moéze znemoznit' jej vyuzitie. Zaroven treba pripomenut, Ze analytické
metody boli vyvijané a optimalizované primarne pre analyzu ludského materialu. Pre
kriminalistiku, ktora sa zaobera ¢inmi proti cloveku, su k dispozicii Specializované kity, kto-
ré umoziuju ziskat’ relevantné vysledky aj v podmienkach, ktoré maju d’aleko k optimalnym.
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Do istej (menSej) miery to plati aj pre druhy, na ktorych ma ¢lovek bezprostredny zaujem
(pes, hospodarske zvierata, mikrobialne patogény Cloveka a pod.). V pripade vol'ne Zijucich
druhov su k dispozicii len postupy vyuzivané v botanickom, zoologickom, mykologickom
etc. vyskume, ktoré Casto vyzaduji dostatocné mnozstvo kvalitnej DNA, na izolaciu ktorej je
potrebné dostatocné mnozstvo biologického materialu v relativne dobrom stave. Ani to vSak
neplati absolutne. S ohl'adom na obtiazny odchyt zivych jedincov, ich zdkonnt ochranu

a dalSie faktory boli aj v pripade druhov z prirody vypracované postupy izolacie DNA zo

srsti, krvnych stdp, a dokonca aj Cerstvy trus mdze na povrchu obsahovat zivé bunky

¢revného epitelu. Problémom moze byt konzervacia, preparacia, tepelna ¢i chemicka tprava
biologického materidlu — nie je mozné izolovat’ pouzitelnit DNA z drevotrieskovej dosky.

Pri odbere materialu je potrebné minimalizovat’ potencialnu kontaminéciu. Pochopitelne,
pri praci s 'udskou DNA je problém kontaminécie akutnejsi, kedze tu hrozi kontaminacia
stopy biologickym materidlom kriminalistu, ktory vykonava odber. Preto st v krimina-
listickej praxi vypracované velmi prisne postupy odberu stop. V pripade volne Zijucich
organizmov je v situdciach prichadzajucich v praxi do uvahy spravidla k dispozicii kusok
tkaniva ¢i pletiva. Aj tu sa vSak stretdvame so situdciami, ked’ k dispozici je len krvné Skvrna
¢i iny materidl, obsahujici miniméalne mnozstvda DNA. V tychto pripadoch méze byt
kontaminéacia problémom ani nie tak pre hrozbu faloSne pozitivneho vysledku, ako skor
moznost’ zlyhania analyzy. PCR amplifikuje fragmenty zo vSetkej DNA, ktora je v reakcnej
zmesi k dispozicii. Ak v nej prevlada kontaminantnd DNA nad DNA zo samotnej stopy (¢o je
I'ahko predstaviteI'né napr. pri analyze trusu, obsahujiceho malé mnozstvo buniek Crevnej
vystelky), mdze sa stat’, ze prioritne sa budu amplifikovat' fragmenty kontaminantnych
molekul. Problémom nie je moznost,, ze by si ich niekto pomylil s fragmentmi z ciel'ového
druhu, ale moze prekryt’ signdl. Nie je nutné ani ucelné pri odbere materidlu pre tento typ
analyz pouzivat tak prisne kritéria ako v kriminalistike (ochranny oblek, ruSko, sterilné
rukavice etc.). Odber Casto uskutociiuje laik, takZe ten ani postupy odberu nemusi ovladat,
ale urcité minimalne pravidla je potrebné dodrziavat’ uz z hygienickych dévodov: material
odoberat’ v rukaviciach, eliminovat’ primes iné¢ho materialu v odobranej vzorke (rastlinné ¢i
zivoCiSne zvysSky, pdda apod.). Extrémne dolezit¢ je spravne ajednoznacné oznacenie
vzoriek. Materidl nasledne musi byt’ uskladneny v suchom a studenom prostredi chrdniacom
pred mikrobialnou degradaciou, spravidla v mraznic¢ke pri —20 °C, alebo v hlbokomraziacom
boxe pri —80 °C.

Postupy izoldcie DNA z biologického materidlu sa liSia podl'a jeho charakteru. Vo
vSeobecnosti je materidl najprv homogenizovany, aby sa narusili bunkové membrany a DNA
sa uvolnila z buniek. Nasledne st odburané lipidy, ktoré tvoria podstatnti ¢ast’ suSiny bunky
(vSetky membranové systémy), pomocou detergentov a povrchovo aktivnych latok. Niektoré
procediry si vyzaduju aj odburanie proteinov a RNA (protedzami a RNazami). Tieto
odpadové latky st nasledne vyzrazané koncentrovalym solnym roztokom a odstranené
centrifugaciou. DNA je nasledne purifikovana; najbeznejSie postupy su
e vyzrazanie etanolom alebo izopropanolom s néslednou centrifugaciou,

e fenol-chloroformova extrakcia, pri ktorej st proteiny denaturované fenolom, pri nasledne;j
centrifugdcii zostavaju v organickej faze, pricom zvysky fenolu st z vodnej fazy
obsahujucej DNA odstranené chloroformom

e adsorpcia DNA na kremelinu v pritomnosti chaotropnych soli, ktoré sprostredkovavaja
vizby medzi DNA a povrchom kremeliny; extrakcia prebieha v minikolone, v ktorej je
kremelina so vzorkou DNA premyvana etanolom obsahujicim chaotropné latky,
a nasledne extrahovana z kolony a vyzrazana.

Vyextrahovand DNA je nésledne spravidla rozpustend v mierne alkalickom tlmiacom
roztoku a skladovana.
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Nastroje forenznej genetickej analyzy
Genetické a génové markéry
Pre popis a kvantifikaciu genetickej premenlivosti v ramci populacie a charakteru geneticke;j
variability medzi populaciami potrebujeme znaky, u ktorych z ich fenotypového prejavu sme
schopni odvodit’ ich genotyp. Takéto znaky nazyvame genetickymi markérmi. Ide o fenoty-
pové znaky, ktoré nie st ovplyvnené prostredim (resp. vplyv prostredia je len minimalny), t.j.
su prakticky uplne kontrolované geneticky. Z hl'adiska hodnotenia genetickej premenlivosti
su najdolezitejSou podskupinou genetickych markérov tzv. génové markéry: znaky, ktoré
maju jednoduchu genetickll kontrolu (maly pocet génov, v idedlnom pripade len jeden), ktoru
je mozné metodami genetickej analyzy urcit), t.j. kazdému fenotypu sme schopni jednoznacne
priradit’ genotyp. PodrobnejSie informacie o principoch analyzy a pouzitia jednotlivych typov
markérov st uvedené v navodoch na cvicenia, tu uvadzame len zdkladny vSeobecny popis.
Spdsob dedicnosti ma pre pouzitenost’ génovych markérov rozhodujuci vyznam, v pri-
pade uplnej dominancie (dominantny homozygot a heterozygot nie su fenotypovo rozlisitel-
ni) st moznosti pouzitia markéra obmedzené, naopak vyhodna je neuplnd dominancia alebo
kodominancia alel.
Podl’a charakteru mozno genetické markéry klasifikovat’ na:
o morfologické (u rastlin najcastejSie morfologické odchylky v tvare a farbe listov ¢i
kvetov/strobilov, habite, u Zivo¢ichov albinizmus, vyvojové anomalie a pod.)
o biochemické a fyziologické (sekundarne metabolity — monoterpény, sesquiterpény,
fenolické latky, fyziologické parametre a pod.)
o molekuldrne
o proteinové
* izoenzymy
= krvné skupiny
o DNA markéry
= zalozené na restrikénych fragmentoch
= zalozené na amplifikacii PCR
= zaloZené na sekvenovani
= zalozené na inych principoch
Z uvedenych skupin predovsetkym molekularne markéry spiiaju poziadavky pouZitelnosti
na vidsinu praktickych uéelov, aktualny 3tandard forenznych analyz spiiia len tento typ
markérov.

Proteinové markéry

Najstarsi pouzivany typ proteinovych markérov uz bol spomenuty v kap. Dedicnost’ fenoty-
povych znakov: krvné skupiny su antigény na povrchu Cervenych krviniek, vacSinou ide
o monogénne kontrolované proteiny alebo glykoproteiny. Pocet krvnych skupin je cca 50. Ich
nevyhodou je Castd Uplnd dominancia, ktord znemoziuje presnil identifikaciu vsetkych
genotypov na zéklade fenotypu. Krvné skupiny su ur¢ované aglutinaénym testom: do krvi sa
prida protilatka proti konkrétnemu proteinu a sleduje sa, ¢i dochadza k zhlukovaniu cerve-
nych krviniek a vyzrazaniu krvi.

Nie vSetky zivé organizmy maji krv. Univerzélnej$im typom proteinovych markérov st
izoenzymy, €o su rozne molekularne formy toho istého enzymu. Enzymy ako bielkovinné
molekuly predstavuju priamy produkt transkripcie a translacie genetickej informécie, vzt'ah
medzi primarnou Struktirou enzymu a poradim nukleotidov v kodujucej ¢asti DNA je bepro-
stredny. Nesynonymné mutdcie v DNA vyvolavaji zmeny proteinu: jeho velkosti, tvaru,
pritomnosti elektricky nabitych funkénych skupin vo zvySkoch aminokyselin (-COO~, —
NH;", =NH>", -0, —S") a z nej vyplyvajiceho elektrického naboja vo vodnom prostredi (v
zéavislosti na pH). Na zaklade tychto vlastnosti je mozné¢ pdvodné a mutované enzymové
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molekuly oddelit’ elektroforeticky, t.]. separdciou v elektrickom poli. Extrakt z zivocisneho ¢i
rastlinného materialu sa vlozi do polotuhého média (Skrobovy alebo polyakrylamidovy gél) s
konkrétnym pH a pripoji sa na jednosmerny elektricky prad, teda vlozi do elektrického pola,
v ktorom sa elektricky nabité molekuly proteinov pohybuju rychlostou imernou ich naboju.
Po ukonceni migracie sa gél sa vlozi do farbiaceho roztoku, obsahujuceho substrat, na ktory
zistovany enzym posobi, kofaktory nutné pre priebeh biochemickej reakcie ktort enzym
katalyzuje (NAD, NADP, ATP, Mg** a pod.) a farbiva reagujuce s produktmi reakcie. Ked’ze
biochemické rakcie neprebiehajii spontanne, reakcia prebehne len v miestach, kde sa v géli
nachadzaju molekuly enzymu — tu dojde k vyzrazaniu farbiva, teda tieto miesta sa na géle
prejavia ako farbené pruzky, kde kazdy prizok zodpoveda jednej frakcii enzymu. Geneticka
interpretdcia zymogramu sa hl'add metoédami genetickej analyzy. V najjednoduchSom pripade
(monomérny enzym produkovany len 1 génom) kazdy prazok zodpoveda jednej alele génu,
ktory kontroluje syntézu enzymu. Pocet alelickych variant sa pri izoenzymoch pohybuje
spravidla v rozmedzi 14 (vynimoc¢ne nad 10) alel na populdciu. Pocet izoenzymovych
génov, u ktorych je mozné enzymy extrahovat’, separovat’ a farbit’ bez straty biochemicke;j
aktivity, a pre ktoré si vypracované laboratorne protokoly, je spravidla 10-20, v zavislosti na
organizme. KI"iCovym bodom je extrakcia enzymov; d’alSie kroky (elektroforéza, farbenie) st
Casto univerzalne pouzitelné pre vSetky druhy. Nevyhodou izoenzymov z hladiska
forenznych analyz je, ze proteiny rychlo podliehaju degradacii, spravidla sa daju tspesne
extrahovat’ len z Cerstvého materidlu. V sucasnosti st proteinové markéry vo forenznej praxi
vyuzivané len vynimocne.

DNA markéry

Principy analyzy DNA

DNA markéry vychadzaji priamo z analyzy DNA, ktora je nositel’kou dedi¢nej informacie.

V sucasnosti uz je technicky moznd analyza celého gendému, ale pre vicSinu praktickych

aplikacii (vratane forenznych aplikacii) by to bolo prili$ technicky a najmi finan¢ne narocné

podujatie. Predmetom analyzy su preto spravidla vybrané Giseky (fragmenty) DNA.
Vytvorenie tychto fragmentov moze byt zalozené na dvoch postupoch:

e Stiepenie molekuly DNA na definované useky pomocou Specifickych ezymov, restrikc-
nych endonukledz (restriktaz). Ide o enzymy, ktoré prokaryoty pouzivaju ako jeden
z mechanizmov obrany proti virusovej infekcii. Na molekule DNA vyhladavaju konkrétny
kratky sekvenény motiv (sekvenciu nukleotidov s dizkou cca 4-8 bp), a pokial’ ho najdu,
molekulu DNA rozdelia (napr. endonukle4dza EcoRI, izolovana z ¢revnej baktérie Escheri-
chia coli, vyhl'adédva sekvenciu GJAATTC/CTTAA|G a deli molekulu DNA na oboch
komplementarnych retazcoch medzi guaninom a adeninom). Nazov konkrétnej endo-
nukledzy je odvodeny od skratky rodového a druhového nazvu baktérie (Eco =
Escherichia coli), pripadne konkrétneho bakterialneho kmena, z ktorého bola restriktaza
izolovand (kmett R), a Cislované st rimskymi cislami v poradi, ako boli popisané
(poradové cCislo I). Existuju 3 typy restrikénych endonukledz, pre tcely molekularnej
biologie aj génového inzZinierstva sa najcastejSie vyuzivaji endonukledzy typu II, ktoré
vyhladavaju konkrétny sekvenény motiv a retazec DNA prerusia v jeho ramci. VacSina
endonukledz vyhl'adava tzv. palindromické sekvencie, t.j. motivy, ktoré st v smere Citania
(5'—>3") identické (napr. spominand endonukledza FEcoRI vyhladava sekvenciu
5'GAATTC3', t.j. komplementarna sekvencia v druhom retazci 3'CTTAAGS' je v smere
Citania 5'—3' (t.J. odzadu) identickd). Niektoré z endonukledz prerusuju obe vldkna DNA
na rovnakom mieste, teda vytvaraji tzv. hladky koniec (blunt end), iné preruSuju vldkna
DNA na rozdielnych miestach, na konci teda vytvaraji jednoret’azcovy previs (overhang).
Enzymy, schopné spajat’ prerusenia na retazci DNA (ligdzy) vyZaduju prave previs (tato
vlastnost’ sa vyuziva pri niektorych typoch markérov, napr. AFLP). Strihanim restrikénymi
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endonukledzami sa cely retazec DNA rozdeli na fragmenty, ktoré je mozné separovat
elektroforeticky a nasledne farbit’ roznymi technikami. Dizka fragmentov sa meria po&tom
bazovych parov (bp).

Pri jadrovej DNA je mnoZstvo fragmentov ziskanych Stiepenim ktoroukol'vek z moznych
endonukleaz velmi velké, pricom zavisi od dizky sekvenéného motivu. Cisto $tatisticky,
pri dizke »n nukleotidovych parov v sekvenénom motive endonukleaza striha v priemere
kazdych 4" nukleotidov (t.J. endonukledza EcoRI, u ktorej je vyhladavany motiv 6-
bazovy, vytvara fragmenty s priemernou dizkou 4° = 4096 fragmentov).

Pre restrikénu analyzu sa pouzivaj aj akronym RFLP (restriction fragment length poly-
morphism — polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov); toto oznalenie sa oviem
pouziva aj pre konkrétny typ analyzy zaloZenej na Stiepeni, ktora je technicky naro¢na
a spojend s pouzivanim radioaktivne znacenych oligonukleotidov. V minulosti bola vo
forenznej praxi Siroko vyuzivana pre fingerprinting.
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1. cyklus 3. cyklus
( 95 °C denaturdcia } (- 4 R
= SE S :
‘ 50 °C annealing ]
‘ = / 95 °C denaturacia
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)
5 . —
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Obr. 24 Schéma amplifikacie fragmentov prostrednictvom PCR: pocinajic 3. cyklom v zmesi
exponencidlne narastd pocet cielovych fragmentov. Sipka na konci retazca znamena, Ze retazec
v danom smere pokracuje.
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umela syntéza usekov DNA (amplifikidcia) metdédou PCR (polymerase chain reaction —
polymerdzova retazova reakcia). PCR vlastne kopiruje mechanizmus replikacie DNA.
Téato metdda predstavuje cyklické opakovanie troch reakcii: denaturacie DNA vysokou
teplotou (denaturation; rozdelenie dvojité¢ho retazca na dve jednoret’azcové molekuly pri
cca 95 °C), pripojenie dvojice oligonukleotidov, tzv. primery, s diZkou cca 10-20 bp
(annealing; pri teplote ~45-60 °C, optimalna teplota zavisi od dizky a zloZenia primerov),
a syntéza komplementarneho retazca (extension; 72 °C, €o je optimalna “pracovna”
teplota termostabilnej DNA polymerazy). Tato trojica reakcii sa cyklicky opakuje cca. 40—
60-krat. Reakéna zmes teda okrem analyzovanej DNA (tzv. templat) a primerov musi
obsahovat’ vol'né nukleotidy (presnejSie deoxynukleozidtrifosfaty — dATP, dTTP, dGTP,
dCTP) a DNA polymerdzu, ktord ovsem musi byt schopnd uchovat’ si aktivitu aj po
zahriati na teplotu blizku bodu varu pocas denaturacného kroku. NajCastejSie sa pre tento
ucel pouziva termostabilnd T7ag-polymerdza, izolovand z archebaktérie Thermus



aquaticus, zijucej v horacich pramenoch. Primery sa na denaturovanom retaci DNA
pripoja na miesta s komplementarnym poradim nukleotidov a od tychto miest sa jednym
smerom (5> — 3°, t.j. na —OH skupinu na 3’-konci posledného nukleotidu primera) zac¢ne
dopinat’ druhy retazec. Od druhého cyklu tymto spdsobom exponencialne narastd pocet
fragmentov s diZkou zodpovedajiicou vzdialenosti medzi dvomi komplementarnymi mies-
tami (obr. 24). Fragmenty je opit’ mozné separovat’ elektroforézou a identifikovat’ farbiva-

mi, ktoré sa viazu na DNA.

Pre separaciu fragmentov DNA sa rovnako ako pri proteinoch pouziva pohyb v
elektrickom poli, ¢ize elektroforéza. Zdrojom elektrického naboja nukleovych kyselin a
oligonukleotidov vo vodnom prostredi st vol'né elektronové pary na atdmoch dusika a
kyslika v heterocyklickych bazach nukleotidov (A, T, G, C). Sumarny naboj dvojice A=T a
G=C je prakticky rovnaky, takZe naboj pripadajuci na jednotku dizky DNA fragmentu je
v podstate konStantny nezavisle na sekvencii. Fragmenty st teda pri pohybe triedené podla
dizky, dlhie fragmenty sa cez pory gélu predierajii men3ou rychlostou ako kratsie.

Ako gélovy nosic sa pri DNA pouziva najcastejSie agaroza alebo polyakrylamid. Agar6za
je vhodnym médiom pre rychle a hrubsie analyzy, ked’Ze separacia v nej je menej dokonala.
Je mozné ju pouzit’ aj pre rutinné analyzy, pokial’ rozdiely vo velkosti medzi fragmentami,
ktoré st predmetom zaujmu, st velké (viac ako 10 bp). Pre jemnejSie analyzy sa ako gélovy
nosi¢ pouziva elektroforéza v polyakrylamidovom géli (PAGE). DNA je mozné aj farbit’
fluorescenénymi farbivami alebo striebrom. Vel'mi efektivna je separécia fragmentov DNA v
automatickych DNA-sekvenatoroch. Elektroforéza tu neprebieha na plochom géli, ale v
dlhych kapilarach naplnenych polyakrylamidovym gélom. Pri PCR sa pouzivaju znafené
primery (oligonukleotidy s naviazanym farbivom) a farbivo je vybudzované laserovym
la¢om.

Oproti inym typom markérov maji DNA markéry ti vyhodu, Ze pre konkrétny tcel mozo
vybrat’ konkrétny markér, ktorého vlastnosti sa prent najlepSie hodia. R6zne molekuly DNA
a ich rozne segmenty sa odliSuju spdsobom dedi¢nosti (biparentalna, maternalna, paterndlna),
mierou polymorfizmu, ktora sa odvija od rychlosti mutacii, adaptivnym vyznamom a pod.
Kombinéciou horeuvedenych zdkladnych postupov analyzy DNA mozno vybrat markér
alebo skupinu markérov, optimalne sluziacich k definovanému ucelu.

DNA markéry zalozené na fragmentacnej analyze

V pripade elektroforetickej separacie fragmentov DNA nepozndme obsah fragmentu, len jeho
dizku. Potencidlna variabilita sekvencie nukleotidov vramci fragmentu sa na zéklade
samotnej jeho dizky identifikovat’ nedd. Variabilita dizky vyplyva bud’ zrozdielov
v sekvencii na okraji fragmentov (pritomnosti/absencii restrikéného miesta, rozdielov
v sekvenciach pre pripojenie primerov) alebo =z insercii/delécii v jeho ramci (spravidla
rozdielnych poctov tandemovych opakovani sekvenénych motivov). Pre vidcSinu tcelov vo
forneznej analyze je to vSak plne postacujuce.

Spomenuta RFLP technika sensu stricto bola zrejme prvou pouzivanou technikou pre
vytvorenie DNA profilu, teda pre fingerprinting. DNA je pri nej Stiepena restrikcnou
endonukledzou. Vzhl'adom na velkosti genémov ktoré sa u eukaryotov pohybuju v rozsahu
radovo 10® — 10!! bp , vznika pri §tiepeni obrovské mnozstvo fragmentov roznych velkosti.
Po separacii na géle a farbeni ich nie je mozné odliSit. Preto sa po elektroforéze prenest
z gélu na nitroceluléozova alebo nylonovi membranu, denaturuju (rozpad vodikovych mosti-
kov ateda rozpad dvojretazcovych fragmentov na dvojice jednoretazcovych) a nasledne
hybridizuji s radioaktivne znacCenou prébou, teda jednoretazcovym oligonukleotidom so
sekvenciou vybranou z niektorého konkrétneho génu (Southernov hybridizacia; Southern
blotting). Proba sa dokaze pripojit’ len na tie fragmenty, na ktorych sa vyskytuje sekvencia
presne komplementarna k sekvencii proby. Poloha tychto fragmentov sa nasledne urci
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autoradiograficky: na gél sa polozi svetlocitlivy film anecha sa oziarit' radioaktivnymi
fragmentmi DNA, takZe sa ziska ‘fotografia’ gélu s poziciami fragmentov z konkrétneho
cielového génu. Vzhl'adom na komplikovanost’ celej procedury a nutnost’ pouzivania radio-
aktivne znacené¢ho materidlu (ktord si vyzaduje prislusne vybavené a uradne certifikované
laboratorium) bola tato technika z praxe vytlaCend metoédami zalozenymi na PCR.

Ako bolo spomenuté, len mali ¢ast DNA eukaryotov tvoria sekvencie, zodpovedajuce
funkénym génom, teda koédujice nejaky funkény produkt (polypeptid, tRNA, rRNA,
snRNA...). Zna¢nu Cast’ gendmu predstavuju nekodujuce sekvencie, ktoré spravidla vykazuju
vacsiu premenlivost’. Ich funkcia nie je objasnena, moézu sa podielat’ na regulacii génove;j
aktivity ¢i stabilizacii Struktiry chromozomu. Je vSak mozné, Ze viaceré takéto sekvencie
ziadnu funkciu nemaju a predstavuju len balast evolucie. Mutacie, ktoré sa v nich hromadia,
neovplyvituju zivotaschopnost’ jedincov a nie su z populacii vylu¢ované prirodzenym vybe-
rom. K nekddujucim sekvencidm patria predovSetkym introny, spacery a pseudogény. Velku
cast DNA tvoria repetitivne, (tandemovo sa opakujuce) sekvencie. K nim patria tandemové
opakovania dlhSich usekov cca 1040 baz (VNTR — variable number of tandem repeats;
minisatelity), ktoré sa vyskytuju predovSetkym v oblasti centroméry a telomér. Vykazuju
vysoku variabilitu, ktord spociva spravidla v rozdielom pocte opakovani (rozne alely su
rozdielne dlhé) a daju sa velmi vyhodne vyuzit’ pre identifikdciu jedincov. Druht skupinu
tvoria tzv. mikrosatelity (SSR — simple sequence repeats resp. STR — short tandem repeats),
t.j. tandemové opakovania kratkeho motivu cca. 1-6 baz, ktoré sa vyskytuji nielen v jadro-
vej, ale aj v mitochondrialnej a chloroplastovej DNA. Jednotlivé varianty sa u tychto
markérov takisto odliSuji po¢tom opakovani motivu, a tiez vykazuji velkd variabilitu
(nezriedka 15-30 alel v populécii). Nakladnd a narocna je u nich identifikacia okrajovych
sekvencii, ale nasledne sa analyzuji samotnou PCR, st ¢asto pouzite'né u viacerych blizkych
druhov a veI'mi dobre reprodukovatelné.

Typ makrérov ndhodne reprezentujucich cely jadrovy genom je metdéda AFLP (amplified
fragment length polymorphism — polymorfizmus dizky amplifikovanych fragmentov), ktora
je zalozené na kombindcii restrikénej analyzy a PCR amplifikacie: templatova DNA sa Stiepi
na fragmenty kombinaciou dvoch endonukledz vytvarajucich previs, jednej Stiepiacej] DNA
na kratke fragmenty, s dizkou radovo niekol’ko sto bp, ktora je optiméalna pre elektroforeticku
separaciu, druhej vytvarajicej dlhé a teda zriedkavejSie fragmenty. Tym vznika mensi pocet
fragmentov, ktoré maji rozdielne konce. Nasledne sa pomocou DNA ligdzy na jeden aj druhy
koniec tychto fragmentov pripoja adaptéry, teda kratke oligonukleotidy so znamou
sekvenciou a komplementdrnym previsom, a fragmenty sa namnozia PCR (sekvencie
primerov = sekvencie adaptérov + previs). Polymorfizmus AFLP (teda rozdiely medzi
jedincami) vyplyva z bodovej mutéacie v restrikénom mieste, ktord sposobi, ze endonukledza
dané miesto neStiepi, pripadne (zriedkavo) z rozsiahlejSej posunovej mutacie
(insercie/delécie) medzi dvoma miestami Stiepenia restikénou endonukledzou. AFLP su
dominantné markéry, na zaklade pritomnosti konkrétneho fragmentu sa neda urcit, ¢i sa
nachddza na oboch homologickych chromozomoch (homozygot), alebo len na jednom
(heterozygot). Jedna sa o anonymné markéry — nevieme, z ktorej Casti genomu ktory z nich
pochéadza, a jedna analyza poskytuje naraz radovo desiatky fragmentov. Metoda je technicky
naro¢na ale reprodukovatel'nd, a ako rezervny postup v pripade organizmov, u ktorych nie st
k dispozicii lepSie markéry, pouziteI'na aj pre forenzné ucely.

Pre identifikaciu taxonov alebo urcenie povodu zo SirSich geografickych oblasti sa
pouzivaju maternalne dedené fragmenty mimojadrovej (mitochondridlnej a chloroplastovej)
DNA. Molekuly organelarnej DNA sa nerekombinuju, haplotyp sa dedi ako celok. Kedze
organelarny genom je neporovnatene mensi v porovnani s jadrovym, pri analyze
organelarnej DNA mozno kombinovat PCR a RFLP: pouzitim Specifickych primerov sa
amplifikuje prislusny usek cpDNA alebo mtDNA, a pokial' nevykazuje premenlivost’ (t.].
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u réznych organizmov ma rovnaka dizku), moZno polymorfizmus v jeho ramci hladat’ jeho
Stiepenim restrikénou endonukledzou. Sekvencie v mtDNA a cpDNA su spravidla evolu¢ne
konzervativne, teda menej variabilné v porovnani s jadrovymi sekvenciami; vdaka tejto
skutoCnosti s primery vyvinuté pre konkrétny druh Casto pouziteIné pre cely rad pribuznych
taxonov.

Sekvenovanie DNA

Pre niektoré ucely je potrebné poznat’ priamo poradie bdz v konkrétnom useku DNA.
NajcastejSie pouzivanou metédou sekvenovania (teda postupu urCenie poradia baz) je
Sangerova metdda zalozena na PCR, pouzivajica ukoncovanie retazca dideoxynukelotidmi
(chain-termination method). Sekvenovanie vyuziva skutoCnost, ze pri predlzovani retazca
DNA, ¢i uz in vivo pri replikacii alebo in vitro pri PCR, DNA-polymeraza buduje
komplementarny retazec smerom 5°—3’°, teda volné nukleotidy vzdy pripaja na —OH
skupinu na 3’ uhliku deoxyribdzy posledného nukleotidu. Pri sekvenovani reakénd zmes pre
PCR obsahuje okrem normalnych fosforylovanych 2’-deoxynukleotidov (dNTP; vid’ popis
metédy PCR) aj 2’3’-dideoxynukleotidy (ddNTP; nukleozidtrifosfaty, ktordm chyba —OH
skupina nielen na 2’ ale aj na 3’ uhliku). Pokial je do retazca zaradeny ddNTP, dalSie
predlZzovanie sa zastavi, pretoze na 3’ konci chyba —OH skupina, na ktoru by sa d’alsi
nukleotid mohol pripojit. Vol'ba medzi ANTP a ddNTP je ndhodna. Pri vhodnej koncentracii
dideoxynukleotidov sa teda budu vytvarat’ retazce rozliénych dizok postupne narastajicich
po jednom bazovom pare, ktoré su vzdy ukonCené dideoxynukleotidom. Klasicky Sangerov
postup vyuzival radioaktivne (izotopom fosforu *?P) znaéené ddNTP alebo znadené primery,
vyZzaduje teda 4 samostatné reakcie PCR, kazda s pridanim iného dideoxynukleotidu, po
ktorych boli fragmenty separované elektroforézou v Styroch rozdielnych drdhach a identi-
fikované autoradiograficky. Poloha fragmentov v jednotlivych drdhach postupne narasta po
jednom bazovom pare. V sucasnosti sa vyuzivaju automatické pristroje (DNA-sekvenatory),
ktoré pracuji na mierne odliSnom principe. Dideoxynukleotidy st znaCené kazdy inym
farbivom, ktoré je vybudené laserovym lu¢om. PCR sa teda robi naraz (reakénd zmes
obsahuje vSetky 4 typy rozne farebne znacenych dideoxynukleotidov), fragmenty su nasledne
separované elektroforézou (starSie sekvenatory pouzivali ploché gély, v modernych pristro-
joch je elektroforéza robend v kapilarach) a identita dideoxynukleotidu, ktory ukoncuje kazdy
fragment, je identifikované na zaklade farebného signalu.

Pre potreby sekvenovania celych gendmov alebo ich rozsiahlych casti je sekvenovanie
Sangerovou metddou prili§ pomalé, drahé a pracovne narocné. Preto sa objavili metddy
druhej generacie (next-generation sequencing; NGS), ktoré¢ umoznuju v jednom behu analyzy
paralelne sekvenovat rddovo miliony az stamiliony kratkych usekov, ktoré sa nasledne
zostavila do suvislej sekvencie (alignment). Chybovost’ tychto postupov je zakonite vysSia
v porovnani so Sangerovou metodou, ale vzh'adom na to, ze kazdy tsek je tymto postupom
osekvenovany mnohokrat, d4 sa vicSina chyb identifikovat a vylacit. Pri vSetkych tychto
postupoch je jednoretazcovd molekula DNA imobilizovand naviazanin na magnetické
gulocky potiahnuté streptavidinom a pri sekvenovani sa postupne vymienaji reagencie.
Jednym z postupov NGS je sekvenovanie syntézou, napriklad pyrosekvenovanie
(pyrosequencing), ktoré je zaloZzené na detekcii aktivity DNA-polymerdzy chemolumini-
scenciou. Jednoretazcovd molekula DNA je hybridizovand s primerom, ktory predstavuje
zaCiatok komplementarneho retazca. Nasledne je inkubovana s reakénou zmesou
obsahujucou enzymy DNA polymerazu, ATP sulfurylazu, luciferazu a apyrazu a substraty
adenozin 5’-fosfosulfat (APS) a luciferin. Do reakénej zmesi sa postupne pridavaju jednotlivé
dNTP. Pokial je pridany taky dNTP, ktora je komplementarny k prvému vol'nému nukletidu
na templatovom retazci, zaradi sa do novobudovaného retazca za uvolnenia pyrofosfatu
(~PP, dva fosfatové zvyske prepojene vysokoenergetickou vizbou). ATP sulfurylaza pripoji
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pyrofosfat na APS za uvolnenia sulfatového zvySku a vytvorenia molekuly ATP, ktory je
vyuzity ako zdroj energie pre oxidaciu luciferinu luciferazou (ide o rovnaka reakciu aka
prebieha v telach svetielkujucich zivo¢ichov, napr. svetluSiek). Tato reakcia je sprevadzana
svetelnym zableskom (luminiscenciou), ktory je detekovany CCD kamerou. Apyraza
nasledne odbiira nevyuzité dNTP a ATP a reakcia sa moze zopakovat’ d’al§ou sériou. Dal§im,
v sti¢asnosti asi najviac vyuzivanym postupom sekvenovania syntézou je metdda zaloZzend na
vyuziti reverzibilych terminatorov retazca (napr. technoldgia Illumina). Reakéna zmes
obsahuje dNTP s naviazanym fluorescencne znacenym terminatorom blokujicim d’alSie
predlZzovanie retazca. Po zabudovani takéhoto nukleotidu sa zaznamena jeho fluorescencny
signal a nasledne je terminator odburany, o umozni prediZenie retazca zabudovanim d’alsie-
ho nukleotidu. Vsetky spominané metody vyzaduju zastavenie reakcie po zabudovani nukleo-
tidu, vymenu reaktantov a pripadnt deaktivaciu nadbyto¢nych fluorescen¢nych znaciek. Ide
o metddy, ktoré st v porovnani so Sangerovou metdodou podstatne rychlejSie a v prepocte na
1 bazu aj podstatne lacnejSie. Umoziiuju sekvenovat’ vel'ké mnozstvo DNA, dokonca aj celé
genomy vyssich organizmov.

V sucasnosti su vyvijané metddy tretej generdcie, ktoré na uréovanie poradia baz vyuzi-
vaju jednotlivé molekuly DNA bez nutnosti zastavenia procesu medzi jednotlivymi krokmi
detekcie. Patria sem metddy sekvenovania pomocou nanoporov, vyuzivajuce prechod frag-
mentov DNA cez nanopéry membran a poradie baz detekuju na zdklade ich vplyvu na
elektrické pole, priame zobrazovanie pomocou pokrocilych mikroskopickych technik
(elektronova mikroskopia, skenovacia tunelovd mikroskopia) a d’alSie techniky, ktoré by
v budtcnosti mohli podstatne rozsirit' moznosti analyzy genémov.

Z hl'adiska samotnych forenznych analyz je genotypovanie sekvenovanim (genotyping by
sequencing) spravidla technicky a financne naro¢né a pre viacsSinu ucelov je informécia
o kompletnej sekvencii zbyto¢ne podrobnd. Sekvenovanie ale moze byt nevyhnutnym
krokom pre vyvoj postupov pouzivanych vo forenznych analyzach, napr. vyvoj primerov pre
analyzu mikrosatelitov, organelarnych markérov a pod.

SNP markéry

Bodové polymorfizmy (single-nucleotide polymorphism; SNP) st vysledkom bodovych
génovych mutécii, teda zameny jedného nukleotidu za iny. Su zakladom genetickej
variability, ktord sa odraza vo fenotypovej premenlivosti, teda za rozdielmi vo fenotypovych
znakoch sa skryvaju predovSetkym nesynonymné bodové muticie v kodujucich tsekoch
génov, ktoré dané znaky kontroluju, alebo vich riadiacich sekvenciach (promotery,
zosilnovace apod.). Vyskytuju sa samozrejme aj v nekddujicich sekvenciach. Spravidla
maju dve alternativne alely; pravdepodobnost’ viacndsobnej bodovej mutacie v tom istom
mieste DNA je nizka.

Na identifikdciu SNP je samozrejme mozné vyuzivat sekvenovanie — celej DNA,
nahodne vybranych fragmentov alebo konkrétnych fragmentov. Sekvenovanie kompletného
gendmu je sice technicky dostupnou moznostou, ale pre forenzné ucely d’aleko presahujicou
ako finan¢né moznosti, tak aj potrebu. Druhou moznostou je sekvenovanie (spravidla
velkého poctu) ndhodne vybranych fragmentov; naj€astejSie pouzivanym postupom je RAD-
Seq (restriction-site associated DNA sequencing), dnes najcastejsie vo variante ddRAD-Seq
(double-digest RAD-Seq), pri ktorom je DNA Stiepend dvojicou restrikénych endonukleaz
vytvarajucich previs, na ktoré st nasledne ligaciou pripojené adaptéry, sliiziace pre fixaciu
fragmentov na pevnu fazu (streptavidinom potiahnuté magnetické gul’'6¢ky alebo dosticka
v prietokovej kyvete) a fragmenty su nasledne sekvenované spravidla pyrosekvenovanim
alebo technoldgiou Illumina. Tymto postupom je mozné identifikovat’ raddovo stotisice az
miliény SNP, pre ich identifikdciu je vSak potrebné mat referenny gendém (teda kompletne
zosekvenovanu sekvenciu cele¢ho jadrového genomu) daného alebo blizko pribuzného
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druhu. Poslednou mozZnost'ou je sekvenovanie fragmentu konkrétneho génu, ktory sa spravid-
la najprv amplifikuje PCR a nasledne sekvenuje. Tento postup sa vyuziva pri genetickom
barcodingu (sekvenovanie cox/ u zivo¢ichov, hub, prvokov, ITS2 pri rastlinach a pod.).

Dalsie moznosti identifikicie konkrétnych SNP, ktoré su predmetom zaujmu (napr.
vykazuju rozdiely medzi druhmi alebo vyskyt v konkrétnej geografickej oblasti), su zalozené
na inych principoch nez sekvenovanie. Niektoré z nich vychadzaji z chemickych vlastnosti
DNA. Konformacny polymorfizmus jednoretazcovej DNA (single strand comnformation
polymorphism; SSCP) je zaloZzeny na skutocnosti, ze jednoretazcové moelkuly nukleovych
kyselin maju tendenciu zbalit’ sa do trojrozmerného tvaru, ktory zavisi od parovania baz. Aj
zmena jedného nukleotidu moéze tento tvar zmenit. DNA je teda denaturovana
a jednoret’azcove fragmenty su elektroforeticky separované, pricom vyskyt SNP v ich ramci
meni ich mobilitu. Elektroforéza v teplotnom gradiente (temperature gradient gel electro-
phoresis; TGGE) alebo denaturacnom gradiente (denaturation gradient gel electrophoresis;
DGGE) st zalozené na rozdielnej migracnej rychlosti normalneho a ¢iastocne denaturova-
ného fragmentu: fragment z analyzovanej DNA je zmieSany s referencnym fragmentom,
ktory ma rovnakt sekvenciu okrem potencidlneho bodového polymorfizmu, denaturuju sa na
jednoretazcové molekuly nechaju sa znovu renaturovat. Pri renaturdcii vznikaju hetero-
duplexy, teda hybridné molekuly tvorené jednym ret'azcom referenéného a druhym ciel'ového
fragmentu, ktoré su nasledne elektroforeticky separované v gradiente teploty alebo chemicky
definovanych denaturacnych podmienok. KedZe maju rozdielnu teplotu ¢i rozdielne
podmienky denaturdcie, budi sa pohybovat’ rozdielnymi rychlostami. Heteroduplexy od
normalnych fragmentov je mozné separovat aj vysokovykonnou kvapalinovou chromato-
grafiou (HPLC).

Ind skupina metdd je zalozend na hybridizacii jednoretazcovych molekil DNA so
Specifickymi oligonukleotidmi. Hybridizacné proby (molecular beacons) su kratke jedno-
retazcové oligonukleotidy, ktoré v strede obsahujii sekvenciu komplementdrnu k miestu
s predpokladanym vyskytom SNP a po okrajoch sekvencie, ktoré si navzajom komplemen-
tarne, a preto sa navzdjom paruju za vzniku Struktury, ktord sa oznacuje ako Spendlik
(hairpin; obr. 25). Na 5’ konci préby je naviazany fluorofor schopny vydavat’ svetelny signal,
na 3’ konci tzv. zhdsac¢ (quencher), ktory tlmi jeho aktivitu. Proba sa dokaze hybridizovat’ len
s miestom na cielovej DNA, ktoré je presne komplementarne k stredovej sekvencii (uz jeden
odliSny nukleotid tomu brani) — ak k hybridizacii dojde, Spendlikova Struktira sa tym
rozpadne, atym, ze fluorofor sa vzdiali od zhaSaca, zacne vydavat signdl. Na rovnakom
principe su zalozené DNA Cipy (DNA chips, SNP microarrays), na ktorych mézu byt tymto
sposobom fixované stovky az tisice oligonukleotidov, ktoré pri hybridizacii s cielovou DNA
umoznuju identifikovat’ jednou analyzou velké mnozstvd konkrétnych SNP v genotype
jedinca. Aj ked’ sa primarne vyuzivaji pre medicinske ucely (identifikacia mutacii
potenciadlne spdsobujucich dedi¢né choroby alebo nachylnost’ na iné patogenézy), v principe
su vyuziteIné aj pre forenzné ucely.

00

Dalsou ¢asto pouzivanou metodou je SNaPshot metdda, ktora je analogiou PCR. DNA je
denaturované a hybridizovana s primerom, komplementarnym k sekvencii bezprostredne

Obr. 25 Struktura oligonukleotidovej proby (molecular beacon)
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predchadzajticej polymorfnému miestu. Na predlzovanie retazca sa nasledne pouzije zmes
fluorescenéne znacenych dideoxynukleotidov (ddNTP), teda retazec sa prediZi len o jeden
nukleotid (podobne ako pri Sangerovom sekvenovani). Podl'a farebného signalu sa nésledne
urci, ktory z dvojice nukleotidov sa do ret'azca zaradil.

Identifikacia druhovej prisluSnosti

Princip a pouZivané markéry

Identifikécia druhovej prislusnosti (geneticky barcoding) vychadza z analogického principu
ako Ciarovy kod (barcode) v obchode. Pod DNA barcodingom rozumieme identifikaciu
druhu alebo tax6nu na inej taxonomickej Grovni na zéklade jedného alebo viacerych kratkych
usekov DNA, ktoré pochadzaju zo Specifického lokusu (génu, medzigénového oddel'ovaca
resp. inej sekvencie). Barcoding vychddza z predpokladu, Ze dana sekvencia je druhovo
Specificka, a teda na zaklade porovnania s inymi sekvenciami z ortologického lokusu u inych
organizmov je mozné ho jednoznacne priradit’ ku konkrétnemu taxonu.

Barcoding ma samozrejme mnozstvo aplikacii aj mimo forenznej praxe. Zakladnym
cielom je identifikdcia druhu. Molekuldrne metddy je mozné s ispechom vyuzit’ tam, kde
tradicné metddy determinacie mézu zlyhavat’, teda pri spolahlivom urcovani taxonomicke;j
identity jedincov, u ktorych nie si vyvinuté zreteI'n¢ determinacné znaky. Moze ist’ o rastliny,
ktoré eSte nezacali kvitnut’, larvy ¢i vajicka hmyzu a pod. Zaroven prichadzaji do uvahy ako
jediné riesenie, ak ide o fragment organizmu, krvnu ¢i ina biologicka stopu. Z hl'adiska
potencialnych pre¢inov proti zivotnému prostrediu moze ist’ aj o ur¢enie druhového pdvodu
potravin ¢i inych spracovanych produktov zo Zivych organizmov, pokial pri technologickom
spracovani nedoslo k degradacii DNA. Do tvahy d’alej prichadza identifikacia invaznych
druhov, kde moze byt problémom podobnost’ k domacim druhom a nedostatok skusenosti
lokalnych expertov.

Konkrétne markéry vyuzivané pre tento ucel zavisia od konkrétneho organizmu. Vhodny
»clarovy kod DNA“ by mal vykazovat minimalnu (ideadlne Zziadnu) vnuatrodruhovi
premenlivost’ a vel'ki medzidruhovi variabilitu. Vzhl'adom na skuto¢nost’, Ze v st€asnosti sa
pre amplifikdciu cielového fragmentu pouziva PCR, mali by byt okrajové sekvencie
cielového fragmentu (teda sekvencie, ktoré s nim susedia na 5’ a 3’ konci) vysoko konzer-
vované, teda nevykazujuce premenlivost, aby sa na ich zaklade dali definovat’ primery pre
¢im $irsie skupiny organizmov. DiZka cielového fragmentu by mala umoznit’ bezproblémové
sekvenovanie. Gén & iny lokus, ktory by spiiial vetky tieto kritéria a vyskytoval sa ako
ortolog u vsetkych organizmov (zrejme) neexistuje, takze pre rozne taxonomické skupiny sa
vyuzivaju rozne barcody. V pripade mnohobunkovych eukaryotov (rastliny, zivo¢ichy, huby)
sa spravidla vyuZzivaji sekvencie organelarnej DNA. Vzhl'adom na to, Ze spravidla je pred-
metom zadujmu jedna konkrétna vzorka a vyzaduje sa ¢im vysSSia presnost’ sekvenovania,
vyuziva sa skor klasickd Sangerova metoda nez NGS.

Najbeznejsie vyuzivanymi génmi u zivocichov su mitochondridlne gény: ich vyhodou je
maternalna dediénost’ prakticky bez rekombinacie, a dostatok mtDNA v bunke. Zivo¢isna
bunka spravidla obsahuje tisice mitochondrii, ¢o umoznuje predstavuje vel’ky pocet DNA
molekul na bunku a teda umoziuje analyzu aj malého mnozstva materialu. NajcastejSie sa
analyzuje uz spominany cox/, teda gén pre 1. podjednotku mitochondridlnej cytochrém c
oxidazy, ale vyuzivaju sa aj gény pre ribozomovi RNA (12S, 16S) alebo gén pre cytochrom
b (cyth).

U rastin st beznej$Simi nastrojmi skor chloroplastové sekvencie, takisto s uniparentalnou
dedi¢nostou. NajcastejSie vyuzivany je medzigénovy oddelova¢ medzi génmi pre mala
(5.8S) a velku (25S) podjednotku rRNA (ITS2; internal transcribed spacer), v menSej miere
ITS1 (medzi 18S a 5.8S rRNA). Dal§imi génmi pouZivanymi pre barcoding st gén pre velkd
podjednotku ribulézo-1,5-bisfosfat karboxylazy/oxygenazy (RuBisCO), c¢o je napriek
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zlozitému nazvu jeden zo zakladnych enzymov fotosyntézy riadiaci fixaciu CO: (rbcl), gén
pre maturazu K (matK), gén pre transferovi RNA histidinu (##nH) alebo gén pre jeden
z proteinov fotosystému Il (psbA). NajcastejSie sa pre spolahliva identifikdciu vyuziva
kombinécia markérov.

V pripade hub je situacia komplikovanejsia, spravidla sa vyuZziva kombinacia markérov.
U niektorych skupin dobre funguje cox/, takisto sa vyuzivaju ITS1 a ITS2 alebo sekveno-
vanie génu pre 28S ¢1 18S rRNA. Takisto sa pouziva gén pre translacny elongacny faktor 1a
(TEF1a) a gény pre podjednotky RNA polymerazy II (RPB1, RPB2).

U jednobunkovych eukaryotov (Protista) sa pouzivaji niektoré useky génov pre 28S ¢i
18S rRNA, ITS a coxl, u fotosynteticky aktivnych jednobunkovcov aj chloroplastové gény
(rbcL, 23S rRNA).

Pre prokaryoty (baktérie, archey) sa spravidla pouziva gén pre malu podjednotku
ribozému (16S rRNA). Pre niektoré skupiny mozno vyuzit' coxl, gény pre B podjednotku
RNA polymerazy (rpoB) a gén pre bakteridlny chaperonin, teda protein riadiaci zbal'ovanie
bielkovin (cpn60), v Specifickych pripadoch gén pre glukonat-6-fostat dehydrogenazu (gnd)
a gén pre elongacny faktor Tu (tuf).

Bioinformatické spracovanie

Pouzitelnost’ barcodingu je pochopitel'ne zévisla na moznosti porovnat’ sekvenciu vo
vzorke sreferenénymi udajmi. Existuju databazy referen¢nych sekvencii, v ktorych st
ulozené data roznych druhov. Samozrejme nie st Gplné a systematicky sa dopliaji. Kvalita
udajov v databazach je umernda prisnosti procesu, ktory sprevadza ich ulozenie: spravidla sa
vyZzaduju presné informécie o mieste a ¢ase zberu, autorovi, a najmé pri tazko urcitel'nych
taxonoch (mikroorganizmy, mnohé huby) aj potvrdenie autoritativnej osoby o taxonomickej
identite. Samozrejmostou je poziadavka na uloZenie referencCnej vzorky v herbaroch
a podobnych zbierkach. Niektoré z databdz su budované na narodnej urovni, iné si medzina-
rodné a spravované velkymi konzorciami inStitucii, napr. International Barcode of Life
Project (iBOL). Rovnako sa 1i8i ich zameranie — niektoré su otovrené pre vSetky organizmy,
iné su zamerané¢ na Specifické skupiny: v databaze Unite (unite.ut.ee) su ulozené ITS
otvorena pre vSetky druhy a markéry, aj ked’ v sucCasnosti obsahuje najméd cox/ sekvencie
zivogichov. Dal§iu rozsiahlu databazu spravuje americké Narodné centrum biotechnolo-
gickych informacii (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/barcode).

Na priradenie vzorky ku konkrétnemu taxénu sa pouziva program BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), vyvinuty ako bioinformaticky néstroj prave pre spracovavanie
a porovnavanie sekvencii. BLAST vyhodnoti mieru homolégie sekvencie vzorky so
sekvenciami uloZenymi v databéaze. Pokial’ databdza obsahuje zaznam prislusného druhu, je
mozné identifikovat’ taxonomickt prislusnost’ na druhovej Grovni. V mnohych pripadoch,
najma pri menej skimanych skupinach alebo skupinach, kde si taxonomicka identifikacia
vyzaduje expertni sktsenost’ (riasy, jednobunkovce, mnoho hub, morskych organizmov
a pod.) je mozné identifikovat’ prislusnost’ len k vy$Sim taxonom (rod, ¢elad’, rad, niekedy
dokonca len trieda). V konkrétnych pripadoch environmentéalnej kriminality vSak aj takého
uréenie moze byt’ v zavislosti na situdcii postacujice.

Individualna identifikacia

Princip a pouZivané markéry

Pod identifikaciou konkrétneho jedinca (genetickym fingerprintingom, individualizaciou)
rozumieme stanovenie genetického profilu jedinca, ktory umozni v idealnom pripade odlisit
ho od vsetkych ostatnych jedincov daného druhu. V stGcasnosti sa pre tento ucel vyuzivaja
takmer vylu¢ne nastroje zalozené na analyze DNA, teda skoér by bolo mozné hovorit’ o
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stanoveni DNA profile (DNA profiling), teda stboru charakteristik DNA jedinca. Z

forenzného hladiska porovnanie DNA profilu biologickej stopy s podozrivym objektom

umoziuje stanovit pravdepodobnost ich identity. PresnejSie: v pripade, Ze sa stopa

s objektom nezhoduje, je ich identita vylucena jednoznac¢ne. V pripade, Ze je zhoda tplna, ich

identita jednozna¢ne potvrdend nie je, a da sa stanovit’ len s urCitou pravdepodobnostou,

ktora zavisi od sady konkrétnych markérov pouzitych pre profilovanie aich variability

v ramci populacie. Z uvedeného zaroven vyplyva, ze poziadavky na markéry su pri finger-

printingu opacné nez pri barcodingu: vhodné markéry s tie, ktoré vykazuju v ramci druhu ¢o

najvacsiu mieru polymorfizmu, teda maji €o najvacsi pocet variantov (alel) s o najrovno-
mernej$im zastpenim.

Najstarsi typ markérov pouzitych v kriminalistike pre stotoznenie jedinca a biologicke;j
stopy boli krvné skupiny. Aglutinané analyza bola prvy raz pouzitd v sidnom pripade uz na
zaciatku 20. storocia a nasledne vyuzivana az do vyvoja DNA markérov.

Pre forenzné ucely je vyuzivana Siroké paleta DNA analyz:

e minisatelity (VNTR) boli historicky prvym typom DNA markérov pre forenzné analyzy.
Na ich identifikéaciu sa pouzivala RFLP technika spojend so Southernovou hybridizaciou.
Tento typ markérov sa vyznacuje vysokou mierou polymorfizmu v l'udskej populacii a uz
niekol'ko lokusov poskytuje pomerne spolahliva identifikaciu. Pre forenzné ucely jedinci
spravidla neboli genotypovani lokus po lokuse, ale blotting sa vykonaval pre vSetky
lokusy spolo¢ne. Vyhodou VNTR je kodominantna dedi¢nost’, teda heterozygota vieme
odlisit’ od oboch homozygotov. Postupne bola RFLP analyza vytlacena postupmi, ktoré su
technicky jednoduchSie, nevyzaduju pracu s radioaktivnym materidlom, a nepotrebuju
také vel’ké mnozstvo kvalitnej nedegradovanej DNA.

e mikrosatelity (SSR, STR), teda tandemové opakovania kratkych sekvencnych motivov,
u ktorych sa jednotlivé varianty (alely) odli§ujii poétom opakovani, teda celkovou diZkou,
su v stcasnosti Standardnym néstrojom na individudlnu identifikaciu. Identifikacia ich
okrajovych sekvencii nutnd pre stanovenie primerov je sice obtiazna, ale nasledne je
samotna analyza technicky nendro¢nd, zalozend len na PCR s naslednou elektroforetickou
separaciou. Opét’ ide o kodominantné markéry, a vzhladom na to, ze ide o nekddujice
sekvencie, vyznaCuju sa znaénym polymorfizmom, auZz pri pomerne malom pocte
lokusov spolahliva identifikaciu. Standarné postupy vyuzivané pre budovanie databaz
DNA profilov 'udskej DNA su spravidla zalozené na 15-20 lokusoch.

Pri inych organizmoch nez ¢lovek je situacia komplikovanej$ia. U mnohych druhov boli

SSR primery vyvinuté pre vyskumné tcely. Sekvencie primerov st spravidla prenositeI'né

medzi druhmi v rédmci rodu alebo aspon nizSich taxénov (podrody, sekcie), takze

z technického hl'adiska sa stanovenie samotného DNA profilu vykonat’ da. U maloktorych

druhov bol ale vykondvany systematicky geneticky monitoring, databazy DNA profilov

analogické databazam l'udskej DNA teda spravidla nie st k dispozicii. Pri druhoch, ktoré
boli predmetom intenziveho vyskumu (velké cicavce, hospodarsky vyznamné dreviny

a pod.) bolo mapovanie genetickej variability vykonavané ¢asto pomocou rozsiahlej sady

SSR markérov v znacnej Casti aredlu, teda pozname ich popula¢ny kontext v dostatocnom

rozsahu. U menej emblematickych druhov vSak tato informécia chyba, teda nevieme

odhadnut’ frekvencie jednotlivych mikrosatelitnych alel, ktoré¢ (ako ukdazeme neskor) su
nevyhnutné pre stanovenie pravdepodobnosti zhody dvoch genotypov.

V pripade forenznych analyz méze byt problémom degradacia DNA. Mikrosatelity sice

nie su tak naro¢né na mnozstvo a kvalitu DNA ako analyza VNTR/RFLP, ale prili§na

fragmentacia DNA moze viest’ k tomu, Ze predovSetkym dlhSie alely nie st amplifikované

(allelic dropout), takze heterozygoty su chybne identifikované ako homozygoty, alebo je

DNA profil nekompletny. Jednym zrieSeni tohoto problému si miniSTR markéry,

zalozené na hladani primerov, lokalizovanych blizsie k tandemovému opakovaniu a teda
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amplifikujuce kratSie fragmenty, Co znizuje pravdepodobnost’ zlomu vich ramci
a zlepSuje Sancu na amplifikaciu.

AFLP ako vysoko polymorfné ale anonymné markéry st ndhradnym rieSenim, ak nie su
k dispozicii lepSie nastroje. Konkrétna kombinacia restrikénych endonukledz umoziuje
skorovanie cca 50-100 fragmentov v ramci jednej analyzy; pouzitie viacerych kombinacii
umoziuje tento pocet znasobit, ¢o dava dobry predpoklad pre vytvorenie jedine¢ného
DNA profilu.

Nevyhodou AFLP je, ze ide o dominantné markéry; na zéklade pritomnosti fragmentu
v géle nevieme urcit, ¢i je produktom jednej alely daného lokuso (len na jednom
chromozdéme) alebo oboch. Naopak, ich velkou vyhodou je, ze nevyzaduji znalost
sekvencii cielového organizmu. Aj ked’ st fragmenty amplifikované PCR, primery nie st
definované podl'a sekvencie v cielovom organizme, ale podla znamej sekvencie
pripajanych adaptérov. To umoziuje analyzovat’ v principe aktikol'vek DNA, pochadzaja-
cu z ktoréhokol'vek organizmu. Jej degradacia je problémom aj vtomto pripade, ale
mensSim v porovnani s mikrosatelitmi ¢i inymi DNA markérmi. Pri organizmoch, ktoré
neboli v minulosti predmetom vyskumu, takze u nich chyba ,,infrastruktara* v podobe pri-
merov alebo asponi idajov o sekvenciach segmentov DNA, moézu byt AFLP pouzitelnou
alternativou.

Problémom AFLP je porovnatelnost’, a teda moznost’ budovat’ databazy. Pri ktorejkol'vek
fragmentacnej analyze je odhadovand velkost fragmentov do istej miery zavisla od
pristrojového vybavenia: rozne sekvenatory, PCR cyklery ar6zna chémia mézu viest
k drobnym rozdielom vo vysledkoch. V pripade markérov typu nSSR sa tieto technické
rozdiely daji eliminovat' a vysledky zroznych laboratérii navzajom Standardizovat
a zlucit, kedze tu sa jedna o sekvencie zo znamych lokusov, takze ak v rdéznych
laboratoridch bol analyzovany identicky materidl alebo asponi populdcie dan¢ho druhu
z rovnakej oblasti, spravidla sa na zéklade porovnania frekvencii alel d& opravit’ ich
identita. Napriek sluSnej reprodukovatelnosti je u AFLP Standardizacia tymto sposobom
problematickd kvoli ich neznédmej identite a pdvodu zneznamych miest genomu.
V literature je zaroven zriedkavo mozno najst’ zdrojové data, takze odhad alelickych
frekvencii nutny pre stanovenie pravdepodobnosti zhody dvoch vzoriek niet na com
postavit’. Jednou z moznosti je analyzovat’ nielen cielovu vzorku, ale zozbierat’ material
z celej lokalnej populacie v dostatocnom rozsahu (>100 jedincov), tento postup je ale
tazko pouzit’ v pripade zriedkavejSich druhov ¢i organizmov podlichajicich druhovej
ochrane.

SNP markéry boli doneddvna povazované sa prili§ ndrocni metdodu pre individudlnu
identifikaciu, ale srozvojom metdd NGS atechnologii skérovania SNP (SnaPshot,
TaqMan atd’.) sa zacinaju povazovat za perspektivnu ndhradu mikrosatelitov ako
Standardu pre fingerprinting, prinajmenSom v humannej kriminalistike. Vzhl'adom na
mensiu mieru polymorfizmu (takmer vzdy 2 alely) a nizSiu diverzitu je pre spolahliva
identifikaciu potrebny vyssi poc¢et SNP v porovnani s SSR lokusmi, ale to technicky nie je
problém. Pre budovanie databaz vyuziteInych pre forenzné ucely je ale nutné vybrat’ sadu
Standardnych SNP, ktor¢ su skorované v ramcei druhu. V pripade 'udskej DNA to opit’ nie
je problém a viaceré takéto sady uz pre narodné databazy boli definované. Pre iné
organizmy je to myslitelné udruhov, ktoré su predmetom intenzivneho (najmi
hospodarskeho) zdujmu — to ale nie je pripad vacSiny chranenych druhov. Aktudlne je
vyuzitie SNP v environmentélnej forenznej analyze obmedzené, ale potencidl pre ich
vyuzitie nepochybne existuje a s rozvojom technickych nastrojov a automatizaciou analyz
bude nepochybne narastat’. Pokial' cena analyz poklesne natol’ko, Ze bude porovnatelna
napr. s AFLP, bude mozné vybudovat’ databazy aspon pre najdolezitejSie chranené druhy,
alebo vyuzit’ analogicky pristup ako pri AFLP, teda analyzu popula¢nej vzorky pre odhad
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frekvencii polymorfizmov tam, kde je to mozné s ohl'adom na vyskyt druhu a sposob
odberu materialu (pokial’ je pre ziskanie dostatocného mnozstva DNA nutné organizmus
usmrtit’, nie je tento pristup zmysluplny).

Statistické hodnotenie

Rovnako, ako je pri druhovej identifikacii dolezity kontext ostatnych druhov, je pre
stotoznenie biologickej stopy s podozrivym jedincom doélezity kontext celej populacie,
z ktorej stopa hypoteticky moze pochadzat’. V pripade nezhody je dokazna sila jednoznacna.
V pripade zhody naopak dokazna sila zavisi od pravdepodobnosti, s akou moze byt zhoda
dielom nahody.

Toto tvrdenie samozrejme plati zapredpokladu, ze je vylucena moznost’ technickej chyby,
napr. nespravneho genotypovania, zdmeny vzoriek a pod. Tento prepoklad u viacerych typov
markérov nemusi byt nutne uplne realisticky. V pripade metdd zalozenych na PCR, najmi
tandemovych opakovani (VNTR, SSR), sa v okrajovych sekvencidch, pre ktoré su definované
primery, moéze vyskytnit bodova mutacia, ktora zabrani annealingu primerov a teda
amplifikacii prisluSnej alely. Takého alely sa oznacuju ako nulové (null alleles) a spdsobuju,
ze heterozygotné jedince mozu byt chybne identifikované ako homozygoty. V pripade
profilu podozrivého to nemusi byt nutne problém (v pripade zhody sa muticia vyskytuje
v oboch profiloch), ale skresl'uje to odhad alelickych frekvencii v populéacii. VaznejSim
problémom moéze byt vypadok alely (dropout) sposobeny nizkou kvalitou alebo malym
mnozstvom DNA vo vzorke; v tomto pripade je profil vzorky urceny chybne. Tieto technické
problémy moézu viest kdvom typom logickych chyb. Vysledok moze byt
s pravdepodobnostou v faloSne negativny (false negative): stopa v skutocnosti pochadza
z podozrivého, ale ich profily odlisuju, alebo s pravdepodobnostou u faloSne pozitivny (false
positive): stopa v skuto¢nosti nepochddza z podozrivého, ale ale ich profily zhoduji. Hodnota
(1 —v) sa oznacuje ako citlivost’ (senzitivita) DNA testu, hodnota (1 — u) ako Specificita testu.
Oba typy chyb st na sebe nezavislé a ich pravdepodobnosti st rozdielne. V pripade DNA
testov je Specificita spravidla podstatne vySSia nez senzitivita: moznost chybného
genotypovania povedzme v jednom z 12 nSSR lokusov (alebo 50 AFLP lokusov) je pod-
statne pravdpodobnejsia, nez Ze vo viacerych z tychto lokusov d6jde ndhodne prave k takym
chybam, ktoré¢ vyprodukuju genotyp biologickej stopy ¢i podozrivého. Podiel faloSne
pozitivnych vysledkov sa spravidla d4 oCakavat’ na urovni frekvencie profilu v populdcii.
Tab. 8 uvadza mozné scendre zhody/rozdielnosti skutocnych DNA profilov stopy a po-
dozrivého s vysledkami DNA testu.

Tab. 8 Pravne relevantné vysledky"” zhody DNA profilu X biologickej stopy a podozrivého
s vysledkami testu a im zodpovedajtice pravdepodobnosti

Zhoda? Skutoény profil Vysledok testu Pravdepodobnost’
stopa podozrivy stopa  podozrivy

ano X X X X Po(l — vy

ano nie X nie X X X (1= Pg) u?

nie X X X X P& (1 - vy

nie X nie X X X Po(1-Pg)(1-=v)u
nie nie X X X X (1=Pg) Pou(1-v)
nie nie X nie X X X (1 —Po)*u?

DPokial je ktorykol'vek vysledok testu ,,nie X*, zhoda je vylugena, teda vysledok nie je relevantny z
hl'adiska prava, ked’ze cielom testu je preukazat’ zhodu

YSkuto¢na fyzicka zhoda: biologické stopa naozaj pochadza od podozrivého

nie X —iny DNA profil nez profil X; P — frekvencia DNA profilu v populacii (vid’ d’alej)
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Z praktického hl'adiska su relevantné len pripady, uvedené v tab. 8, teda ak sa vysledky
testu stopy a podozrivého zhodujt. Pokial’ medzi vysledkami testu nie je zhoda (teda aspon
jeden z vysledkov testu je ,,nie X*), nema zmysel pouzivat’ ich ako dokaz, resp. ide o dokaz
v prospech obvineného (nezavisle na opravnenosti obvinenia). Do tvahy prichddza 6
scendrov, z ktorych dva svedCia v neprospech obvineného. Len prvy scendr je z hl'adiska
spravnosti obvinenia idedlny: biologickd stopa pochddza od podozrivého, teda ich DNA
profily su skuto¢ne zhodné, a si zhodné aj s oboma vysledkami testu. Pravdepodobnost’
tohoto vysledku zodpovedd ocakavanej frekvencii DNA profilu v populacii P (vid® d’alej),
zmenSenej o faloSne negativne vysledky. Ak podiel falosne negativnych vysledkov je v,
podiel spravnych vysledkov (senzitivita) je zvySok, teda (1 — v). DNA testy stopy
a podozrivého st dve na sebe nezavislé procedury, zktorych kazdd poskytne spravny
vysledok s frekvenciou (1 — v), preto pravdepodobnost’, ze oba budu spravne je ich sucin,
teda (1 — v)? (vid Box I). Z toho je odvodena vysledna pravdepodobnost’ tohoto scenara Pg (1
— v)%. Analogickou logikou je mozné odvodit' vysledné pravdepodobnosti aj pre ostatné
scenare.

Dostupnost’ udajov o podieloch falosne pozitivnych a faloSne negativnych vysledkov opat
zavisia od organizmu a markéra. V pripade ¢loveka ¢i inych intenzivne Studovanych druhov
su tieto udaje spravidla k dispozicii, v pripade malo skimanych druhov sa bud’ da vychadzat
zo vSeobecnej chybovosti daného typu markéra, alebo sa pri fingerprintingu moznosti
technickych chyb nebera do uvahy.

Dalsiu komplikaciu pre fingerprinting predstavujii klonalne sa mnoZiace organizmy.
Jednovajecné dvojcatd cicavcov (vratane Cloveka) tiez predstavuji v istom zmysle klon.
U rastlin je relativne bezné vegetativne rozmnozovanie — mnohé druhy sa rozmnoZzuju
poplazmi, korefiovymi vymladkami, adventivhymi vyhonmi, hl'uzami, Specializovanymi
organmi (pacibulky Dentaria bulbifera) apod. Pri pol'nohospodarskych plodinach
a dfevinach sa vegetativne rozmnozovanie pouziva ¢asto a rozmanitymi sposobmi — odrezky,
Stepenie, hluzy acibulky, expantitové kultiry na Zzivnych médiach atd’. Specifickym
sposobom rozmnozovania je apomixia resp. agamospermia, teda tvorba semien bez
oplodnenia — embryo sa nevyvija zo zygoty ale zo somatickej bunky. Niektoré Zivocichy,
huby a liSajniky st schopné rozmnozovat’ sa fragmentaciou. U hub a rias prichadza do ivahy
vznik asexualnych spor. Jednobunkové eukaryoty, kvasinky a primitivne Zivoc¢ichy sa mézu
mnozit’ puanim. Vo vSetkych tychto pripadoch st jedinci pochadzajuci z klonalneho roz-
mnozovania geneticky identicki, nastrojmi analyzy DNA nie je mozné ich rozlisit’.

Samostatnti problematiku najmi v pripade rastlin predstavuju polyploidné druhy. Aj ked’
mnohé znich su apomiktické (hlavne v pripade neparneho poctu chromozoémovych sad),
niektoré¢ druhy st schopné mnozit' sa aj pohlavnou cestou. Chromozémy alloploidnych
hybridov st ¢asto malo homologické, takze alely pochadzajice od réznych rodicovskych
druhov sa technicky daji odliSit. Problémom su predovSetkym autopolyploidy, kde odhad
alelickych frekvencii potrebny pre stanovenie dodkaznej sily DNA profilu je podstatne
lozitej$i nez pri diploidoch.

Bez ohl'adu na tieto problémy vo forenznej praxi existuje viac pristupov ku kvantifikacii
sily DNA dokazu.

Pravdepodobnost nahodnej zhody
UrCenie pravdepodobnosti nahodnej zhody (random match probability) vychadza
z kvantifikacie pravdepodobnosti, Ze v populécii sa vyskytuju dvaja alebo viac jedincov so
zhodnym DNA profilom.

V pripade pouzitia kodominantnych jadrovych markérov (SSR, SNP) vieme genotyp
jedinca urcit’ presne. Stanovenie ocakavanej frekvencie daného genotypu v populécii (teda
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zaroven pravdepodobnosti, Ze nahodne vybrany jedinec bude nositelom tohoto genotypu)
vychddza z Hardy-Weinbergovho zékona, teda predpokladu, Ze populacia je panmiktickd;
ocakavana frekvencia homozygota 4:4; je $tvorec frekvencie alely A;: P(4idi) = p(4i),
oCakéavana frekvencia heterozygota 4;4; je dvojnasobok sucinu alelickych frekvencii: P(4:A4))
= 2p(Ai)p(4)). Ak v populécii dochadza aj k pribuzenskému kriZeniu, je tento odhad v pripade
homozygotov podhodnoteny a v pripade heterozygotov nadhodnoteny; ked’ze pri inbreedingu
sa kombinuji v genotype potomstva alely identick¢é povodom (a teda aj identické stavom),
vedie pribuzenské krizenie k néarastu podielu homozygotov. Preto je potrebné pri odhade
ocakéavanych genotypovych podielov zaratat’ aj koeficient inbreedingu:

P(A4:4)) = p(4:)* + F-p(4i)p(4;=);  p(d;=) je sumarny podiel vietkych alel odlisnych od 4;,

F je koeficient inbreedingu

P(Aidj) = 2p(Adp(A))-(1 ~ F)

Koeficient inbreedingu je mozné v populacii odhadnut’ na zaklade porovnania skuto¢ného
podielu heterozygotov /o a podielu ocakavaného pri panmiktickej rovnovahe:

F = hol[1 —Zip(4:)*]

V pripade intenzivne $tudovanych druhov (vratane ¢loveka) su spravidla k dispozicii odhady
alelickych frekvencii a koeficientu inbreedigu ¢i uz pre druh ako celok, alebo pre jeho
regionalne ¢i lokdlne populécie. Pri druhoch, u ktorych takéto udaje nie su k dispozicii, je
mozné pre ucely forenznej analyzy vykonat s§tidiu v lokalnej mierke na rozumne velkej
vzorke (cca 100 jedincov), pokial’ je to technicky mozné (nejde napr. o chraneny alebo
extrémne zriedkavy ateda tazko vzorkovatel'ny druh). Pre stanovenie miery inbreedingu je
mozné vychéadzat' z biologickych charakteristik: napriklad pri rastlindich maju populacie
vetroopelivych druhov spravidla blizSie k panmixii, u hmyzoopelivych druhov vécSinou
dochadza aj k pribuzenskému krizeniu, ak nemajli vyvinuty niektory zo systémov
autoinkompatibility. Dolezitd je aj velkost populacie: malé populacie maji tendenciu
akumulovat’ inbreeding. Pokial’ informécie chybaju anie su k dispozicii ani iné tdaje pre
racionalny odhad inbreedingu, nezostdva ina moznost nez vychadzat pri odhade
oCakéavanych genotypovych frekvencii z panmiktickej rovnovahy.

Pri pouziti dominantnych markérov (AFLP) nie je mozné odliSit dominantnych
homozygotov a heterozygotov. KedZze ide o bialelick¢ lokusy (absencia fragmentu je
interpretovand ako nepritomnost’ restrikéného miesta, ktora sa prejavuje ako recesivna alela),
je mozné frekvenciu recesivnej alely odhadnut’ za predpokladu panmiktickej rovnovahy na
zaklade frekvencie recesivnych homozygotov: p(4,) = \/FO ; kde Po je podiel pripadov, ked’
je konkrétny fragment v populacii nepritomny.

Potencidlnym problémom pre urcenie koeficientu inbreedingu je substruktira populacie,
tj. ak sa populdcia skladd z viacerych subpopuldcii, medzi ktorymi je vymena génov
obmedzena. V pripade l'udskej populdcie mdze ist’ o segmenty navzajom izolované kvoli
rasovym, etnickym, ndbozenskym ¢i inym rozdielom. Aj ked’ sa jedna primarne o kultirne
pri¢iny, mo6zu mat’ biologicky dosledok v tom, Ze v rdmci populacie vytvaraji biologicky
navzajom izolované skupiny s rozdielnou genetickou Struktarou. V tomto pripade st
ocakdvané podiely heterozygotov na zaklade priemernych alelickych frekvencii za cela
populaciu (teda vSetky skupiny spolu) nadhodnotené, a v populacii sa to prejavuje ako
nadbytok homozygotov. Tato zdanliva odchylka od panmiktickej rovnovahy sa oznacuje ako
Wahlundov efekt, a moze skreslit” odhad ocakévanych frekvencii genotypov.

Ziadny markér nie je natol’ko polymorfny, aby dokézal viest' k jednoznaénej identifikacii
jedinca, vzdy sa pouziva kombindcia viacerych lokusov. Pre odhad ofakavanej frekvencie
takejto kombinacie sa vychadza z predpokladu, Zze lokusy su vo vizbovej rovnovahe, teda
ktordkol'vek kombindcia alel sa v gaméte modze vyskytnit' s rovnakou pravdepodobnostou.
Tento predpoklad nie je Uplne realisticky ani v pripade lokusov, ktoré nie st vo vzajomnej
véizbe: selekcia, tok génov ¢i ndhodné zmany (geneticky drift) mézu viest’ k zvySenému ¢i
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znizenému vyskytu konkrétnych kombinacii. Presna kvantifikacia zohladiiujica viazbova
nerovnovahu pri velkom pocte lokusov je ale tazko rieSitelnym matematickym problémom.
Z praktického hladiska sa odporuca pouzivat’ lokusy lokalizované na rozdielnych chromozo-
moch, ¢o je jednoduché u ¢loveka ¢i inych intenzivne skiimanych druhov, ale u menej
znamych druhov spravidla tito informacia o markéroch chyba. Jednou z moznosti je
otestovat’ vizbovl nerovnovahu na populacnej vzorke (opit’, ak je to technicky vykonatelné)
a pripadne niektoré lokusy radsSej vylucit'.

Pokial’ je genotyp urceny kombinaciou N nezavislych lokusov, pravdepodobnost’ vyskytu
kombinacie Pg je dana stié¢inom ich frekvencii (vid’ Box I): P; = [[¥ P(A;Aj)k; k=1...N, kde
P(A4i4))k je frekvencia genotypu A4, k. lokusu.

Pravdepodobnost’ ndhodnej zhody je dand prevratenou hodnotou ocakavanej frekvencie
genotypu: P = 1 : 1/Pg. Dava odpoved na otdzku: ,,aka je pravdepodobnost, ze jedinec
nahodne vybrany z populdcie bude mat’ dany DNA profil?*.

Priklad: V sade 5 nezavislych mikrosatelitnych markérov sa genotyp najdenej biologickej stopy zhoduje s
genotypom podozrivého organizmu. Genotyp je 4142 BsBy C3C3 D2D4 E1E). Koeficient inbreedingu F
v populécii je 0,1. Alelické frekvencie sit uvedené v tabulke:

Lokus
A B C D E
alela A A Bs By C; D; D, E,
frekvencia 0,10 | 0,40 | 0,05 | 0,01 0,20 0,15 | 0,05 | 0,01

Cs, E; — sumarna frekvencia ostatnych alel nez Cs resp. E1 v rAmci lokusu.
Aka je pravdepodobnost’ zhody jedinca ndhodne vybraného z populacie s biologickou stopou, teda
pravdepodobnost’, Ze stopa a podozrivy st dva rozdielne organizmy?

Ocakavané frekvencie genotypu po jednotlivych lokusoch:

A14>: P(4142) = 2p(A1)p(42)-(1 = F)=2 % 0,10 x 0,40 x (1 —0,1)= 0,072
BsBy: P(BsBo) =2p(Bs)p(Bo)-(1 —F)=2 % 0,05 x 0,01 x (1-0,1)=0,0009
C3Cs: P(C5C5) = p(Cs)* + F-p(Cs)-p(C3) = 0,20% + 0,1 x 0,20 x 0,80 = 0,056
DrDs: P(D2D4) =2p(D2)p(Ds)-(1 — F) =2 % 0,15 x 0,05 x (1 -0,1)=0,0135
E\Ei: P(E;E3) = p(E3)* + F-p(E3)-p(E;) = 0,012 + 0,1 x 0,01 x 0,99 = 0,00109

Ak st tieto lokusy vo vazbovej rovnovahe (t.j. rekombinuju sa nezavisle na sebe a gametické
frekvencie nie su posunuté oproti ocakavaniam ndhodnej kombinacie selekciou alebo inym
mechanizmom) je vysledna ocakavana frekvencia ich kombinacie sti€¢inom frekvencii po
lokusoch:

P = P(4142) * P(BsBo) x P(C3C3) x P(D>Ds) x P(E3E3) = 0,072 x 0,0009 x 0,056 x 0,0135 x
0,00109 = 5,3398.10°".

Pravdepodobnost’ zhody nahodne vybraného genotypu s biologickou stopou je prevratenou
hodnotou frekvencie:

P=1:1/Pg=1:1/53398.10" =1 :18 727 366 105

Ak by sa jednalo o ¢loveka, je toto ¢islo 2,4-ndsobkom celkovej populacie sveta.

V pripade humannej kriminalistiky je vSeobecne akceptovana pravdepodobnost 1 : 10°.
Standarne vyuZzivané néstroje v su¢asnosti umoziiuju dosahovat aj ¢&isla radovo vyssie.
V pripade environmentalnej kriminalistiky je to samozrejme zavislé na konkrétnej situacii:
u druhov, ktoré boli v minulosti predmetom intenzivneho vyskumu, st pre ne k dispozicii ako
technické nastroje, tak aj odhady alelickych frekvencii v podstatnej Casti aredlu, je mozné sa
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dopracovat’ k porovnatel'nej dokaznej sile; u zriedkavych a malo Studovanych druhov situécia
moze byt horsia.

Vierohodnost navzajom sa vylucujucich hypotéz
Logickej$im a l'ahSie interpretovateInym sposobom prezentacie dokazu zalozeného na DNA
profile je porovnanie dvoch navzijom sa vylucujucich hypotéz o zhode profilu biologickej
stopy sa profilom podozrivého objektu: hypotézy, Ze oba profily pochadzaju od rovnakého
organizmu (nulova hypotéza Ha) vs. hypotézy, Ze profily pochadzaju od r6znych organizmov
aich zhoda je ndhodna (alternativna hypotéza Hz). Pomer vierohodnosti (/ikelihood ratio)
dava sice rovnaky c¢iselny vysledok ako predchadzajuci pristup, ale jeho interpretacia je
priamociarejsia, ked’ze berie do tvahy aj potencialny alternativny scenar. Principy tohoto
pristupu sa daji vyjadrit’ nasledovne:
e pri hodnoteni dokazu zloZzeného na DNA profile (E; evidence) treba zvazovat obe
horeuvedené moznosti
e je potrebné kvantifikovat podmieneni pravdepodobnost, ze DNA profil stopy
a podozrivého bude/nebude zhodny, za predpokladu platnosti nulovej hypotézy [P(E|Ho)]
aj alternativnej hypotézy [P(E|H4)]
e rozhodnutie ma byt’ zaloZené na pomere oboch pravdepodobnosti.
Pomer vierohodnosti je dany podielom oboch pravdepodobnosti: L = P(E|Ho)/P(E|H,).
V principe odpoveda na otdzku ,kolkokrat pravdepodobnejsie je pozorovat zhodu profilu
stopy a podozrivého za predpokladu, Ze plati nulova hypotéza, neZ za predpokladu, ze plati
alternativna hypotéza?“. Je zrejmé, ze pravdepodobnost’ nulovej hypotézy moze nadobudat’
len dve hodnoty: ak sa profily nezhoduju, P(E|Ho) = 0, ak sa zhoduju, P(E|Ho) = 1 (nie je
mozné, aby sa profily nezhodovali, ak Ho plati). Prvy pripad je z praktického hladiska
nezaujimavy (nikto nepride na sud s dokazom vo svoj neprospech), takze v realite pravde-
podobnost’ v Citateli je vzdy rovna 1. V pripade menovatela (alternativnej hypotézy) je
pravdepodobnost’ opit’ dana frekvenciou profilu v populécii: ¢im vacsi je podiel nositel'ov
dan¢ho DNA profilu v populacii, tym vysSia je pravdepodobnost, Ze ndhodne vybrany
jedinec bude jeho nositelom (aby sme boli presni, po spravnosti by bolo potrebné pri vypocte
frekvencie vylucit’ z populacie podozrivého, ale to s vynimkou extrémne malych populacii na
vysledku ni¢ nemeni). Z toho vyplyva, Ze pomer vierohodnosti je opat’ prevratenou hodnotou
frekvencie profilu: L = 1/Pg.

Priklad: Aky je pomer vierohodnosti pri rovnakom zadani ako v predchadzajucom priklade?

DNA profil biologickej stopy a podozrivého sa zhoduju, preto pravdepodobnost’ nulovej hypotézy
P(E|Ho) = 1.
Hypoteticka frekvencia, s akou sa profil vyskytuje v populacii (teda pravdepodobnost’
alternativnej hypotézy), je P(E|H,) = P = 5,3398.107'1.
Pomer vierohodnosti je
P(E|Hy) 1
" P(E|H,) 5,3398.10°11

Inymi slovami, pravdepodobnost’, Ze biologicka stopa pochddza z podozrivého, je 18.10°-krat
vyssia nez pravdepodobnost’, Ze pochadza z iného jedinca.

=18727 366 105

Dokaz zalozeny na Bayesovskej logike
V uvode tejto podkapitoly bolo uvedené ze hodnotenie dokaznej sily ¢i uz v pripade zhody
alebo nezhody profilu biologickej stopy s profilom podozrivého moze byt zatazené
technickou alebo biologickou chybou.
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Okrem informacie o moznych technickych chybach sa v priebehu vySetrovania mozu
objavit aj iné¢ informdcie relevantné pre stanovenie pravdepodobnosti, s akou biologicka
stopa pochadza z podozrivého objektu (alebo subjektu, ak sa jedna o pachatela). Pristup,
ktory umoziuje takého dodato¢né ¢i dopliiujiice informécie zohl'adnit’, vychadza z Bayesovej
teorémy, ktord predstavuje samostatnu vetvu myslenia v matematickej Statistike (Box IV).

Box IV Bayesova teoréma a Bayesovska Statistika

Dodato¢nd informacia B méze pomdct spresnit odhad pravdepodobnosti udalosti A.
Spresnenie vychadza z Bayesovej teorémy:

P(B|A) P(B|A)P(4)

P(A|B) = P(A) = —

P(B) P(B|A)P(A) + P(B|A)P(A)
kde P(A) je pravdepodobnost udalosti A pred zohladnenim dodato¢nej informacie
(pravdepodobnost a priori), zatial' o P(A|B) je spresneny odhad podmieneny informaciou B
(pravdepodobnost a posteriori), pricom kvocient P(B|A)/P(B) kvantifikuje mieru podpory
informacie B pre realizaciu udalosti A (pre pripomenutie: A znamena negaciu A).
Autorom teorémy je Thomas Bayes; jeho interpreticia je mierne odliSnda od klasického
chapania pravdepodobnosti, pretoZe interpretuje pravdepodobnost subjektivne, ako
odévodnené ocakavanie nejakej udalosti resp. stupen osobnej domnienky ¢i dovery
v realizaciu udalosti (degree of belief). Teoréma v zmysle Bayesovskej interpretacie dava
vazbu medzi kvantifikaciou dévery pred a po zohl'adneni dodato¢nych informacii. Ak napr.
na TU Studuje cca 33% externych Studentov (2018), pravdepodobnost, Ze za predsedu
Studentskej casti AS TU bude zvoleny externy Student, je a priori 33%, kedZe externi
Studenti su tiez Clenmi akademickej obce aich volitelnost do organov akademickej
samospravy nie je nijako obmedzena. OvSem ak zohl'adnime skutocnost, Ze externi Studenti
sa nevyznacuju mimoriadnou angazovanostou vakademickom Zivote (napr. spocitanim
miery ich zastdpenia v AS v minulych rokoch), pravdepodobnost po jej zapocitani (a
posteriori) dramaticky poklesne. Je evidentné, Ze vtomto pripade chapanie pojmu
»pravdepodobnost” v klasickom zmysle frekvencie, v akej sa udalost udeje v dlhodobom
priemere (Box I) nie je pouzitelné: pocet doterajsich volieb v AS je prilis nizky na to, aby sa
zneho dala odvodzovat akakolvek zakonitost (a naviac, externista nebol zatial' zvoleny
nikdy); napriek tomu ma zmysel hovorit o pravdepodobnosti volby externistu v zmysle
opravnenej domnienky.
Bayesovsky pristup je tiez alternativou pre odhad parametrov, najma v pripade, ak ich
pravdepodobnostné rozdelenie nie je zndme. V genetike (vCetne forenznej genetiky) sa
vyuzivaju v zlozitych modeloch, kde sa parametre nedaju odhadnut priamo, na ich
numerické aproximacie pomocou Monte Carlo algoritmov zaloZenych na Markovovskych
retazcoch (Monte Carlo Markov Chain; MCMC).

Bayesovsky pristup stavia na pomere vierohodnosti nulovej vs. alternativnej hypotézy, ale
umoziuje zohl'adnenie d’alSich faktov vo forme pomeru Sanci tychto hypotéz a priori (prior
odds) pre urcenie definitivneho pomeru Sanci a posteriori (posterior odds):

_P(Hy) P(E|Hp) _ P(HylE)
= X =
P(Hy)  P(E|Hy) P(Hu|E)
kde P(Ho) resp. P(H4) predstavuje pravdepodobnost’ nulovej resp. alternativnej hypotézy
a priori, teda bez zohl'adnenia akychkol'vek dodatkovych informacii, P(E|Ho) resp. P(E|H.)
pravdepodobnost’ pozorovaného dokazu E za predpokladu platnosti Ho resp. Ha, a P(Ho|E)
resp. P(H4|E) pravdepodobnost’ a posteriori, teda po zohl'adneni dokazu E.
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Priklad: AFLP profil biologickej stopy X=110010111100... sa zhoduje s profilom podozrivého objektu. V
populdcii sa vyskytuje s frekvenciou Pg = 107, Na zéklade predchadzajucich skusenosti s AFLP analyzou u
rovnakého druhu bola senzitivita AFLP testu odhadnuta na 95% (teda frekvencia falosne negativnych
vysledkov je v = 0,05), $pecificita na 99,99% (teda frekvencia falo$ne pozitivnych vysledkov je u = 0,0001).
Aka je pomer pravdepodobnosti, Ze biologickl stopu zanechal podozrivy vs. Ze stopa pochadza z iného
objektu?

Nulova hypotéza Hs je, Ze biologicka stopa pochadza od podozrivého, alternativna hypotéza H, je,
ze zhoda je nahodna a stopa pochadza od in¢ho jedinca. Apridérna pravdepodobnost’ alternativnej
moznosti je 10 (= pravdepodobnost’, Ze ndhodne vybrany jedinec bude mat profil X), a ked’ze
nulova a alternativna hypotéza sa navzdjom vylucuju, apriorna pravdepodobnost’ Hy je (1 — 107%) =
0,9999.

V zmysle tab. 8 moéze zhoda profilu stopy a podozrivého za predpokladu platnosti nulovej
hypotézy (teda stopa = podozrivy), pravdepodobnost’ ktorej je P(E|Ho), nastat’ v dvoch pripadoch:
i) skutocny profil stopy aj podozrivého je X, pricom tento profil sa v populacii vyskytuje
s frekvenciou Pg, a AFLP test ho spravne ur¢i v oboch vzorkach, ¢o nastane s pravdepodobnostou
(1 —v)x(1 — v); teda tento pripad nastane s pravdepodobnost'ou Pg (1 — v)>= 0,0001x(1 — 0,05)?
=9,025.107.

ii) skutocny profil stopy aj podozrivého nie je X, pricom tento pripad v populacii nastava
s frekvenciou (1 — Pg), a AFLP test ho chybne ur¢i ako X v oboch vzorkach (falo$ne pozitivny
vysledok), ¢o nastane s pravdepodobnostou uxu; teda tento pripad nastane s pravdepodobnost'ou
(1 - Pg)u*=0,9999%0,0001?= 9,999.10~.

Suma pravdepodobnosti tychto dvoch pripadov je P(E|H,) = 9,026.107°.

Alternativna hypotéza Hy je, ze biologicka stopa pochadza od iného jedinca, neZ je podozrivy.
Zhoda profilov za predpokladu platnosti alternativnej hypotézy, pravdepodobnost’ ktorej je
P(E|H,), mbdze nastat’ v Styroch pripadoch:

iii) skuto¢ny profil stopy aj podozrivého je X, ale tato zhoda je nahdona. Ak sa tento profil sa
v populacii vyskytuje s frekvenciou Pg, pravdepodobnost, ze dvaja nezavisli jedinci budu jeho
nositel'mi, je Ps’. AFLP test ho spravne uréi v oboch vzorkach, ¢o nastane s pravdepodobnostou
(1 = v)x(1 — v); teda tento pripad nastane s pravdepodobnostou P¢g* (1 — v)*>= 0,00012x(1 — 0,05)*
=9,025.10°°.

iv) skutoCny profil stopy je X atest ho urci spravne [pravdepodobnost’ Ps (1 — v)], profil
podozrivého nie je X ale test ho uréi falo$ne pozitivne ako X [pravdepodobnost’ (1 — Pg) u]; teda
tento pripad nastane s pravdepodobnost'ou P (1 —v) (1 — Pg) u = 0,0001x(1 — 0,05)x0,9999%(1 —
0,05)=9,499.10".

v) opacny pripad ako iv) — spravny vysledok v pripade podozrivého, faloSne pozitivny v pripade
stopy; pripad nastava srovnakou pravdepodobnostou (1 — Pg) u Pg (1 — v) = 0,9999%(1 —
0,05)x0,0001%(1 —0,05) = 9,499.10°.

vi) falo$ne pozitivne vysledky sa vyskytnl u stopy [pravdepodobnost’ (1 — Pg) u] aj podozrivého
[pravdepodobnost’ rovnako (1 — Pg) u]; tento pripad nastane s pravdepodobnostou (1 — Pg) 2 u* =
0,99992x0,0001%= 9,998.10~°.

Suma pravdepodobnosti tychto Styroch pripadov je P(E|H,) = 3,802.1078.

Podl'a Bayesovej teorémy plati

_ P(HolE) _ P(E|Hy) x P(Hy) _ 9,025.107° x 0,9999

= = = = 23737075
P(H,|E) P(E|H,) x P(H,) 3,802.10-8 x 0,0001

Inymi slovami, pri zohl'adneni moznych falo$ne negativnych ¢i faloSne pozitivnych vysledkov
testov je moznost, Ze biologickd stopa skutoCne pochadza od podozrivého cca 24 milionkrat
pravdepodobnejsia, nez moznost’, Ze pochadza od iného jedinca.
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Hodnotenie pribuznosti

Princip a pouZivané markéry

Podl'a evolucnej tedrie ktorakol'vek dvojica jedincov rovnakého druhu (dokonca akakol'vek
dvojica zivych organizmov) je si navzajom pribuzna v tom zmysle, Ze zdiel'a spolo¢nych
predkov, od ktorych zdedila Cast’ svojej genetickej vybavy. Otdzkou je len to, ako hlboko
v ich rodokmenoch tito spolo¢ni predkovia lezia a kol’kym muta¢nym zmenam doslo v tej
Casti dedicnej vybavy, ktorti od nich zdedili.

Kvantifikacia miery pribuzenstva vychadza z konceptu identity alel pdvodom (identity by
descent; 1BD), teda pravdepodobnosti, Ze dve ndhodne vybrané alely rovnakého génu su
kopiami (replikami) tej istej sekvencie, ktorda sa vyskytovala v gendme ich spolocného
predka. Z toho zaroven vyplyva, ze IBD alely st zaroven identické stavom (identity in state;
IIS), teda Ze st zhodné, za predpokladu, ze pominieme vel'mi zriedkavy pripad gametickej
mutacie. Teoreticky by alely identické stavom mali byt identické aj povodom. V realite to
uplne neplati; pri genetickych markéroch zalezi na tom, ¢o oznacujeme terminom ,,alela”. Za
zhodné su v praxi brané markéry s rovnakym fenotypom, teda pri molekuldrnych markéroch
spravidla s rovnakou elektroforetickou mobilitou. Dva izoenzymové gény vSak nemusia mat’
zhodnu sekvenciu, aby boli exprimované¢ do proteinu s rovnakou migrac¢nou rychlostou.
Nielen synonymné mutacie, ale ani mutdcie nemeniace naboj proteinu resp. nemeniace
zésadne tvar a velkost’ proteinu pri zachovani jeho enzymatickej aktivity, sa na elektro-
foretickej mobilite nedaji rozoznat’. To isté plati o mikrosatelitoch: ich alely su rozliSované
na zaklade celkovej dizky, ktora ale neznamena zhodnt sekvenciu ich okrajovych segmentov.
Naviac rychlost’ migracie v géli neodraza moznost’ spatnych mutécii (t.j. jeden mutacny krok
naboj ¢i dizku o jednu jednotku zvadsi a nasledna mutacia ich vrati do povodného stavu).
Fenotyp jedinca je ovSem to jediné, Co pozndme. Povod sa d& urcit spolahlivo len
z rodokmenia, a ak by sme poznali rodokmen, nepotrebovali by sme odhadovat’ pribuzenstvo,
poznali by sme ho. Metddy odhadu pribuzenstva na zéklade porovnavania genotypov su teda
zalozené na identite stavu, nie na identite (neznameho) povodu.

Zrejme prvou oblastou vo forenznej praxi, v ktorej iSlo o urovanie pribuzenstva, bolo
testovanie otcovstva. Mater certa, pater semper incertus est, touto zasadou sa riadilo uz
rimske pravo. V Standardnom pripade je matka znama, ale spor mdze byt o urcenie otca. To
sa nemusi tykat' len Cloveka, ale aj mnohych inych (najmé zivorodych) zivo¢ichov, najmé
starajucich sa o juvenilné potomstvo (aj ked pri niektorych druhoch samica starajuca sa
o potomstvo nemusi byt nutne biologickou matkou). V environmentalnej forenznej praxi
vSak predmetom zadujmu moZze byt aj miera pribuznosti dvoch jedincov, vyjadrena koefi-
cientom pribuznosti.

Nastroje, vyuzivané na hodnotenie pribuznosti, si analogické ako nastroje pre geneticky
fingerprinting. Opét’ prax zacinala u Cloveka pri testovani paternity krvnymi skupinami,
ked’ze lepSie nastroje neboli k dispozicii, a opdt’ sifasna prax vyuziva prakticky vylucne
DNA markéry. Vysokd miera polymorfizmu je aj v tomto pripade vyhodou. Na rozdiel od
fingerprintingu, kde dominancia nie je zdsadnou prekazkou, pri ur¢ovani pribuznosti predsta-
vuje vyrazni komplikaciu. Vyhody a nevyhody jednotlivych typov markérov st rovnaké ako
pri fingerprintingu, nemé zmysel ich opakovat. V sucasnosti Standardny nastroj predstavuji
mikrosatelity (SSR, STR), pokial’ st pre prislusny druh k dispozicii sekvencie primerov pre
ich identifikaciu. Ako nahradny néstroj mozno vyuzit' AFLP, ktoré st ovSem dominantnymi
markérmi, teda odporticatel'né su len v nidzovom pripade.

Statistické hodnotenie

Testovanie paternity

Urcenie otcovstva je tiez jednym z pripadov, ked’ identitu otca mozno na zéklade porovnania
genotypu matky, potomka a oznaceného otca (v konkrétnom lokuse alebo v sade lokusov)
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mozno vylucit' jednoznacne, ale potvrdit' len s definovanou pravdepodobnostou. Ak je
identita matky zndma a genotyp oznacené¢ho jedinca nevyluCuje, Ze modze byt otom,
rozhodnutie o uznani otcovstva vychadza rovnako ako pri genetickom fingerprintingu
z porovnania vierohodnosti nulovej hypotézy (Ho: oznaceny samec je otec) a alternativnej
hypotézy (H4: otcom je iny jedinec z populacie). Pri testovani otcovstva sa tento pomer
oznacuje ako index paternity:

_ P(GC|GM1 GPI HO)
P(GC|GM' GPI HA)
kde P(Gc|Gm,Gp,Ho) resp. P(Gc|Gm,Gp,Ha) je pravdepodobnost’, Ze genotyp potomka bude G¢
za predpokladu rodicovskych genotypov Gm a Gp pri platnosti nulovej resp. alternativne;j
hypotézy (podmienené pravdepodobnosti). Pre ich uréenie je najjednoduchsie pouzit
Punnettov Stvorec, teda tabelarny diagram urcujuci vysledky konkrétneho krizenia. Ak je
napr. genotyp potomka 414>, genotyp matky 4143 a genotyp jedinca oznacené¢ho za otca
A2A4>, potom pravdepodobnosti vyskytu genotypovych kombinacii v potomstve vychadzaja
z moznych gamét, ktoré rodicia tvoria: matka dva typy vajicok (s alelami A resp. 43), otec
len jeden typ spermii resp. pel'u (s alelou 42). Punnettov Stvorec obsahujici mozné genotypy
vznikajiiceho potomstva teda vyzerd nasledovne:

Otcovsky prispevok
A» A
Matersky prispevok | A A1A4> A1A4>
A3 A243 A243

Tab. 9 Pravdepodobnosti vyskytu konkrétneho genotypu potomka Gc za predpokladu kombinacie
materského (Gm) a otcovského (Gp) genotypu v pripade, Ze oznaceny jedinec je otcom (Hp) av
pripade, Ze nie je otcom (/4), a index paternity, teda pomer vierohodnosti oboch hypotéz (PI) (Evett
a Weir 1998, upravené)

Gc Gwm Gp P(Gc|Gm,Gr,Ho)  P(Gc|Gm,Gr,Ha) PI
AiA; AiA; AiA; 1 pi 1/pz
AA;; j#i % Di 1/2p;
AiAx; ki, j 0 )4 0
Ay, j#i Aid; V2 pil2 Upi
Aid;; j#i Va pil2 1/2p;
Aidk; k#i, j Ya pil2 1/2p;
Ay, ki, j 0 pil2 0
A,‘Aj;j;ﬁi AiA; AjAj 1 D 1/pj
Aidy;, j#i & bi 1/2p,
AAy; ki, j 2 D 1/2p;
ArAr k, I#] 0 pi 0
Ay j#i A, /2 (i +p)2 V(pi+ p))
Aidj; j#i V2 (pi +pj)2 V(pi+ p))
A, ki, j Va (pi + p)2 112(pi + p))
A k, 1#i, ] 0 (pi+ppr2 0
Aidy; k=i Aidi 0 pil2 0
AjAj v p,/2 l/pj
A[Aj;j;ﬁi Va pj/2 1/2pj
AjAr; k#j Ya p,/2 1/2p]
AjAr; 12 Ya p,/2 1/2p]
ArAr k, I#] 0 pil2 0
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je zrejmé, Ze alelu A1 musel potomok zdedit’ od matky. Ak je oznaceny jedinec otcom, alelu
A> musel potomok zdedit' od neho, Co predstavuje 2 zo 4 pripadov, teda podmienena
pravdepodobnost’” vyskytu konkrétneho genotypu potomstva pri platnosti Ho je 0,5. Aj
v pripade, Ze plati alternativna hypotéza, mohol od matky potomok zdedit’ len alelu A; (alelu
A> matka v genotype nemad) s pravdepodobnostou 0,5, a alelu 4> zdedil od iného jedinca
v populacii, kde sa tato alela vyskytuje s frekvenciou p(42) (pre skratenie oznacme ako p»).
Pravdepodobnost’ vyskytu genotypu 414> u potomstva pri platnosti Ho je teda 0,5p>. Index
paternity je pomer oboch pravdepodobnosti, teda P/ = 0,5/0,5p2 = 1/p2. Touto logikou je
mozné odvodit’ vSetky kombindcie genotypov a im prisluchajice indexy paternity uvedené
v tab. 9 (Goodwin et al. 2007).

Ked’ze index paternity je pomerom dvoch pravdepodobnosti, vztahuju sa nan zékonitosti
uvedené¢ v Boxe I. Ak teda pre hodnotenie pribuzenstva pouZzijeme viacero Statisticky
nezavislych lokusov (v principe lokusy vo vézbovej rovnovahe), je vysledny index paternity
suc¢inom indexov za jednotlivé lokusy.

Priklad: Genotypy potomka, matky a potencidlneho otca, ako aj frekvencie alel v 5 SSR lokusoch v
populacii vika dravého v Nizkych Tatrach st uvedené v tabul’ke (alely st oznacené velkost'ou fragmentov v
bp) . Frekvencie alel, relevantnych pre vypocet konkrétneho P, st podéiarknuté. Oznacenie alel (i, j, &, /)
zodpoveda tab. 9.

Lokus Gce Gm Gp frekvencie alel
i j k /
CPHI12 1917191  191/197  191/197 | 191:0,0328 197:0,4303
CPH2 93/93 91/93 93/93 | 093:0,2131 091:0,0041
CPH4 139/147  147/147  139/139 | 147:0,7131 139:0,0164
CPHS5 1117113 111/113  113/115 | 111:0,0574 113:0,7705 115:0,0615
FH2088 125/127  125/131  109/127 | 125:0,0043 127:0,2521 131:0,1154 109: 00,0043

Aky je index paternity potencialneho otcovského jedinca?

Indexy paternity podl'a jednotlivych lokusov su vypocitané v nasledujucej tabul’ke:

Lokus Gc Gwm Gp P(Gc|GM,GP,Ho) P(Gc|GM,GP,HA) Pl
CPHI2 | ii ii i 0,25 pi/2=0,0164 12p=15,24
CPH2 ii ij ii 0,5 pi/2=0,1066 1/p=4,69
CPH4 ii i jj 1 p,/2=0,0082 1/p=121,95
CPH5 ij i ik 0,25 (p+p)/2=0,4140 | 1/2(pi+p;)=0,60
FH2088 | ij ik  jl 0,25 1,/2=0,1261 1/2p=1,98
celkovo 0,00781250 0,00000075 10449,32

Logika vypoctu sa da ilustrovat’ na priklade lokusu FH2088. Rodic¢ia maju genotypy 125/131
a 109/127. V ich potomstve sa ktorakol'vek kombinacia materskej a otcovskej alely mozZe objavit
s rovnakou pravdepodobnostou: 109/125, 125/127, 109/131, 127/131. Za predpokladu platosti Ho
(teda oznaceny jedinec je skutoCne otcom) je kombinacia, ktora sa objavila u potomka (125/127)
jedna zo Styroch moznych, teda P(Gc|Gm,Gp,Ho) = Y4 = 0,25. Zaroven je zrejmé, ze alelu 125
potomok musel zdedit' od matky, s pravdepodobnostou 0,5 (je to jedna z dvoch alel v genotype
matky), potencidlny otec ju v genotype nema, teda od otca musel zdedit” alelu /27. Ak plati Hy,
teda otcom je iny jedinec z populacie, je pravdepodobnost, ze nahodne vybrany jedinec z
populacie odovzda potomkovi alelu 727 timerna jej frekvencii v populacii, ktora je 0,2521. Ked’ze
ziskanie konkrétnej alely od matky a od otca st dva nezavislé javy, pravdepodobnost’ ich
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sucasného vyskytu je dand suc¢inom pravdepodobnosti jedného a pravdepodobnosti druhého, teda
0,5 (matka) x 0,2521 (otec) = 0,1261 = P(Gc¢|Gm,Gr,H4). Index paternity n ziklade samotného
lokusu FH2088 je teda 0,25/0,1261 = 1,98. Ak by sme teda posudzovali paternitu len na zaklade
FH2088, pravdepodobnost, ze potencidlny jedinec nie je otcom, je cca 2-krat vysSia nez
pravdepodobnost’, Ze otcom je.

Ani jeden z lokusov teda otcovstvo oznaceného jednica nevylucil. Pravdepodobnost’, Ze otcom
skutocne je, je 10449-krat vyssia, nez ze otcom nie je. Z vysledku je zrejmé, ze nie vsetky lokusy
rovnako prispievaju k preukazaniu otcovstva. V pripade lokusu CPHS je pravdepodobnost’ nulovej
hypotézy (je otec) dokonca mensia, nez pravdepodobnost’ alternativnej hypotézy (nie je otec), Co
je sposobené skutoCnostou, ze v genotype potomstva sa vyskytuje vel'mi Casta alela (131 bp,
s frekvenciou 0,7705). Pre urCovanie paternity je teda vyhodné pouzivat' ¢im polymorfnejsie
lokusy — ¢im viac alel, tym mensSie s v priemere ich frekvencie.

Odhad koeficientu pribuznosti

Casto moze byt potrebné odhadnut mieru pribuznosti dvojice jedincov bez akejkol'vek
vedomosti o ich rodokmenoch; v pripade jedincov z prirodzenych populacii je to bezna
situdcia.

Mieru pribuznosti medzi dvoma jedincami kvantifikuje koeficient pribuznosti (coancestry
coefficient, kinship coefficient), ktory stanovuje pravdepodobnost’, ze dvojica alel rovnakého
génu vybranych z genotypov jedného a druhého jedinca je identickda pdvodom (IBD).
V pripade dvojice diploidnych organizmov s genotypmi 4:4; a AxA; je koeficient pribuznosti
aritmetickym priemerom pravdepodobnosti IBD pre vSetky mozné dvojice alel:
r=YaP(A=Ax) + YaP(A=A)) + VaP(A=Ax) + YaP(4;=A))
kde operator = oznacuje identitu alel p6vodom.

Ak nepozname rodokmene jedincov, pravdepodobnost’ IBD nemdzeme priamo vypocitat’,
len odhadnut’ na zaklade zhody ich genotypov (identita alel stavom, IIS). Alely, ktoré su
zhodné stavom, su identické aj povodom, ale naopak to nutne neplati.

Odhad stupna pribuznosti na zéklade zdiel'ania IIS alel vychadza z toho, ze dva diploidné
jedince (nezéavisle na tom, ¢i su pribuzné alebo nie) moéze zdielat 0, 1 alebo 2 alely
v genotype ktoréhokol'vek lokusu. Koeficienty pribuznosti pre jednotlivé typy vztahov
uvedené v podkap. Pribuzenstvo a inbreeding su priemerné hodnoty za cely genom. V kon-
krétnom lokuse nemusia ani dvaja vlastni sirodenci (plnosesterské potomstvo) zdiel'at’ Ziadnu
alelu: pokial’ st obaja rodi¢ia v tomto lokuse heterozygoti, moze jeden potomok ziskat' ina
kombinaciu ich alel nez druhy. Hodnotenie pribuznosti teda musi vychadzat' z vac¢sej sady
markérovych lokusov. Koeficient pribuznosti 7; medzi jedincami i aj je mozné odhadnut
nasledovne (Weir a Goudet 2017):

M;; — Mg

1— M
kde Mj je pocCet IIS alel v genotypoch L markérovych lokusov jedincov iaj: M;; =
Y1+ (kyy — 1)(k;j — 1)]/2 (ki — poc€et 1IS alel v /. lokuse i. jedinca) a My je priemerna
zhoda v IIS alelach v stbore 7 jedincov:

1 N —n
B
s n(n — 1) i j#i Y

Tento sposob odhadu vSak neberie do Gvahy alelické frekvencie. Odhad adjustovany na
kontext populdcie je mozné vypocitat’ nasledovne (VanRaden 2008):

1(ky — 2p) (kj — 2py)

r. . =
N 2%l —p1)
kde p: je frekvencia referencnej alely v /. lokuse.

rl'j =

72



Urcovanie geografického povodu

Princip a pouZivané markéry

Vo forenznej praxi sa mozeme stretntit’ s otazkou odkial’ biologicka stopa pochadza. Existuje
mnoho oblasti, v ktorych je geograficky povod relevantny, od sledovania ilegdlneho obchodu
s drevom, cez ilegdlny obchod so zvieratami alebo produktmi z nich (slonovina, suveniry) az
po paSovanie chranenych rastlin. V pripadoch, Ze chranené st len konkrétne populacie druhu,
ide o rozlisenie ilegalne ziskaného materialu od legalneho (napr. mnoh¢é tropické dreviny
ohrozené v mieste ich prirodzeného vyskytu st pestované a hospodarsky vyuzivané v inych
oblastiach). U druhov, ktoré si chranené ako celok, mdze byt cielom identifikdcia ,,ohnisk
pytliacenia®, teda oblasti, kde je odchyt, lov ¢i zber obzvlast intenzivny.

Pri otazke na povod je vSak rozhodujlica otazka mierky. Pytame sa na to, ¢i povedzme
konkrétna vzorka bukového dreva pochadza z Eurdépy? Zo strednej Eurdépy? Zo Slovenska?
Z okresu Zvolen? Z porastu 5117a na LC Thra¢? Nie na vSetky tieto otdzky umoziuje
forenzna genetika dat’ rozumnt odpoved’, akceptovatel'nt v pripadnom pravnom spore.

Uz intuitivne je zrejmé, ze na rozliSenie, ¢i vzorka pochéadza z tej ¢i onej populacie (ak na
toto rozliSenie maji byt pouzité genetické ndstroje), je nutné, aby sa populacie svojou
genetickou Struktirou odliSovali. Mechanizmov, ktoré utvaraju genetickt Struktaru, je
viacero: niektoré z nich prispievaju ku genetickej divergencii, teda zvdcSovaniu rozdielov
(prirodny vyber, ndhodné zmeny, vznik novych mutécii), iné naopak rozdiely zotieraju
(migracia, tok génov prostrednictvom prenosu pelu semien a pod.). Pojem ,,populacia“ sa
v genetickom vyskume Casto zvykol pouzivat’ len v operativnom zmysle, teda na oznacenie
vicsej ¢i mensej lokalnej skupiny jedincov na konkrétnej lokalite. Pre forenzné ticely je vSak
nutné populaciu biologicky aj geograficky vyclenit. Populadcia predstavuje reprodukénu
jednotku, stubor jedincov, medzi ktorymi dochadza ku genetickej vymene v procese repro-
dukcie, a ktora je prinajmenSom c¢iastocne izolovana od inych takychto stborov jedincov.
Akékol'vek postupy identifikacie prislusnosti k populacii vychadzaju z tychto predpokladov.
Zaroven je dolezity historicky kontext. Kazda populdcia nejako vznikla, vyvijala sa
a diferencovala sa od inych populécii rovnakého druhu. Vyvoj roznych stcasti genému bol
pritom rozdielne rychly, v zavislosti od rychlosti mutacii v danej Casti gendému, miery
rekombinacie, vektorov prenosu génov medzi populdciami a d’alsich faktorov. Cim vicsia je
mierka, v ktorej identifikdciu povodu uskutociujeme, tym vyhodnejSie je pouzit
konzervativne, malo mutujtce sekvencie, a zarovein tym spolahlivejSie je mozné povod urcit’.
Povod vzorky z konkrétnej Casti kontinentu sa Casto d4 urcit’ jednoznacne alebo s vysokou
pravdepodobnost'ou. Naopak, urcenie povodu z konkrétnej lokality je spravidla problema-
tické (s vynimkou endemickych druhov alebo druhv s extrémne fragmentovanym arealom),
vyzaduje naopak vysoko polymorfné markéry, a spravidla aj vylucenie podvodu je mozné len
s relativne nizkou pravdepodobnostou.

V kontexte Eurdpy ¢i Severnej Ameriky je dolezitym faktorom urcujucim genetickd Struk-
taru populacii postglacidlna migracia. V pleistocéne (starSie Stvrtohory) bola znacna Cast’
oboch kontinentov pokrytd kontinentdlnym I'adovcom; v pripade Slovenska koncil tesne za
nasou severnou hranicou, takze aj klima nasSho uzemia pripominala skor sever Sibiri nez
dnes$ny stav. VicSina rastlinnych druhov sa stiahla na stanovistia, na ktorych dokazala prezit
(glacidlne refgia), spravidla v juznej cCasti kontinentu (Balkan, Apeninsky a Ibersky
poloostrov). Zivoéisne druhy, ktoré na ich boli zavislé, ich nasledovali. Refugialne populacie
boli spravidla malé a vyrazne fragmentované, s minimalnou vzdjomnou vymenou génov.
V takychto podmienkach dochadzalo k rychlej diferenciacii medzi refigiami resp. refugial-
nymi oblastami predovsetkym v désledku nahodnych zmien (genetického driftu), ked mnohé
alely z genofondu populécii vypadli. Aj ked sa nésledne v holocéne rastlinné a Zivocisne
druhy rozsirili do ich sucasnych aredlov, stopy tento diferenciicie sa na ich genofonde daju
rozoznat dodnes. V pripade rastlin sa to tyka predovsetkym génov resp. inych sekvencii
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DNA, ktoré sa dedia len po matke. Takéto sekvencie sa mézu S§irit’ len prostrednictvom
semien alebo vegetativnou cestou; oba spdsoby Sirenia su podstatne menej efetivne a funguji
v podstatne mensej priestorovej mierke nez Sirenie pelom. Jedna sa o mitochondrialne
a chloroplastové sekvencie vacSiny rastlinnych druhov (aj ked’ existuji vyznamné vynimky —
napr. v ¢eladi Pinaceae, ku ktorej patria vSetky naSe vyznamné ihli¢nany, sa chloroplastova
DNA dedi po otcovi ateda Siri pelom). U zivocichov, kde tok génov primarne prebieha
prostrednictvom migracie dospelych jedincov a ich nasledného zapojenia do reprodukcie, nie
je pohlavie migrujuceho jedinca doélezité (pokial u daného druhu nie je vyznamny rozdiel
v migracnej schopnost medzi pohlaviami). Na hraniciach migraénych pradov vznikaju
hybridné zony, v ktorych sa vyskyty Specifickych alel prekryvaju. Ich Sirka byva rozdielna
a zavisi od vzdialenosti Sirenia semien (rastliny) ¢i mirga¢neych vzdialenosti (zivocichy).

Opét tu plati, Ze rozdiely medzi populaciami pochddzajucimi z rozdielnych refugii st
najvyraznejSie v uniparentdlne (t.j. len po jednom z rodi¢ov) dedenych sekvenciach, teda
mitochondridlnych (materndlna dedi¢nost’) resp. sekvenciach chromozému Y (paterndlna
dedi¢nost’). Vyhodou uniparentdlne dedenych sekvencii je chybajtiica rekombinécia (ked’ze sa
dedia len po jednom z rodicov, nemaju sa s ¢im rekombinovat). Je teda mozn¢ identifikovat’
prislusnost’ k populécii na zaklade stalej kombinacie alel (haplotypu).

Biparentalne dedené jadrové gény st medzi migraénymi prudmi premieSané v podstatne
vacSom rozsahu. Naviac, vd’aka crossing-overu sa alely jadrvych génov rekombinuju. Pokial
sa jedna o kodujtce sekvencie (gény sensu stricto), ich zastupenie v populaciach moze byt
potencialne modifikované aj prirodnym vyberom spojenym s adaptaciou na lokalne pod-
mienky prostredia. Variabilita takychto sekvencii sa spravidla prejavuje aj v podstatne mense;j
mierke, su teda vyuziteIné pre identifikaciu povodu z lokalnych populacii.

Pre identifikaciu geografick¢ho pdvodu vo velkej mierke je v principe mozné vyuzit
spektrum markérov, vyuzivanych v identifikacii druhovej prislusnosti. U zivo¢ichov a hub
ide primarne o sevenovanie mitochondridlnych génov (coxI, cytb, 12S, 16S, 18S, 28S
rRNA). Tieto gény vSak casto vykazuju prili§ malt vnatrodruhovi variabilitu, v posledne;j
dobe je preferovany skor hypervariabilny region D-slucky mtDNA (D-loop), ¢o je oblast’
DNA, v ktorej st komplementarne retazce separované na urcitom Useku tretim retazcom,
ktory je ¢iastocne komplementarny s jednym z pévodnych — celd Struktura tvarom pripomina
pismeno D. U rastlin sa vyuzivaju skor chloroplastové sekvencie (ITS1, ITS2, rbcL, matK,
psbA).

Sekvenovanie je ovSem pre prevadzkové ucely relativne narocny a drahy postup. V mno-
hych pripadoch mézu rovnaka sluzbu poskytnit jednoduchSie a lacnejSie markéry.
V minulosti bola najmé u rastlin Siroko vyuzivana PCR-RFLP analyza organeldrnej DNA (u
rastlin predovsSetkym chloroplastovej): pomocou PCR je amplifikovany tsek (alebo vviacero
usekov) cpDNA a nasledne su ziskané fragmenty Stiepené restrikénou endonukledzou. Kom-
binacia restrikénych miest cez viacero markérov poskytuje haplotypy charakteristické pre
rozne genetické linie. V niektorych pripadoch si vystaim len so samotnou PCR: u jedle
bielej sa geneticka linia pochadzajuca zrefugii na Apeninskom poloostrove odliSuje od
balkanskej dlhym intronom (80 bp) v mitochondridlnom géne pre NADH-dehydrogendzu
(nad5-4). Prislusny fragment staci amplifikovat’ PCR a nésledne sa obe varianty daju odlisit
aj po separdcii na agar6zovom géle; cena analyzy tu predstavuje niekol’ko centov na vzorku.
Hranica medzi genetickymi liniami prebieha Vychodnymi Karpatmi v blizkosti ukrajinske;j
dedinu Jasifia, a je vel'mi ostra. Identifikicia je ale mozna len v hrubom meritku: vysadbu
materidlu jedle z Rumunska (ktord je v rozpore so slovenskou legislativou) by bolo mozné
touto cestou jednoducho zistit’, vysadbu ¢eskych ¢i francuzskych jedli (rovnako ilegalnu) uz
nie.

Historicka fragmentécia zanechava stopy aj v jadrovom (biparentadlne dedenom) genéome.
V pripade rastlin sa vSak jadrové gény Siria aj prostrednictvom samcich gamét, teda pelu,
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u ktorého je nezavisle na vektore Sirenia (vietor, hmyz, voda) priestorovy dosah podstatne
Vacsi v porovnani so semenami. U jadrovych markérov preto spravidla nie st viditelné
ziadne ostré hranice medzi oblast'ami s rozdielou Struktirou genofondu, prechody medzi nmi
(hybridné zony) su siroké a kontinualne. Pre identifikdciu genetickej Struktury je v tomto
pripade nutné vyuzivat’ pokrocilejSie matematicko-Statistické postupy.

Pri uréovani povodu v lokdlnom meritku, teda z konkrétnej populécie ¢i malej geogra-
fickej oblasti, je rozhodujucim faktorom charakter aredlu. V pripade druhov s vyrazne
fragmentovanym aredlom, kde kazdy fragment predstavuje samostatni populaciu izolovanu
od zvysku druhu (stenoendemity, lokélne rasy), je spravidla mozné pouzit’ rovnaké nastroje
ako v celoaredlovej mierke, teda spravidla materndlne dedené markéry. U druhov s konti-
nualnym arealom je tento pristup aj v pripade malej populacnej hustoty problematicky.
Definovat’ hranice populdcii je v tomto pripade tazké, medzi jednotlivymi vyskytmi moze
prebiehat’ intenzivny tok génov. UrcCenie povodu je v tychto pripadoch spravidla nejedno-
zna¢né anie vzdy poskytuji genetické nastroje dokaznu silu vyzadovanu z pravneho
hl'adiska.

Na rozdiel od fingerprintingu ¢i ur€ovania pribuznosti mozno pri ur¢ovani geografického
povodu pouzit len markéry, o ktorych nieCo vieme, ktoré boli v minulosti pouzité pri
skiimani variability v rdmci celého arealu druhu alebo jeho podstatnej casti (spravidla ide o
vedecky vyskum), aktoré st v dostatocnej miere reprodukovatelné. Z toho vyplyva, ze
pouzitel'nost’ anonymnych markérov typu AFLP pre tieto ucely je vyrazne obmedzena; na to,
aby sme genotyp alebo haplotyp jedinca vedeli zaradit’ do kontextu doterajSich poznatkov
a geografickom rozdeleni genetickej variability, musime si byt isti, ze ho porovnivame
s identickym lokusom resp. lokusmi. Z dostupnych technickych ndéstrojov su preto
v sucasnosti Standardom okrem organelarnej DNA aj jadrové mikrosatelity.

Statistické a bioinformatické hodnotenie
Pre vyber Statistického postupu pre geografické priradenie vzorky su dolezité dve otazky:

e je cielom potvrdenie resp. vylucenie podvodu z konkrétneho zndmeho zdroja alebo

odhad, z ktorej oblasti (SirSie ¢i uzsie definovanej) vzorka pochédza?

e jedna sa o konkrétneho jedinca alebo popula¢nii vzorku (subor jedincov nahodne

vybranych z populacie)?

V pripade porovnania vzorky s deklarovanym zdrojom je mozné len vylucenie, ale nie
potvrdenie povodu. V istom zmysle najjednoduchsia je situacia pri pouziti vysoko diferenco-
vanych organelarnych markérov, uktorych st hranice medzi rozsSirenim jednotlivych
genetickych linii spravidla ostré. Vo vzorke (aj v pripade, ak ide o populacnu vzorku, teda
viacero jedincov) sa tu spravidla vyskytuje jediny haplotyp, ktory mozno porovnat
s haplotypom potencialneho zdroja. Opidt plati: ak sa nezhoduje, je povod zo zdroja
vyliceny, ak sa zhoduje, neznamena to eSte, ze pdvod zo zdroja je potvrdeny. Kompliko-
vanejSia situacia nastava len vtedy, ak spada poloha deklarovaného zdroja zhodou okolnosti
do hybridnej zény. V tomto pripade je potencidlna zdrojovd populacia zmeskou dvoch
(pripadne viacerych) haplotypov. Pravdepodobnost’ vylucenia povodu konkrétneho jedinca
z takéhoto zdroja je rovnd doplnku k frekvencii jeho haplotypu (1 — p;) v zdrojovej populacii,
ktora sa spravidla pohybuje v jednotkach alebo desiatkach percent, ¢o spravidla nie je pouZi-
telné ako dokaz v prdvnom spore (mald sila dokazu). V pripade populacnej vzorky je
moznost’ zozbierat’ reprezentativny vyber materidlu z deklarovaného zdroja a nasledne porov-
nat’ alelické frekvencie vzorky a zdroja Statistickym testom (Box V). Tato moznost’ nezavisi
na druhu pouzit¢tho markéra, prichddza do uvahy ako pri organelarnych, tak aj pri
kodominantnych jadrovych markéroch. Pre testovanie rozdielov frekvencii sa pouziva y>-test;
testovania charakteristika s (k — 1)x(2 — 1) stupfiami volnosti (k — pocet riadkov kontin-
genénej tabul’ky = pocet alel, pocet stipcov je 2 = pocet porovnavanych vzoriek) sa pogita
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ako ? = X 33 P

n’i]'
kde nj; je skutocny a n’;; o€akavany poc€et exemplarov i. alely v j. vzorke. Ocakavany pocet sa
vypocita ako n’y = n;xn;/n_, kde n;. je suma i. riadku (n; = X;n;;), n; je suma j. stlpca
kontingencnej tabul’ky a n. je celkova suma.

Priklad: Pri zalestiovani na lokalite Certovica v NP Nizke Tatry bol pouzity reprodukény material

s deklarovanym pévodom z uznaného porastu all 1l6LM-015 9severoslovenska semenarska oblast’, 6. Lv.s.
Pre overenie povodu bolo testovanych 50 vysadenych jedincov a 60 jedincov z uznaného porastu (UP)
pouzitim mitochondridlneho markéra nad5-4 a nSSR lokusu SF333. Zistené frekvencie alel st uvedené

v tabul’ke. Je dovod domnievat sa, Ze vysadba pochadza z iného zdroja?

lokus alela vysadba UP
(bp)

nad5-4 150 0 0
230 1,00 1,00

SF333 168 0,24 0,15
170 0,01 0,05
172 0,59 0,50
174 0,00 0,05
176 0,01 0,05
178 0,15 0,20

V mitochondrialnom lokuse nad5-4 sa v stredoeurdpskych populaciach vyskytuje vyluce alela 230
bp, ¢o potvrdzuje aj vysledok z UP. Vo vysadbe sa tiez u vSetkych jedincov vyskytla alela 230 bp.
Na zaklade tejto skutonosti mozno vylacit, Ze material pochadza z Balkanu, ale eSte to
nedokazuje, ze pochadza z konkrétneho UP; aj keby pochadzal z Pyreneji ¢i Sicilie, vykazoval by
tento haplotyp.

Frevencie alel nad5-4 v areali jedle bielej: zIta 150 bp, Cervena 230 bp. Liepelt et al. (2009)
upravené

Alelické frekvencie v mikrosatelitnom lokuse SF333 st na prvy pohl'ad odlisné, ale otazkou je, ¢i
je tato odlisnost’ vysledkom nahodného vyberu vzoriek jedincov alebo je dosledkom rozdielu v
genetickej Struktire medzi vysadbou a UP. Pravdepodobnost’ existencie rozdielu mozno otestovat’
y*-testom. Vo vzorkiach je zastipenych 50 resp. 60 diploidnych jedincov, ¢o predstavuje
2x50=100 resp. 2x60=120 kopii nSSR fragmentu. Pocet alel je dany sucinom frekvencie

76



a celkového poctu, napr. poCet examplarov alely 168 vo vysadbe je 0,24x100=24 ks. Ocakavany
pocet examplarov sa vypocita ako n’; = n; xn/n_, napr. u alely 168 vo vysadbe (v pripade rovnosti
vysadby a UP; skuto¢ny pocet je pod¢iarknuty) je 42x100/220 = 19,09; rovnako mozno vypocitat’
ostatné o¢akavané pocCty.

alela skuto¢né pocty > ocakavané poCty
(bp) vysadba | UP vysadba UP
168 24 18 42 19,09 2291
170 1 6 7 3,18 3,82
172 59 60 119 54,09 64,91
174 0 6 6 2,73 3,27
176 1 6 7 3,18 3,82
178 15 24 39 17,73 21,27
) 100 120 220
Testovacia charakteristikaje x* = X;X; (nij;:;”)z = (24;;'39)2 (1_;188)2 % -

14,386

¢o pre (6-1)x(2—1) = 5 stupniov volnosti dava ¢=0,0133. S pravdepodobnostou 98,67% je teda
mozné tvrdit, ze geneticka Struktira vysadby sa odliSuje od udavaného zdroja, teda deklarovany
udaj o povode nie je pravdivy. Vo vyskume je takato pravdepodobnost’ akceptovana; Ci by stacila
aj sudu, je otazne.

Inym typom problému je, ak je zdrojova populdcia neznama, a cielom je odhadnut,
z ktorej Casti aredlu vzorka (jedinec alebo populac¢na vzorka) pochadza. V tomto pripade je
priradenie zavislé na dostupnosti referen¢ného datasetu, teda tidajov o tom, ako je geneticka
variabilita v zvolenych markérovych lokusoch organizovana v ramci aredlu. Akékol'vek DNA
data su uzito¢né len vtedy, ak ich je s ¢im porovnat’, a pri urCovani geografického pévodu to
plati dvojnasobne. Na rozdiel od humannej kriminalistiky, kde v mnohych S$tatoch existuju
DNA databazy budované pre forenzné tucely, pri divozijucich organizmoch je zaistenie
referenéného materidlu najdolezitej$im praktickym problémom. Forenzné analyzy sa v praxi
primarne tykaji chranenych druhov, teda organizmov, ktoré¢ su viacSinou zriedkavé a zber ich
vzoriek je obtiazny. Forenznd prax je odkdzand na udaje, ziskavané pre iné (spravidla
vyskumné) ucely, ktorych kvalita a reprezentativnost’ nie je vzdy zaruend. Samozrejme plati,
ze ¢im vyssia je hustota zberu dat a ¢im vécsie su populacné vzroky v referencnom datasete,
tym spol'ahlivejSie je geografické priradenie. Pre relativne spolahlivy odhad alelickych
frekvencii v populécii sa vyzaduje zber cca 30—50 jedincov na populaciu (aj v zavislosti na
type markéra), o pri vyskumnych pracach nie je vzdy dodrzané.

Napriek tymto skuto¢nostiam zostavaji publikované data vo vécSine pripadov jedinym
pouziteI'nym referenénym zdrojom pre geografické priradenie. Organizovat’ reprezentativny
zber materidlu pre Ucely jednej forenznej analyzy by bolo finan¢ne a logisticky prili§
naro¢nym podujatim. Istd alternativu poskytuju zbierky materidlu (muzealne zbierky, génove
banky, herbare a pod.), ale aj v tomto pripade by bolo potrebné zorganizovat’ a najmé zaplatit’
analyzy materidlu, co méze byt povazované za neefektivne. Publikované udaje su pravidla
verejne pristupné; vacsina vedeckych ¢asopisov dnes podmieniuje zverejnenie vedeckej prace
spristupnenim surovych udajov (genotypy skimanych jedincov, alelické frekvencie a pod,
vratane geografickych udajov) vo verejnych databazach (repozitéridch) a povolenim ich
vyuzitia nielen pre vedecké, ale aj iné ucely, vratane forenznych. NajznamejSie repozitoria su
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DRYAD (datadryad.org), GBIF (Global Biodiversity Information Facility; https:/www.
gbif.org), Zenodo (https://zenodo.org/) a d’alSie.

V pripade urcenia zdrojovej populacie pre jedinca prichddza do uvahy viacero postupov
(Cornuet et al. 1999). Jednym je frekvencna metdda, ktord prirad’'uje jedinca do populacie,
v ktorej je vyskyt jeho genotypu najpravdepodobnejsi. Ak frekvenciu k. alely j. lokusu v i.
referencénej populacii oznacime ako pjik, pravdepodobnost” vyskytu konkrétneho genotypu
vychéadza zo zakonitosti populacnej genetiky: pravdepodobnost’ vyskytu homozygota Ax4x je
pl-zjk, pravdepodobnost’ vyskytu heterozygota Ard: je 2p;jkp;ji- Pokial pouZijeme viacero
Statisticky nezavislych lokusov (t.j. v principe lokusov vo védzbovej rovnovahe), pravdepo-
dobnost” vyskytu multilokusového genotypu je v zmysle Boxu I suc¢inom pravdepodobnosti
z jednotlivé lokusy. Jedinec je priradeny referencnej populdcii, pre ktort ma vyskyt jeho
genotypu najvysSiu pravdepodobnost’. Problémom tohoto pristupu je odhad alelickych
frekvencii v referenénych populaciach. Zriedkavé alely nemusia byt referencnou vzorkou
zachytené, ale mozu sa vyskytnut’ v genotype klasifikovaného jedinca. V tomto pripade je ich
frekvencia v referenc¢nej populacii nulova, ¢o automaticky vedie k diskvalifikacii tejto
populacie, aj ked’ je v skuto¢nosti zdrojovou (ak p; =0 pre ktorykol'vek lokus, tak aj sucin
pravdepodobnosti cez vSetky lokusy je automaticky rovny nule). Riesenim je bud’ pridat
klasifikovaného jedinca postupne ku kazdej referencnej populécii (¢im sa eliminuje nulova
frekvencia ktorejkol'vek alely v genotype jedinca), alebo nahradenim nulovych frekvencii
malou konstantnou hodnotou, pripadne prevratenou hodnotou rozsahu vyberu v referenc¢nej
populécii.

Druhou moznostou je Bayesovsky pristup (Rannala a Mountain 1997), ktory ovSem
vyzaduje surové data (genotypy jedincov) referenénych populécii. Pravdepodobnost’ vyskytu
homozygota AxA4x v j. lokuse v i. populdcii je

1 1
(niji + K + D) (e + fj)
Ernijk + 2) ke + 1

P(AgAgli) =

pravdepodobnost’ vyskytu heterozygota 4x4; v j. lokuse v i. populacii je
1 1
2(nyj + fj) (niji + fj)
Crnije + 2)Crnije + 1)

P(AkAin) =

kde njx je pocet kopii k. alely a K je celkovy pocet alel v j. lokuse vo vSetkych populaciach
spolu. Jedinec je opét priradeny populécii, v ktorej sa jeho genotyp vyskytne s najvysSou
pravdepodobnostou.

V pripade populacnych vzoriek je mozné pouzit' pristupy zaloZzené na genetickych
vzdialenostiach alebo na simula¢nych modeloch. V prvom pripade postup spociva vo vyuziti
niektorého z vel’kého poctu koeficientov genetickej podobnosti resp. nepodobnosti populacii
(genetickych  vzdialenosti), kvantifikujacich mieru genetickej diferenciacie medzi
populdciami. Zrejme najbeznejSou je geneticka vzdialenost’ podl'a Neia (1972):

Jij . . .
D =—In \/%]j, kde J; = Y Pizk, Ji= Xk P]zk ajy; = Xk PikPjk» pricom pi je frekvencia k.

alely v i. populacii. Opét plati, ze sa vypocitaju genetické vzdialenosti medzi klasifikovanou
vzorkou a kazdou z referen¢nych populacii a vzorka je priradena k tej referencnej populacii,
s ktorou vykazuje najmensiu geneticku vzdialenost’. V principe tento pristup mozno pouzit’ aj
pre identifikdciu pdvodu jedinca, kde alelické frekvencia pix mdze nadobudnut’ len hodnoty 0
(absentuje), 0,5 (heterozygot) alebo 1 (homozygot v danej alele).
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Box V Testovanie Statistickych hypotéz

Ako bolo konstatované v Boxe 11, zaujimaju nas vzdy vlastnosti zakladného suboru, ktory ale
spravidla nemame k dispozicii, a preto sme odkazani na vyberovil vzorku z neho. Dva
vybery hoci aj z toho istého siboru sa budu navzajom liSit: ak povedzme z lesného porastu
vyberieme nahodne 10 stromov, zmeriame ich vysSky a vypcitame z nich priemer, je
extrémne malo pravdepodobné, Zze presne rovnaku priemernd vysku dosiahne inych 10
stromov nahodne vybranych z rovnakého porastu. Pokial teda porovnavame dva navzajom
sa liSiace vyberové stuibory, v skuto¢nosti nas zaujima, ¢i sa odliSuju aj parametre zakladnych
suborov, z ktorych boli vybrané. Analogickym problémom je aj porovnanie parametra
zakladného suboru oproti nejakej ocakavanej konStante ¢i porovnavanie parametrov viac
nez dvoch zakladnych stiborov. Na zaklade toho, o aky parameter ide, aké vel'ké st vyberové
vzorky, a nakol’ko sa liSia, sa da stanovit pravdepodobnost, Ze sa liSia aj zakladné subory -
stanovenie tejto pravdepodobnosti je principom testovania Statistickych hypotéz.

Postup testovania je nasledovny:

e Stanovenie dvoch nazvajom sa vylucujucich hypotéz o testovanych parametroch.
Ako nulova hypotéza (Ho) sa vzdy berie ta, ktori netreba dokazovat a plati
implicitne, t.j. hypotéza, Ze dva parametre ZS sa navzajom neliSia resp. Ze parameter
ZS sa nelisi od ocCakavanej konstantnej hodnoty. To, Co treba dokazat, je opak,
alternativna hypotéza (Ha), teda hypotéza, Ze rozdiel existuje.

e Stanovenie pravdepodobnostného rozdelenia testovaného parametra (vid' Box III).
Napr. priemery maji normalne rozdelenie, variance maju y2-rozdelenie atd'.

e Vyber avypocet testovacej charakteristiky, ktora ma zname pravdepodobnostné
rozdelenie (ktoré nemusi byt zhodné stestovanym parametrom: pre testovanie
rozdielu dvoch variancii s x2-rozdelenim sa pouziva F-test, kde testovacia
charakteristika ma Fisher-Snedecorovo rozdelenie). Testovacia charakteristika je
Cislo, ktoré sa vypocita na zaklade charakteristiky vyberovej vzorky (vzoriek) a ma
vztah Kk testovanym parametrom zakladého suboru.

e Porovnanie vypocitanej testovacej charakteristiky sjej pravdepodobnostnym
rozdelenim. Na zdklade tohoto porovnania sa stanovi pravdepodobnost, Ze vyberovy
subor poskytne tito hodnotu testovacej charakteristiky za predpokladu platnosti Ho.
Pravdepodobnost platnosti Ha je doplnok: P(Ho) = 1 — P(Ha).

e Rozhodnutie ovysledku: ak je asociovana pravdepodobnost pre platnost Ha
dostatocne vel'ka, prijatie Ha, inak zostava v platnosti implicitne prijimana Ho. Vo
vyskume sa ako konvencna hranica pre prijatie Ha berie pravdepodobnost 95%.

Je zrejmé, Ze pri tomto postupe sa méZeme dopustit dvoch chyb. Chyba 1. typu (type I error)
znamena, Ze zamietneme nulovi hypotézu, hoci je spravna. Jej pravdepodobnost sa
oznaCuje @, anazyva sa vyznamnost testu. Napriklad porovnavame priemerny tlak krvi
Slovakov a Mad'arov, pricom v celej populacii kazdého Statu sa priemery nelisia, ale my
robime porovnanie na zaklade dvoch vyberovych vzoriek s rozsahom 1000 jedincov, pri¢om
nahodnou zhodou okolnosti na Slovensku vyberieme jedincov s normalnym tlakom, zatial
¢o v Madarsku samych hypertonikov. Vtomto pripade, ak na zaklade testovacej
charakteristiky do6jdeme kzaveru, Ze Slovaci maju v priemere nizsi tlak ako Madari,
dopustame sa chyby I. typu. Chyba II. typu (type Il error) znamen3, Ze nulovi hypotézu
prijmeme, hoci je nespravna, jej pravdepodobnost sa oznacuje f, a nazyva sa sila testu. Aby
sme pouzili rovnaky priklad, ak maju Slovaci skuto¢ne nizsi krvny tlak ako Mad'ari, ale my
zhodou okolnosti vyberieme dve rovnaké vyberové vzorky, potom prijmeme na zaklade
nasho vyberu nespravny zaver, Ze obe populacie st rovnaké, a doptustame sa chyby IL typu.

Vzhladom na to, Ze chyba L. typu je z praktického hl'adiska zavaznejsia, Statistické testy
stanovuju prave pravdepodobnost chyby L. typu («a).
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Priklad: Pri zalestiovani na lokalite Certovica v NP Nizke Tatry bol pouzity reprodukény material jedle
bielej neznameho p6vodu. Pre overenie pévodu bolo genotypovanych 50 vysadenych jedincov pouzitim
nSSR lokusu SF333 a porovnanych s 10 uznanymi porastmi (0 — klasifikovana populacia/vysadba, 1-10 —
referencné populacie/potencialne zdrojové uznané porasty). Zistené frekvencie alel st uvedené v tabul’ke.
Z ktorého zdroja vysadba pochadza?

Lokus/alela |Populacia

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

SF333 168| 0,24 035 045 021 030 024 021 0,6 0,15 041 0,25
170 0,01 0,00 0,10 0,02 0,05 0,01 0,05 0,09 0,11 0,00 0,06
1721 0,59 0,40 020 0,54 045 0,68 050 050 045 036 042
174 0,00 0,00 0,20 0,01 0,09 0,00 0,10 0,02 0,06 0,11 0,06
176 0,01 025 0,05 0,00 0,00 0,00 003 006 0,11 0,11 0,06
178 0,15 0,00 0,00 022 0,1 0,07 0,11 0,07 0,2 0,01 0,5

Ji 0,428 0,345 0,295 0,385 0,315 0,525 0,320 0,317 0,267 0,322 0,272
Jij 0,323 0,228 0,402 0,355 0,469 0,363 0,360 0,322 0,313 0,332
D 0,1757 0,4464 0,0092 0,0359 0,0103 0,0200 0,0216 0,0504 0,1698 0,0297

Vypocet genetickej vzdialenosti medzi vysadbou a potencialnymi zdrojmi je ilustrovany na
priklade 1. uznaného porastu:

Jo = Z p2, = 0,242 +0,01% + .-+ 0,15% = 0,428
k

Ji= Z p%, = 0,352 + 0,002 + -+ + 0,00% = 0,345
k

Jor = z PoiPik = 0,24 X 0,35 + 0,01 X 0,00 + -+ + 0,15 X 0,00 = 0,323
k

Jij 0,323
D=—-ln= = —]n—2" =
1/]L']j 1/0,428%0,345

Analogickym spdsobom mozno spocitat’ genetické vzdialenosti k ostatnym referenénym UP.

v

—In (0,8389) = 0,1757

¢nych populacii najpravdepodobnej$im zdrojom.

Bayesovsky modelovy pristup (procedira Structure; Pritchard et al. 2000) je zaloZeny na
priradeni multilokusovych genotypov do vopred definovaného poctu K geneticky
homogénnych skupin tak, aby to optimélne zodpovedalo odchylkam od panmixie a vdzbovej
rovnovahy v rdmci skupin. Postup vyuziva ndhodna simulaciu zalozeni na markovovskych
retazcoch (Monte Carlo Markov chain; MCMC) a je zalozeny na Bayesovskom pristupe pre
stanovenie posteriérnej pravdepodobnosti priradenia jedinca do kazdej zo skupin. Simulacia
prebehne pre postupne rastici pocet skupin (spravidla 1-10, malokedy méa zmysel testovat’
vys$i pocet skupin), a nésledne je mozné urcit’ optimalny pocet skupin na zaklade priebehu
priemernej posteriérnej pravdepodobnosti dat za podmienky prislusného poctu skupin P(X|K)
a priemerné¢ho prirastku P(X|K) vazené¢ho jej varianciou AK. Tento pristup opiat’ mozno
pouzit’ ako pre jedinca, tak aj pre populacnu vzorku.

Aj v pripade sady referencnych populacii je mozné pouzit’ aj pristup zaloZzeny na testovani
hypotézy o zhode rozdelenia alelickych frekvencii (y’-test). Samotnd testovacia
charakteristika y* okrem toho, Ze ju moZno vyuzit pre stanovenie Statistickej vyznamnosti
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pripadeného rozdielu, je aj mierou zhody (goodness of fit); inymi slovami, ¢im je testovacia
charakteristika menSia, tym lepSie sa zhoduje rozdelenie alelickych frekvencii medzi
popula¢nou vzorkou a referencnou populéciou.

Pravdepodobnosti priradenia sa vSak spravidla bud’ nedaju stanovit’ (genetické vzdiale-
nosti), alebo sa pohybujii radovo pod 95%, takze ich pouZitel'nost’ ako sidneho dokazu je
otazna. Su uzito¢né skor ako ndstroj na stanovenie inicidlnej hypotézy, ktori je nasledne
nutné podopriet’ dokazmi, zaloZenymi na inych nez genetickych pristupoch.
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