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Abstrakt

Ptistupy krajinné genetiky umoznuji zkoumat vliv krajiny na mikroevoluci populaci.
Krajina muaze ovlivilovat genovy tok i u velkych Selem s dobrymi disperznimi schopnosti.
Pochopeni vlivu krajiny na genovy tok mezi populacemi je zdsadni pro ochranu druhd,
obzvlast jedna-li se o druhy s nizkou populacni hustotou. Cilem prace bylo popsat genetickou
strukturu populaci vlka obecného (Canis lupus) a levharta snézného (Panthera uncia) ve
vybranych Gzemich a zjistit, jaky vliv maji na pozorovanou strukturu vlastnosti krajiny.

Byly analyzovany neinvazivni genetické vzorky levharti snéznych z Nepalu
a neinvazivni i invazivni vzorky vlk obecnych ze stiedni Evropy. Populaéni struktura byla
uréena a posteriori pomoci Bayesianskych pfistupti, které integruji geneticka a geograficka
data, a srovnana s modely konektivity krajiny.

Popula¢ni struktura levharta snézné¢ho je nejvice ovlivnéna piitomnosti lidi
a frekventovanych cest, které pro né predstavuji disperzni bariéru. Habitat vhodny pro tento
druh je vyrazné¢ omezen nadmoiskou vyskou, pfesto jsou béhem disperze schopni piekonat
1 oblasti s vy$s§i nadmotskou vyskou, nez jaka je pro n€ optimalni.

Byla nalezena vyraznd geneticka odliSnost mezi vlky ze stfedoevropské niZzinné
a z karpatské populace, pfestoZze mezi nimi neni pfima bariéra genového toku. Tuto roli hraje
rozhrani dvou typi prostfedi (nizina vs. horské prostiedi), obé populace Ize proto
interpretovat  jako ekotypy, pfi¢emz proximatnim mechanismem jejich separace
je pravdépodobné limitace disperze habitatem narozeni. Nizinnd populace vSak castené

proniké do Karpat.

kli¢ova slova: ochranarska genetika, krajinna genetika, konektivita, disperze, levhart snézny,

vlk obecny



Abstract

Landscape genetic approaches allow to study effects of landscape to population
microevolution. Landscape can influence gene flow even in large carnivores with good
dispersal ability. Understanding the influence of landscape to the gene flow between
populations is crucial for species conservation, especially in the species with low population
densities. Aim of the study was to describe genetic structure of the grey wolf (Canis lupus)
and snow leopard (Panthera uncia) in selected areas and to determine the influence of the
landscape features on observed structure.

Non-invasive genetic samples of snow leopard from Nepal were analysed, as well as
invasive and non-invasive samples of grey wolf from Central Europe. Population structure
was determined a posteriori using Bayesian clustering approaches that integrate genetic and
geographical data, and compared to landscape connectivity models.

Population structure of snow leopard is mostly influenced by human presence
and presence of frequented roads, which represent a substantial dispersal barrier. Habitat
suitable for this species is greatly restricted by altitude, however, during dispersal they are
able to overcome areas with higher elevation than what is optimal for them.

Pronounced genetic difference was found between central European and Carpathian
population despite a lack of direct barrier to gene flow. The barrier role is connected with
transition zone of two habitat types (lowland vs. mountain), therefore both populations could
be considered as ecotypes separated by proximate mechanisms of natal habitat dispersal.

However, lowland population partly spreads to the Carpathians.

keywords: conservation genetics, landscape genetics, connectivity, dispersal, snow leopard,

grey wolf



Obsah

L UVOM ettt 8
1.1 Ochrandiska enetiKa ..........ceevuiiiiiiiiiiiie ettt et 8
1.2 Krajinna @enetiKa.......cceeviiiiiieiiieiiecie ettt ettt et st enb e nsaeenneas 10

1.2.1 KONEKtiVIta KIAJINY ....cccveeriieiiieriieeieesieeieeeiie ettt site s eseaesseesaeeenseessneenseesaneans 11
1.2.2 Izolace rezistenci a teorie ODVOAT .......ccueeiiruieriiriirieieeieeee e 13
1.3 Bayesianskeé METOAY .....cccvieiiieeiieiieiieeiieeie ettt ettt et ve et esbeessaesebeesaessseensneennees 14
1.4 Specifika ochranarské genetiky velkych Selem ..........cccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiciicieeeee e 16
1.5 Studovane druhy .........coceoeieiiiiiie e e 17
1.5.1 LeVhart SIEZNY .....ceeiuiieiieiie ettt ettt sttt ettt et e st eenbe e nteenseesaneens 17
1.5.2 VIK ODECIY ..ottt st ettt ettt e s bt e et eesateebeesaneens 19
1.6 CHIC PIACE ...ueieciiieeeiieeeeiee et eitee ettt e ettt e et e e et e e et e e e s abeeesasaeessaeesseeensseeansaeeesseeensseeensseeas 21

B\, (<1107 | OSSR PSRRRTR 22
2.1 SBET VZOTKUL.....eeieieii ettt ettt ettt e et e e enneas 22
2.2 Extrakce DNA a amplifikace genetickych markerli...........cccoeceiniiiiniininiinninincne 22
2.3 Zpracovani mikrosatelitovych chromatogramil..............cocceeviieniiiiiinieiiieeeeee e 24
2.4 Populacng geneticke analyzZy .........ccoceeruiiiiiiniiiiieieeicee e 25
2.5 Analyzy Krajinné genetiKy .......cc.oeiiiiiiiiiiiiiieie et 26
2.6 ANAlYZy KONEKLIVILY .ooeeiiiiiiiiiiieie ettt 28
2.7 Analyza IBD @ IBR......coouiiiiiieieeee et 31

YA ] (576 | PP PSUPSRRPR 33
3.1 Levhart snézny - mikrosatelitova data............cceeeviieeiiiieiiiicieece e 33

3.1.1 Identifikace VZOTKT ....cc.eoiiiiiiiiie e 33
3.1.2 Zpracovani mikrosatelitovych chromatogramul .............cccoeevuveerciieencieeniie e 33
3.1.3 Populacné genetick€ analyzy ..........cccueeecieeeiiieeiiieeieeeie e 33
3.1.4 Analyzy Krajinneé enetiKy .......ccccveieiiiieiiieeiie ettt eree e e e 36
RIS BRIV 1 F:1 ) A T 0] 115 3 A1 40
3.1.6 Analyza IBD @ IBR ......ccciiiiiieieceeeeeeee e 42
3.2 Vlk obecny — mikrosatelitova a mitochondridlni data............cccceeeveeeiiieniieeeieceee 43
3.2.1 Identifikace VZOTKU ......couiriiiiiiiiiieceee e 43

3.2.2 Populacng genetické analyzZy .........cccccceevviiiiiieriieiieiieeie ettt 44



3.2.3 Analyzy Krajinné genetiKy .......cccoeeviiiiiiiiiieiieeiierie ettt 46

3.2.4 ANalyzZy KONCKLIVIEY ...ccuviiiiiiiieiiecii ettt s ese e e e 53
3.2.5 Analyza IBD @ IBR ..ottt et 58

A DISKUZE ..ottt et ettt b et st b et e nae et e 59
4.1 LeVRATt SIEZNY ....viiiiiieiiieeiieiie ettt et eette et sttesteesteeebeessaesseessaeenseenssesnseessseenseesssesnsees 59
4.1.1 NP Saarmathia.........cceeruiiiiieiieeiieie ettt et et e e seaesbeessaesebeessaeensees 59
4.1.2 Manang @ MUSTANG.........ooviuiiiiiieeriee ettt ettt e ettt etee e et e e s aae e sabeeesnbeeenaneeeanes 60
4.1.3 Genovy tok mezi oblasti Annapuren (Manang a Mustang) a Sagarmathou ............ 60

4.2 VIK ODECINY ....viiniieiiiieiie ettt ettt ettt e et et steesteeesbeessaeessaessseesseensaesnsaessseanseenssennsens 61
4.2.1 Geneticka struktura vlka v Zapadnich Karpatech...........cccoocvevviiiniiiiiiniiciieeee, 62
4.2.2 Nizinna populace a enklavy nizinnych vlki v Karpatech..........c.ccooooeeiininnnnn. 64
4.2.3 AIPSKA POPUIACE ......eiiirieeeiieeciie ettt ettt e e e ta e e s e e e s rae e s sbeeesaseeeenns 65
4.2.4 RUMUNSKE KATPALY . ....eiiitiiiiieiieeiieie ettt ettt sttt 66
4.2.5 VIK Z VYSOCIIY ..enviieiiiiiieeitesiie ettt ettt ette et tee st esaeesabeesstesnteesbeesnbeenseeenseas 66

S ZLAVET ettt ettt e h e bt e e bt e e e bt e e et e e et eenabeeenars 68
6 DOSTUPNOST AAL.....coueiiiiiiiiiiieeee ettt ettt ettt ettt e 69
7 SEZNAM [IEETALUIY .....cutiiiiiieiieiit ettt ettt e tte st e bt e e bt e st e et e e snbeenbeesseeenseas 70

8 SeZNAM PIILON....cuiiiiiiii et et ettt et et 85



1 Uvod

1.1 Ochranarska genetika

Podle mnohych autorii zazivime jednu z nejvétSich extinkénich udalosti v historii
planety (Dirzo & Raven 2003; Ceballos et al. 2010; Barnosky et al. 2011). Pokud soucasna
rychlost vymirani druhii nebude zpomalena, mlze tento trend vyustit ve vymirani srovnatelné
s masovym vymiranim na konci druhohor (Ceballos et al. 2015). Ochranou biodiverzity,
druhti, stanovist’ a ekosystémi se zabyva ochranaiska biologie (conservation biology), at’ uz
je ptivodcem jejich ohroZeni ¢lovek ¢i jiné faktory (Soulé 1985).

Pokrok v oblasti molekuldrnich metod usnadnil ziskdvani genetick¢ informace
anakonci 70. let umoznil vznik nové discipliny — ochranaiské genetiky (conservation
genetics) (Soulé & Mills 1992; Zachos & Hackldnder 2011). Zpocatku pfijimali ochranaisti
biologové genetické metody chladn¢, napiiklad kviili vys$S$i orientaci na statistiku
a matematiku a také z divodu zaméteni na ochranu genetické variability namisto ochrany
samotnych druht. K takovému pfistupu je t€Z8i si utvofit emociondlni pouto, je slozit&jsi jej
definovat a navic zahrnuti nutnosti ochrany genetické variability Usti v potfebu ochrany
vétsiho poctu jedincl, nez kdyz se geneticka variabilita nebere v potaz, coz muze vadit
nejruznéjSim subjektim (Soulé & Mills 1992; Laikre 1999).

Diky integraci genetiky do ochranaiské biologie v§ak mame moZznost komplexné&jsiho
pohledu na problematiku ochrany ohrozenych druhti nebo stanovist. Ochranaiska genetika
umoziuje naptiklad zjisténi poméru pohlavi v populaci, urceni populaéni velikosti a struktury,
identifikaci migrantii a odhaleni migracnich koridord, ureni ohroZenych populaci v ramci
druhu, monitorovani genového toku, detekci invaznich druhti, analyzu rodokment a urceni
ptibuznosti jedinci, individuélni identifikaci, odhaleni a minimalizovani hrozby inbreedingu
a ztraty genetické variance, detekci hybridizace, porozuméni vztahi mezi lokalnimi
populacemi a jejich konektivité. Umoznuje také odhaleni kryptickych druht, definovéni
stanoviSt a genotypli vhodnych k reintrodukci nebo pouziti v ochranaiské forenzice c¢i
k managementu populaci v zajeti (DeSalle & Amato 2004; Swenson et al. 2011).

Dalsi pokrok pfinesla moZnost ziskat genetickou informaci z neinvazivnich vzorkd,
tedy z trusu, srsti, pefi, klize, muzejnich exponatti nebo z herbarovych vzorkl (Taberlet 1996;
DeSalle & Amato 2004). Poprvé se genetickou informaci pochézejici z neinvazivnich vzorkt
podatilo izolovat z chlupovych folikuli medvéda hnédého (Taberlet & Bouvet 1992) a i dalsi
pokroky v této oblasti pfinasely pfevazné genetické studie zamétené na medvédy (Swenson

etal. 2011).



Neinvazivni genetika umoznuje ziskat genetickou informaci s minimalnim
vyruSovanim zvitat pfi sbéru dat, bez nutnosti jejich odchytu anebo anestezie a v ptipadé
potencialné nebezpecnych druhii také s menSim rizikem pro samotné vyzkumniky (Taberlet
& Bouvet 1992). Nevyhodou bylo v minulosti malé mnozstvi DNA ziskané z neinvazivnich
vzorkli (Taberlet 1996). S vynalezem metody PCR (polymeraze chain reaction, tedy
polymerazova tetézova reakce), kterd umoznuje amplifikaci (zmnozeni) predem stanovené
specifické ¢asti genomu, byl tento problém vyfesen a odpadla tak nutnost slozitého klonovani
geni (DeSalle & Amato 2004; Schldtterer 2004). Problémem neinvazivnich genetickych
vzorkil vSak ziistava Casto Spatnd kvalita DNA, ktera mimo Zivy organismus rychle degraduje
(Taberlet et al. 1999). Neinvazivni genetické metody jsou vhodné zv1asté pro ohrozené a malé
populace, jsou vhodné k monitorovani populaci, pfispivaji k lepSimu porozuméni populacni

ekologii a chovéani druhti (Swenson et al. 2011).

K nejcastéji vyuzivanym molekularnim metodam v ochranatské genetice zivocicht
patii DNA sekvenovani, pouziti mikrosatelitdi, analyza SNP a dfive fingerprintové metody
jako AFLP (Schlétterer 2004).

Metoda AFLP neboli Amplified Fragment Lenght Polymorphism (tedy ,,délkovy

CNT3

polymorfismus amplifikovanych fragment*) spo¢ivd v naStépeni DNA pomoci restrikcnich
enzymu na vice kratkych fragmenti, na které jsou nasledné navazany specifické sekvence
DNA, tzv. adaptory. Poté jsou fragmenty amplifikovany pomoci PCR s pouzitim primert
(primery jsou kratké sekvence DNA, které se mohou navazat na jakoukoli poZadovanou ¢ast
genomu a tim urCit misto syntézy nového ftetézce (Peake 1989)), které se navazuji
na adaptory. Fragmenty jsou poté vizualizovany pomoci gelové elektroforézy. Analyza AFLP
se vyuzivad ke zjiSténi genetické variance mezi individudly i mezi populacemi, k urceni
ptibuznosti 1 k individudlni identifikaci ¢i ke konstrukci genetickych map (Mueller
& Wolfenbarger 1999; Schlotterer 2004; DeSalle & Amato 2004).

Sekvenovani DNA, tedy zjiSténi sekvence nukleotidi v dané oblasti genomu,
poskytuje komplexni informaci o daném regionu, nicméné jsou osekvenovany i invariantni
casti genomu. DNA sekvenovani se vyuziva v populacni genetice a k ur€eni selek¢nich
a demografickych schémat (Schlotterer 2004). Metod sekvenovani DNA je nespocet,
v zakladu jde vSak vzdy o syntézu DNA v pfitomnosti dideoxynukleotidl, které ukoncuji
replikaci DNA (tzv. dideoxy metoda neboli Sangerova metoda). Syntéza DNA je ukoncena

opakovang, vysledkem této metody je set fet€ézci DNA o riznych délkach a ukoncenych



ruznymi dideoxynukleotidy, podle kterych lze ur¢it komplementarni nukleotid (Alberts et al.
2002).

Mikrosatelity jsou kratké opakujici se tandemové sekvence nékolika malo nukleotidd.
Mikrosatelity jsou vysoce polymorfni a hojné v genomu. Lisi se po¢tem opakovani sekvenci,
nebot” kvili chybé DNA polymerazy pfti replikaci (tzv. sklouznuti polymerazy) mtze dojit ke
zvySeni nebo snizeni poctu opakovani (Oliveira et al. 2006). Diky své vysoké variabilité
se pouzivaji ve forenzice pro individualni identifikaci, pfi testech otcovstvi, pro tvorbu
genetickych map a v populacni genetice (Schlotterer 2004).

Analyza jednonukleotidovych polymorfismi neboli SNP (single-nucleotide
polymorphism) se soustiedi na zménu jediného nukleotidu v genomu. K takové analyze
je vyzadovana znalost o alelické variaci na dané¢ genomické pozici ve studované populaci,
protoze vétSina pozici nukleotidi v populaci je invariantni (Schlttterer 2004).
Do jednonukleotidovych polymorfismil 1ze zahrnout i haplotypy, tedy skupiny SNP, které
se prenasi spole¢né, dédi se jen po jednom zrodi¢d a tedy nerekombinuji. Patii mezi né
napfiklad mitochondridlni DNA (mtDNA), ktera se pfenasi po maternalni linii, a DNA
chromosomu Y (Y-DNA) pfenéSejici se pouze po paterndlni linii (Arora et al. 2015). Analyza
SNP se vyuziva napiiklad k identifikaci geni zodpovédnych za onemocnéni (Lehne et al.
2011), k odvozeni populacni historie (Brumfield et al. 2003) nebo k mapovani vazebné
nerovnovahy (linkage disequilibrium), coz je piipad, kdy se skutecna frekvence urcitého
haplotypu v populaci 1i$i od predpokladané frekvence, kterd by nastala, kdyby se alely
na kazdém lokusu kombinovaly ndhodné (Schldtterer 2004).

V soucasnosti spolu s rozvojem tzv. next generation sekvenacnich technologii vznika
ochranatska genomika, kterd vyuzivd k monitoringu a ochrané biodiverzity metody masivniho
paralelniho sekvenovani (McMahon et al. 2014; Garner et al. 2016), coz umoziuje nové
vhledy do procest probihajicich u ohroZenych druhii na rovni celych genoml (Diéz-del-

Molino et al. 2018).

1.2 Krajinna genetika

Krajinna genetika (landscape genetics) piedstavuje spojeni krajinné ekologie
s populacni genetikou a jejim cilem je poskytnout informace o interakci mezi vlastnostmi
krajiny a mikroevolu¢nimi procesy, jako jsou genovy tok, geneticky drift a selekce (Manel

et al. 2003). Krajinna genetika si dava za cil pochopit, jak krajinné a environmentalni faktory
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ovliviiuji genetickou strukturu populace, prostorovou propojenost populaci nebo naopak jejich
fragmentaci, jaky vliv ma struktura krajiny na genovy tok ¢i lokdlni adaptace a jaké jsou
pticiny téchto procesti (Manel et al. 2003) a jak globalni zmény ovliviiuji neutralni a adaptivni
genetickou rozmanitost (Manel & Holderegger 2013).

Krajinna genetika dava do souvislosti genetické diskontinuity s krajinou a vlastnostmi
prostfedi jako jsou bariéry — naptiklad hory, gradient vlhkosti (Manel et al. 2003), nevhodny
habitat (McRae & Beier 2007) nebo klimaticky gradient (Geffen et al. 2004) — a diky tomu
dokéze tyto vlastnosti krajiny odhalit jako bariéry genového toku (Scoble & Lowe 2010).
Krajinna genetika dokaze odhalit nejen druhové specifické disperzni bariéry, ale také odhalit,
které Casti krajiny genovy tok usnadnuji, identifikovat migracni koridory (tj. nepfetrzité
,pruhy“ habitatu, které strukturalné propojuji dva jinak nespojité kusy habitatu (Tischendorf
& Fahrig 2000)) a migranty, predpovedét Sifeni invaznich druhli nebo nemoci (Storfer et al.
2010), objasnit populaéni strukturu (Manel et al. 2003), popsat efekty disturbance a krajinné
dynamiky (Holderegger & Wagner 2006), lokalizovat oblasti s adaptivnim potencidlem
a adaptivni lokusy (Scoble & Lowe 2010) nebo wuréit vliv fragmentace krajiny
a antropogennich procest (Storfer et al. 2007). Krajinna genetika zce souvisi s ochranaiskou
genetikou, protoze pravé fragmentace a ztrata habitatd maji velky vliv na Zivotaschopnost
populaci. Malé¢ populace, mezi kterymi je omezeny genovy tok, jsou vice ohroZeny
stochastickymi procesy, inbredni depresi a ztratou genetické diverzity (Laikre 1999; Lacy
2000).

V krajinné genetice Zivo€ichi se jako genetické markery nejCastéji vyuZzivaji
mikrosatelity a poté, vyrazné méné Casto nez mikrosatelity, mitochondrialni DNA (Storfer et
al. 2010). Mitochondrialni DNA je diky niz8i mutaéni rychlosti vhodna spiSe ke studiu
procest, které mély na populaci vliv pred dlouhou dobou (napt. v dobé ledové), mikrosatelity
jsou oproti tomu vhodnéjsi k detekci vlivu recentni fragmentace krajiny (Balkenhol et al.

2009).

1.2.1 Konektivita krajiny

Jednim z klicovych pojmi krajinné genetiky je tzv. konektivita krajiny, coZ je ,,mira,
do jaké krajina usnadiiuje nebo brani pohybu mezi zdrojovymi habitaty* (Taylor et al. 1993).
Existuje konektivita strukturalni, ktera predstavuje habitatovou kontinuitu (plynulost) a méii
se analyzovanim struktury krajiny, a konektivita funkcni, ktera je druhove specifickd —

zohlediiuje pohybové moZznosti organismu a jeho behavioralni odpovédi na prvky krajiny
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(Tischendorf & Fahrig 2000). Konektivita krajiny tak zasadnim zptsobem ovliviiuje genovy
tok, ktery je jednim ze zakladnich procest, jez maji vliv na genetickou variaci v populaci.
VétSina krajinn€ genetickych studii se soustfedi pravé na genovy tok (Hall & Beissinger
2014).

Funk¢ni konektivita se dd méfit napiiklad pravé pomoci genetické konektivity, tedy
kvantifikaci genového toku (Manel & Holderegger 2013), pfipadné i jinymi metodami jako
pfimym pozorovanim, napt. s pouzitim radiolokétorti, apod. (Kool et al. 2013).

Ve svych pocatcich pracovala krajinna genetika s meziprostorem mezi dvéma habitaty
(tzv. matrix (Tischendorf & Fahrig 2000)), mezi kterymi probihd genovy tok, jako
s prostorem homogennim, definovanym pouze geografickymi vzdalenostmi (Manel
& Holderegger 2013). Genovy tok je mensi s vyssi geografickou vzdalenosti a pfi studiu
genového toku se tak pracovalo pouze s konceptem izolace vzdalenosti (isolation by distance,
Wright 1943), ktery tika, Ze se zvySujici se vzdalenosti se zvySuje geneticka diferenciace mezi
jedinci nebo populacemi (Manel et al. 2003) z diivodu omezené moznosti disperze jedinc.

V soucasnosti je jiz matrix mezi habitaty chapan jako heterogenni mozaika, v niz
rizné elementy maji pro urcity druh rGznou propustnost. Jednim z nejcastéjSich vyuZiti
krajinné genetiky je prav€é posuzovani propustnosti mezihabitatového matrixu (Scoble

& Lowe 2010).

o

Obr. 1: Hypotetické vhodné habitaty A a B vyznaceny Sedé, plnou carou je zndzornéna euklidovskd
vzddlenost, teckované zndzornéna least-cost path, vyrez zobrazuje propojeni jedincl konduktory
a rezistory (McRae 2006)
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V prostoru s nizkou funk¢ni konektivitou tedy nemtizeme piedpokladat pouze izolaci
vzdalenosti, ale musime se ptat, jestli a jak pro dany druh existuje moznost pohybu mezi
dvéma habitaty. Model ,nejlevnéjsi cesty™ (least-cost path, Adriaensen et al. 2003)
piedpokladé jedinou vhodnou cestu mezi habitaty, kterd je zalozena na druhové specifické
cen¢ za pohyb v urCitém typu krajiny, neni tedy zaloZen na euklidovské (piimé) vzdalenosti,
ale na tzv. efektivni vzdalenosti (effective distance, Mateo-Sanchez et al. 2015). Tento model
v fad¢é pfipadti odpovidal skuteCnosti 1épe, nez model izolace vzdalenosti (Scoble & Lowe
2010), ptesto vSak vzhledem k jediné ptredpoklddané cesté¢ mezi habitaty neni zcela presny.
Oproti tomu model izolace rezistenci (isolation by resistance, McRae 2006) operuje s vice
moznymi trasami a je zalozen na rezistencni vzdalenosti, kterd vychazi z teorie elektrickych

obvodu (obr. 1). Rezistence krajiny ptredstavuje prevracenou hodnotu konektivity krajiny.

1.2.2 Izolace rezistenci a teorie obvodu

Model izolace rezistenci predpoklada vztah mezi genetickou diferenciaci a rezistencni
vzdalenosti. Zakladem vyuZiti rezistenCnich vzdalenosti pro modelovani genového toku
je myslenka, Ze existuje paralela mezi vodivosti v elektrickych obvodech a genovym tokem
v heterogenni krajiné (McRae 2006). V ramci této analogie miZeme elektrickou vodivost
interpretovat jako propustnost krajiny, elektricky proud lze wvyuzit k pfedpovidani
pravdépodobnosti pohybu migrujicich jedincti v uréitych uzlech (pravdépodobnost, ze se
jedinec vyda jednou cestou namisto druhou) a napéti predstavuje pravdépodobnost, s jakou
migrant dosahne dany cil a ne jiny (tedy pravdépodobnost uspéiné disperze oproti napiiklad
mortalité). Konecné elektricky odpor lze interpretovat jako rezisten¢ni vzdalenost (McRae et
al. 2008), ktera ovSem zahrnuje moZnost vice disperznich cest a také umi operovat se Sitkou
migracniho koridoru. Vice elektrickych vodi¢ii nebo vodic s vyssi kapacitou umozituje vetsi
pratok elektrického proudu, stejné tak vice migracnich koridorii nebo SirSi migracni koridor
umoziuje veétsi genovy tok (McRae & Beier 2007).

Analyza izolace rezistenci zvazi (na zékladé druhové specifickych informaci o tom,
které prvky krajiny zabranuji disperzi nebo ji ulehcuji) vSechny mozné cesty, kterymi lze
propojit dva vhodné habitaty nebo dvé populace (obr. 2) (McRae 2006). Pokud krajina dobie
umoziiuje propojeni (genovy tok) mezi dvéma body, mé tato krajina nizkou rezistenci, tedy
vysokou konektivitu. Podle Zeller (2012) ptfedstavuje rezistence ,,ochotu organismu piejit
urCité prostredi, fyziologickou cenu za pohyb skrz urcité prostiedi, redukci pteziti pii

pfechodu pies urcité prosttedi nebo integraci téchto faktorda®.
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Model izolace rezistenci dokaze predpovidat genovy tok v heterogenni krajiné a jeho
vysledky Iépe odpovidaji skutecnosti nez modely izolace vzdalenosti nebo model ,,nejlevné;si
cesty” (McRae & Beier 2007) a to zejména v piipadech nepravidelnych tvart habitatu, ménici
se miry migrace nebo u migrace na velké vzdalenosti (McRae 2006). Izolace rezistenci
dosahuje dobrych vysledki i v ptipadech, kdy nejsou k dispozici ptilis dobra data o velikosti
populace a o migraci v populaci (McRae et al. 2008).

Obr. 2: A) Hypoteticka mapa krajiny s vyznacenou druhové specifickou propustnosti
(bild=propustnd, ¢ernd=nepropustnd), B) model ,,nejlevnéjsi cesty” pro Siteni z levého dolniho rohu
do pravého horniho, C) model izolace rezistenci, na rozdil od predchoziho modelu je ve slepych
odbockdch minimdlini tok, protoZe nepfispivaji k nové cesté mezi habitaty. Pfevzato z McRae et al.
(2008)

1.3 Bayesianské metody

Pfi¢inou genetické strukturovanosti populaci nemusi byt pouze vzdalenost, at’ uz
euklidovska (isolation by distance), efektivni (least-cost path) nebo rezistencni (isolation
by resistance). Diivodem muze byt naptiklad rekolonizace tizemi z odlisSnych refugii (Taberlet
et al. 1998), izolace zplisobend prostiedim (isolation by environment, Wang & Bradburd
2014), izolace zplisobend lokalnimi adaptacemi (isolation by adaptation, Nosil et al. 2008)
nebo bariéry genového toku (isolation by barriers, Ruiz-Gonzalez et al. 2015). Geneticka
diferenciace zpisobend bariérami genového toku je studovana pomoci tzv. Bayesianskych
klastrovacich algoritmt (Guillot et al. 2009).

Bayesianské metody umoziuji aktualizovat pravdépodobnost urcité hypotézy, kdyz se
objevuji nové informace (van Ravenzwaaij et al. 2016). Je k tomu vétSinou vyuzivana metoda
Monte Carlo Markovovskych fetézci (MCMC, Gilks et al. 1996). MCMC integruje ptistup
Monte Carlo, ktery umozinuje ur¢it primérnou hodnotu veli¢iny z velkého poctu ndhodnych
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vzorki, s Markovovskymi fetézci, které generuji fetézce znak, kdy kazdy nasledujici clanek
fetézu zavisi pouze na piedchozim clanku. Timto zplsobem je mozné charakterizovat
rozlozeni pravdépodobnosti urcitého vysledku bez predchozi znalosti matematickych
vlastnosti tohoto rozloZeni pravdépodobnosti pouze z ndhodnych vzorkd (van Ravenzwaaij
et al. 2016).

Programy zalozené na Bayesidnskych algoritmech pak umoziuji odvozeni populacni
struktury a pfifazeni jedincti do jednotlivych klastri, aniz by tyto byly predem definované
(klastr nebo cluster je skupina vzorkl se spolecnymi znaky, v populacni genetice ve smyslu
populace nebo subpopulace) (Pritchard et al. 2000; Chen et al. 2007).

Programy mohou vyuzivat pouze genetickou informaci a pomoci této urcit, do jakého
klastru nélezi vzorek nebo ¢ast jeho genomu (Chen et al. 2007), takovymto programem je
napf. Structure (Pritchard et al. 2000), ktery pfedpokladd vazebnou rovnovahu alel
studovanych lokusii a Hardy-Weinbergovu rovnovédhu vradmci jediné populace. Pokud
nenastane Hardy-Weinbergova rovnovaha, je populace rozdélena na subpopulace/klastry a do
téchto klastri jsou pfifazeni jednotlivci tak, aby byly minimalizovany odchylky od vazebné
rovnovahy a Hardy-Weinbergovy rovnovahy (Randi 2003). Jiné programy pracuji kromé
genetické informace 1s geografickymi soufadnicemi jednotlivych vzorkid. Z programi,
pracujicich s prostorovou informaci, byly v této praci vyuzity Geneland (Guillot, Mortier, et
al. 2005), Tess (Durand, Jay, et al. 2009) a Baps (Corander & Marttinen 2006). Tyto
programy definuji okoli jednotlivych vzorkii na zdkladé Voronojovy teselace (Guillot,
Mortier, et al. 2005; Corander et al. 2008; Frangois & Durand 2010). Teselace je vyplnéni
prostoru nepiekryvajicimi se tvary ¢i buitkami (polygony), Voronojova nebo také Voroného

teselace (angl. Voronoi tesselation) je takova, kdy dany bod x je obklopen buiikou tvofenou

body, které jsou blizsi danému bodu x nez jinému bodu y (obr. 3) (Corander et al. 2008).

>

Obr. 3: Voronojova
teselace 31 ndhodné
vygenerovanych bodd
v online programu
http://alexbeutel.com/
webgl/voronoi.html|
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budou spiSe zafazeni do stejného klastru, nez jedinci vzdalengjs$i. Geneland oproti tomu
vyhleddva genetické hranice, které oddé€luji jednotlivé populace v Hardy-Weinbergove
rovnovaze, a buiiky zde nejsou definovany okolo jednotlivct, ale okolo ,.teritorii, coz jsou

skupiny vzork, respektive populace (Guillot, Mortier, et al. 2005).

1.4 Specifika ochranariské genetiky velkych Selem

Selmy (Carnivora, Bowdich 1821) jsou patym nejpoéetnéj$im fadem savcd, &itajicim
ptiblizn¢ 280 druhl. V rdmci tohoto velmi diverzifikovaného fadu existuji terestrické i vodni
Selmy, vazici od n€kolika gramii az po né€kolik tun (Nyakatura & Bininda-Emonds 2012).
Druhy studované v ramci této prace, vlk obecny Canis lupus (Linné, 1758) a levhart snézny
Panthera uncia (Schreber, 1775), patii mezi tii desitky nejvétsich terestrickych Selem (Ripple
et al. 2014) a zaroven mezi vysoce mobilni druhy Selem (Pilot et al. 2006; Johansson et al.
2016).

S velikosti téla se u Selem umérné zvétSuje velikost domovského okrsku (Gittleman
& Harvey 1982) a zaroven se snizuje jejich populacni hustota (Carbone & Gittleman 2002;
Ripple et al. 2014). Populace s nizkou popula¢ni hustotou ohrozuje inbreeding (Laikre 1999),
fragmentace populaci (Randi 2003), sniZeni genetické variace diisledkem fragmentace
habitatu a ztraty konektivity (Dixon et al. 2007), bottleneckii nebo genetického driftu
(Fauvergue et al. 2012).

S rozdilnou schopnosti disperze zvifat se méni 1 procesy zodpovédné za jejich
genetickou strukturu. U zivo€ichli s nizkym disperznim potencidlem hraji primarni roli
bariéry genového toku (Dieckmann et al. 1999), oproti tomu u vysoce mobilnich zvitat, ktera
vétSinu bariér dokdzi piekonat, je efekt historickych a geografickych faktori na genetickou
strukturu potlaceny (Pilot et al. 2006) a tak muze byt za genetickou diferenciaci zodpovédna
adaptace na prostredi, vedouci ke vzniku ekotypl, mezi kterymi je omezeny genovy tok (tedy
dochazi k ,,izolaci prostfedim®, Wang & Bradburd 2014). Tento fenomén se mize udrzovat
diky hypotéze disperze ovlivnéné habitatem narozeni (natal-habitat biased dispersal), tedy
stavu, kdy se jedinci zdrzuji pouze v takovém habitatu, ktery je podobny habitatu, ve kterém
se narodili (Sacks et al. 2004). Ptikladem jsou vici v Severni Americe, kde genetickd struktura
koreluje s typem habitatu a vytvaii se zde dva ekotypy, ,,lesni“ a ,,tundrovi® vlci (Musiani

etal. 2007; Carmichael et al. 2007). Lesni vlci se zivi sedentarni kofisti (losi, jeleni)
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a celoro¢né zUstavaji ve svych teritoriich, zatimco tundrovi vlci lovi karibu, teritorialni jsou
jen ¢ast roku a na podzim migruji za svou potravou na zimovisté. V dob¢ pareni se pak oblasti
vyskytl téchto dvou ekotypli prekryvaji, ale genetickd diferenciace mezi nimi se udrzuje
(Carmichael et al. 2007). Vlci z tundry maji navic svétlejsi srst, coz znamena, Ze se tito vici
neli$i jen nauCenym chovanim a diferenciaci neutrdlnich gent, ale ze zde vznikl unikatni
ekotyp adaptovany na arktické podminky a predaci karibu (Musiani et al. 2007), pozd¢jsi
vyzkumy prokézaly asociaci geni i s dal§imi typy adaptaci jako jsou zmény metabolismu,
imunity nebo nékterych smysli (Schweizer, VonHoldt, et al. 2016; Schweizer, Robinson,
et al. 2016).

Geneticka diferenciace zptsobena ekologickymi faktory neni jen doménou vlki, byla
prokazana i u jinych Selem jako u kojotli prérijnich (Sacks et al. 2004), ryst kanadskych
(Rueness et al. 2003), pum americkych (Waller & Wheeler 2012) nebo liSek polarnich (Dalén
et al. 2005).

Zvlasté vhodnymi metodami pro ochrandiskou genetiku Selem je pouziti
neinvazivnich metod zddvodi niz§itho vyruSovani zvifat a men$iho naruSovani jimi
obyvaného Uzemi, snadnéjSiho a levnéjSitho ziskdvani vzorkl, vétsi bezpe€nosti pro
vyzkumniky nebo kvuli Spatné pfistupnosti habitatl nékterych Selem (Taberlet & Bouvet
1992). Pro vysoce mobilni druhy zivoc¢ichi je vhodné pouziti klastrovacich metod zalozenych
na Bayesidnskych algoritmech, protoze tyto definuji jednotlivé subpopulace a genové klastry

a posteriori (Hulva et al. 2018).

1.5 Studované druhy

1.5.1 Levhart snéZny

Levhart snézny neboli irbis horsky (Panthera uncia, diive Uncia uncia, Pocock 1930),
je velkd kockovitd Selma (Celed” kockoviti — Felidae, de Waldheim 1817) vyskytujici se
v Himadlajich, na Tibetské nahorni plosin€ a v horach stiedni Asie (obr. 4) (McCarthy et al.
2017). Levhart snézny je soumracny (Jackson & Ahlborn 1989) a zije skryté¢ (Oli 1997)
ve vysokohorskych biotopech jako jsou horské louky, kioviny, utesy, pastviny, piipadné
v fidkém lese (Ale et al. 2007; Aryal et al. 2014). Levharti snézni ziji samotaisky a domovské
okrsky jednotlivych zvitfat stejného pohlavi se neptekryvaji, s vyjimkou domovskych okrska
samic a jejich dcer (Johansson et al. 2016). Mlad’ata odchézi od matky ve véku 18 — 22

meésicu (Jackson et al. 2010).
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Obr. 4: Soucasné rozsireni levharta snéZného podle serveru IUCN (Mezindrodni svaz ochrany
pfirody, www.iucn.org), oranZovd = soucasné rozsireni, riiZovad = oblast reintrodukce

V této praci jsme studovali levharty snézné z Nepalu, ktery je na jiznim okraji
soucasného rozsifeni tohoto druhu. Levhart snézny se vyskytuje v nadmotskych vyskach
500 — 5 800 m n. m. (McCarthy et al. 2017), optimalni je pro n¢ v Himalaji a Tibetské nahorni
plosiné¢ 3 000 — 5000 m n. m. (Ale et al. 2007; Jackson et al. 2010). Oblast s takovou
nadmoftskou vyskou je v Nepalu pomérné¢ izkd, tvofena upatimi hor, a oblasti, kde se levharti
snézni mohou pohybovat, jsou tak znané geograficky omezené napiiklad oproti Tibetské
nahorni plosin€, kde je oblast vhodna pro levharty snézné mnohem $irSi. V Nepalu ma irbis
také mensi domovsky okrsek z diivodu vétSiho mnozstvi mozné kofisti (Jackson et al. 2010),
velikost domovského okrsku se uvadi 12 — 39 km?* (Jackson & Ahlborn 1989). Jedna z oblasti,
odkud pochézi vzorky studované v této praci, je Narodni park Sagarmatha v blizkosti
Mount Everestu. Na zacatku 21. stoleti se sem levhart snézny vratil po zhruba Ctyficeti letech
nepiitomnosti, poté, co se do oblasti vratili n€kteti sudokopytnici, pfedevs§im tahr himalajsky
(Hemitragus jemlahicus, Smith 1826) a kabar lesni (Moschus chrysogaster, Hodgson 1839)
(Ale et al. 2007; Lovari et al. 2009). Studovana populace je tedy pomérné¢ mlada. Dalsi dvé
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studované oblasti, Manang a Mustang, jsou naopak jiz dlouho dalezitymi stanovisti levharta

snézného (Jackson et al. 2010).

1.5.2 VIk obecny

Vik obecny (Canis lupus, celed psoviti — Canidae, de Waldheim 1817) je
ekosystémovy generalista (Mufioz-Fuentes et al. 2009), vyskytuji se ve vSech habitatech
s vyjimkou bazin a deStnych lest (Geffen et al. 2004), v dusledku ¢ehoz je charakteristicky
obrovskym aredlem. Vlci jsou také schopni adaptovat se na blizkost lidi (Nowak & Mystajek
2016). Jejich historické rozsiteni je nejvetsi ze vSech terestrickych savcd a i dnes jsou vici
jedni z nejrozsitengjSich velkych savci, jejich soucasny aredl je nicméné oproti historickému
arealu priblizn¢ o tfetinu mensi, byli vyhubeni ve velké ¢asti Zapadni Evropy, USA a Mexika
1 v dalSich oblastech (Ripple et al. 2014). Soucasné rozsifeni pokryva ¢ast Severni Ameriky
a vétsinu Eurasie (obr. 5) (Mech & Boitani 2010).

Obr. 5: Soucasné rozsiteni vika obecného podle serveru IUCN (Mezindrodni svaz ochrany
prirody, www.iucn.org), oranZovad = soucasné rozsifeni, riiZova = oblast reintrodukce (mald
oblast na jihu USA), Cervend = vyhynuly (Japonsko)
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Vici maji také velice dobré disperzni schopnosti — néktefi jedinci jsou schopni
v kratkém case urazit vzdalenost i nékolik stovek kilometrii (Wabakken et al. 2001). Svétova
vI¢i populace nema zietelnou fylogeografickou strukturu, ale i pfes svou pfizpusobivost
a mobilitu existuji geneticky odlisné populace (Randi 2011).

Zaklad vI¢i smecky tvofi mnozici se par a jejich mlad’ata, ktera po dosazeni dospélosti
(1 — 4,5 roku) smecku opousteji a zakladaji novou, a to bud’ v ramci lokalni populace,
pfipadné se jedinci obou pohlavi mohou §ifit na dlouhé vzdélenosti do nové populace (Mech
& Boitani 2003). Velikosti domovského okrsku se riizni v zdvislosti na stavu populace
a zem¢&pisné Sifce, v oblastech studovanych v této praci se nicméné li§i minimalné: v Polsku
se odhaduje 140 — 170 km® (Okarma et al. 1998) a ve slovenskych Karpatech bylo zjisténo
146 — 191 km® (Findo & Chovancova 2004). Dochézi ale ikezméndm b&hem roku
v zavislosti na rozmnoZzovacim cyklu (And¢l et al. 2010).

Béhem posledniho glacidlniho maxima se vlci v Evropé zdrzovali v refugiich na jihu
Evropy, zaroven se vSak vyskytovali i v mamutové stepi a na refugiich pravdépodobné nebyli
zavisli (Sommer & Benecke 2005). Dnesni populace vlkii na Pyrenejském, Apeninském
a Balkanském poloostrové jsou sice vzajemné geneticky odlisné a jejich vyskyt geograficky
odpovida glacidlnim refugiim, oddéleni téchto populaci se vSak pravdépodobné odehralo
v pozd¢jsi dob€, nez v poslednim glacialnim maximu (Pilot et al. 2014). V pleistocénu m¢l
vlk obecny vyssi genetickou variabilitu, neZ v sou€asnosti, nékteré starobylé linie se ale 1 dnes
vyskytuji v Evropé. Na uzemi stfedni Evropy se tak setkavaji dvé haploskupiny (tj. skupiny
podobnych haplotypt (Arora et al. 2015)), haploskupina 1 a 2 (Pilot et al. 2010). Starobylejsi
haploskupina 2 ptevazuje v jizni Evropé (na Apeninském poloostrové je geneticky fixovana)
a vyskytuje se 1 v Karpatech a Pobalti. V minulosti zfejm¢ haploskupina 2 v Evropé
dominovala, ale béhem poslednich 40 000 let ji postupné nahrazovala haploskupina 1, ktera
v Evrop¢ dnes pfevazuje a je fixovana na Pyrenejském poloostrové (Pilot et al. 2010). Stejna
situace nastala v Severni Americe, kde byla haploskupina 2 nahrazovana haploskupinou 1
akde se dnes jiz haploskupina 2 vlbec nevyskytuje. Moznym vysvétlenim je, ze vlci
s haploskupinou 2 byli adaptovani na lov megafauny (Hofreiter 2007) a v Severni Americe
bylo vymizeni megafauny rychlejsi, takze se vlci nezvladli adaptovat a byli tak zcela
vytlaceni haploskupinou 1, zatimco v Evropé se sloZeni kofisti ménilo pozvolnéji, takze vlci
byli schopni se adaptovat (Pilot et al. 2010).

Geneticka struktura vi¢ich populaci tedy nemusi odpovidat geografickym bariéram
genového toku, ale koreluje spise s ekologickymi faktory (Pilot et al. 2006). Naptiklad vlci

v severozapadni Kanad€ vykazuji jasnou genetickou strukturu podél feky Mackenzie, ktera je
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ale vice nez polovinu roku zamrzla a nemuze tak predstavovat bariéru genového toku
(Carmichael et al. 2001), v Polsku byla prokazana korelace genetické struktury se slozenim
potravy (Pilot et al. 2006) atd. U vlka se tedy vyskytuji ekotypy, které se v jednotlivych
populacich mohou vytvofit a udrzovat diky fenoménu disperze ovlivnéné habitatem narozeni.
Vazba na habitat narozeni je u vlkii upeviovana behavioralnimi mechanismy (Mufioz-Fuentes
et al. 2009) jako jsou techniky lovu, chovani eliminujici riziko pfenosu chorob, teritoridlni
chovani (Carmichael et al. 2007) nebo specializace na urcitou kofist (Carmichael et al. 2001).
Signifikantnimi ekologickymi faktory pro genetickou diferenciaci jsou typ vegetace
(Carmichael et al. 2007), teplota, velikost kofisti, zptisob disperze (Pilot et al. 2006), vybér
mista pro doup€ a moznost uplatnéni nauc¢en¢ho chovani v souvislosti se strukturou habitatu
(Muioz-Fuentes et al. 2009).

Stfedni Evropa je mistem vyskytu nékolika evropskych vi¢ich populaci (Chapron et al.
2014). Studovand oblast zahrnuje stfedoevropskou nizinnou (v¢. baltické), karpatskou

a alpskou populaci.

1.6 Cile prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je zjistit, jakym zplsobem ovliviiuje krajina
genovy tok a populacni strukturu u levharta snézného a vlka obecného. Byly proto studovany
populace v altitudindlné heterogennim (horském) prosttedi, které mize slouzit jako fyzicka
bariéra genového toku a generuje strmé gradienty environmentalnich proménnych. Oba
studované druhy maji dobré disperzni schopnosti, levhart snézny ma vSak uzkou ekologickou
valenci a je to habitatovy specialista, oproti tomu vlk obecny je oportunisticky druh se Sirokou
ekologickou valenci a vysokou mirou adaptability, tato variabilita vSak neni spojita a ve svém
arealu vytvaii uzeji specializované ekotypy. Cilem prace je zaprvé otestovat hypotézu,
ze iu velkych, vysoce mobilnich savci se muze vyvijet populacni struktura, ktera je
ovlivnéna vlastnostmi krajiny, a dale studovat detaily vzniku této populacni struktury a roli
jednotlivych vlastnosti krajiny. Budou k tomu vyuzity popula¢né-genetické analyzy a ptistupy
krajinné genetiky, zjiSténa geneticka struktura pak bude srovndna s modelem konektivity

krajiny vyjadfenym pomoci pfistupii teorie obvodi.
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2 Metody
2.1 Sbér vzorku

K analyze mikrosatelitové DNA levhartl snéznych byly pouzity neinvazivni vzorky
(ptiloha 1). Vzorky byly sbirany v srpnu 2015, bfeznu 2016 a v listopadu 2016 v Nepalu
v oblastech Manang a Mustang v chranéné oblasti Annapurna (Annapurna Conservation
Area) a v Narodnim parku Sagarmatha v oblasti Solukhumbu ve vychodnim Nepalu. Celkem
bylo v obdobi od srpna 2015 do listopadu 2016 nasbirdano 268 vzorkl (261 vzorka trusu,
6 vzorki z chlupii a jeden vzorek z moci).

Mikrosatelitova a mitochondridlni DNA vlkl byla ziskéna jak z neinvazivnich vzork
(trus), tak zinvazivnich vzorkil (tkan, krev) odebranych z legalné zabitych zvirat nebo
ze zvitat uhynulych nasledkem srazky s vozidlem (pfiloha 2). Data byla sbirdna v Zapadnich
Karpatech — na Slovensku, navychodé Ceské republiky (Moravskoslezské Beskydy,
Vsetinské vrchy), v jiznim Polsku (Polské Beskydy) a v Rumunsku (Muntii Apuseni) —, déle
v rumunské c¢asti Vychodnich Karpat, na Vyso¢iné, na Kokotfinsku a Liberecku,
na Broumovsku a v Polsku. Bylo odebrano 288 vzorkd, z toho 181 vzorkli pochazelo z tkéani,
jeden vzorek z krve, 2 vzorky z chlupti a 104 vzorkt z trusu. Dal§ich 38 neinvazivnich vzorkl
pochazi z Rakouska a tyto byly vyuZity jen pro analyzy mitochondridlni DNA. Celkovy pocet
vzorkl tedy ¢ini 326. K datasetu bylo pfiddno 39 vzorki feralnich pst a plemene hybridniho
puvodu mezi karpatskymi vlky a némeckymi ov€ackymi psy, tzn. vzorky Ceskoslovenskych
vl¢aka (Smetanova et al. 2015), z divodu potvrzeni spravného rozliSeni mezi vzorky vlkl

a psu.

2.2 Extrakce DNA a amplifikace genetickych markeri

DNA ztrusu a z chlupti byla extrahovdna pomoci kitu Qiagen QIAamp DNA Mini
Stool Kit (Qiagen), DNA z tkani byla extrahovana pomoci kitu DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen).

Pro druhovou identifikaci levharti snéznych byl pouZzit segment mitochondridlniho
genu pro cytochrom b (148 bp), ktery byl oznacen primery CYTB-SCT-PUN-R’ a CYTB-
SCT-PUN-F’. PCR reakce probéhla v objemu 7 pl s pouzitim 1,4 ul pufru 5X PCR Buffer,
0,035 pul 5000 Units Taq Polymerazy, 0,21 pl 10uM piimého a reverzniho primeru, 0,14 pl
10mM deoxynukleotid trifosfatu (ANTPs) a 3 pul destilované vody, do které byly piidany 2 pl
DNA extraktu. Samotna reakce prob¢hla v nasledujicm cyklu: denaturace DNA pii 94 °C
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po dobu 2 minut néasledovana 35 cykly denaturace pii 95 °C po dobu 30 vtefin, annealingu
(nasednuti primerti) pii 60 °C po 15 vtefin, elongace (syntéza DNA) pii 68 °C po 1 minutu,
na zavér probéhla finalni elongace pti 68 °C po dobu 10 minut.

Pro vlky byl pouzit kontrolni region mitochondrialni DNA (230 bp) oznaceny primery
Thr-L15926 a DL-H16340. PCR reakce prob¢hla v objemu 25 pl za pouziti 1U GoTaq G2
Flexi DNA polymerazy (Promega), pufru, 2,5mM MgCI2, 0,2mM dNTPs, 0,5uM primery
a 5-20 ng DNA. Pribeh reakce byl nésledujici: denaturace pii 94 °C po dobu 3 minut
nasledovana 40 cykly denaturace pii 94 °C po 1 minutu, annealingu pii 50 °C po 1 minutu,

elongace pti 72 °C po 1 minutu, poté probéhla findlni elongace pii 72 °C po dobu 4 minut.

Pro analyzy levharti snéznych bylo vybrano Sest polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti nachazejicich se na Sesti riznych chromozomech. Byly pouzity fluorescencné

oznacené primery ve dvou kombinacich (tabulka 1).

PUN124 (AC)22 90-100 A2 Black

PUN229 (GT)23 104-112 Al Green

PUN1157 (AC)17 101-109 B3 Blue

PUN132 (GT)19 117-123 D3 Black

PUN894 (GT)17 110-118 c2 Green

PUN935 NA 110-120 D1 Blue
Tabulka 1: Sest mikrosatelitovych lokust pouZitych pro levharty snéiné
(Janecka et al. 2008, 2014; Rozhnov et al. 2011)

PCR reakce probéhla pii objemu 7 pl s pouzitim 3,5 ul pufru Qiagen 2 x Master Mix Buffer,
0.7 pul 5X Q solution a 2 pl extrahované DNA. V prvni kombinaci bylo pouzito 0,88 pl 20uM
primert, ve druhé kombinaci bylo pouzito 0,78 pl 20uM primerti a 0,02 pl destilované vody.
Byl pouzit ptistup multiple-tubes (Taberlet 1996), kdy je pro kazdy vzorek PCR reakce
provedena vicekrat, v tomto pfipadé tiikrat.

Mikrosatelitova DNA vlka byla analyzovéna pomoci kitu Canine Genotypes Panel 1.1
(ThermoFisher), ktery obsahuje 18 mikrosatelitovych lokusii (tabulka 2). PCR reakce zacala
pii 98 °C po dobu 3 minut, nasledn¢ probéhlo 30 cykli pii 98 °C (15 vtefin), 60 °C (75 vtefin)
a72 °C (30 vtefin), nasledna elongace probihala pii 72 °C po dobu péti minut. Pro
neinvazivni vzorky byl pouzit pfistup “multiple-tubes”. Na zdkladé¢ genetickych sekvenci
ziskanych analyzou mitochondrialni DNA byly vlkiim pfifazeny haplotypy pomoci softwaru

DnaSp (Rozas et al. 2003).
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AHTk211 di 79-101 26 Blue
CXX279 di 109-133 22 Blue
REN169018 di 150-170 29 Blue
INUOS5 di 190-216 10 Blue
REN54P11 di 222-244 18 Blue
INRA21 di 87-111 21 Green
AHT137 di 126-156 11 Green
REN169D01 di 199-221 14 Green
AHTh260 di 230-254 16 Green
AHTk253 di 277-297 23 Green
INUOO5S di 102-136 33 Black
INUO30 di 139-157 12 Black
FH2848 di 222-244 2 Black
AHT121 di 68-118 13 Red
FH2054 tetra 135-179 12 Red
REN162C04 di 192-212 7 Red
AHTh171 di 215-239 6 Red
REN247M23 di 258-282 15 Red

Tabulka 2: 18 mikrosatelitovych lokust pouZitych pro analyzy viki
obecnych (Thermo Scientific Canine Genotypes Panel 1.1 Technical

manual)

Pohlavi vlki i levhartti snéznych bylo uréeno pomoci genu pro amelogenin, ktery ma
rizné varianty lokusti na X a Y chromozomech a je tak spolehlivym ukazatelem pohlavi
(Pfeiffer & Brenig 2005). Pro levharty snézné byly pouZity specifické primery (AMELY-F’
a AMELY-R’), v pfipadé¢ vlkl tyto primery obsahoval kit Canine Genotypes Panel 1.1, ktery

byl u vlkl pouZit pro analyzu mikrosatelita.

2.3 Zpracovani mikrosatelitovych chromatogrami

Pomoci softwaru GeneMarker (verze 1.91, SoftGenetics, State College, Pennsylvania,

USA) byl manualné proveden allele calling pro vSechna tii ¢teni kazdého vzorku levhart
snéznych. Z téchto tfi cteni byl vytvotren konsenzus podle téchto pravidel:

1. Pokud tfi nebo dvé Cteni ukazovala stejnou hodnotu délek alel (at’ uzZ médme na mysli

jeden peak, tedy homozygota, nebo dvé rizné hodnoty z jednoho ¢teni pro dva peaky),

tato hodnota byla pfijata, pfestoZe jedno ¢teni ukazovalo jinou hodnotu.
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2. Pokud jedno ¢teni ukazovalo urcitou hodnotu, tato hodnota byla pfijata pokud byl
peak jasné viditelny a zbyla dvé ¢teni neukazovala zadny vysledek.

3. Pokud jedno cteni neukazovalo zadné hodnoty a zbyld dvé ¢teni ukazovala kazdé
jednu a zaroven kazdé jinou hodnotu a zarovei byla ob¢ tato ¢teni kvalitni, byl vzorek
oznacen jako heterozygotni (jedna hodnota byla piejata z jednoho kvalitniho ¢teni a
druha z druhého).

4. Pokud kazdé ze tii cteni ukazovalo jiné hodnoty, byla vybrana ¢teni s lepsi kvalitou
anebo, pokud byla vSechna tfi Cteni stejné kvalitni a pfesto kazdé ukazovalo jiny

vysledek, nebyl vysledek vitbec zapocitan.

Vysledné hodnoty byly upraveny v softwaru Autobin (Franck Salin, INRA, University

Bordeaux, France) umoziujicim tfidéni a formatovani dat.

2.4 Populacné genetické analyzy

V programu Cervus (verze 3.0.7, Tristan Marshall, Field Genetics Ltd, London, UK),
umozinujicim analyzy rodiCovstvi a pfibuznosti, byla provedena analyza identity a analyza
frekvence alel mikrosatelitovych dat vlka a levharti snéznych. Byly vyfazeny vSechny vzorky
vlkli, které se shodovaly alespon v patnicti lokusech z osmnacti. U levharti snéZnych
vzhledem k niz§imu poctu piectenych lokusti a celkové niz§i kvalit€ genetické informace,
pochazejici vyhradn€ z neinvazivnich vzorki, byly podobné ¢i stejné vzorky zachovany
a vyfazeny byly jen u téch analyz, u kterych by mohly opakujici se vzorky ovlivnit vysledek,

totiz pro GenAlex a Geneland (viz dale).

Program Structure (verze 2.3.4, Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003) slouzi
k odhaleni struktury populace na zaklad¢ genetickych dat, kdy pfedpoklada klastry, které maji
vici sobé odlisnou frekvenci alel. V programu byla provedena analyza vypocitavajici
nejpravdépodobnéjsi pocet klastra a ptitazujici jednotlivé vzorky s uréitou pravdépodobnosti
k témto klastrim (Pritchard et al. 2010). Byl pouzit korelovany model alelickych frekvenci
a admixture model, probéhlo 1 000 000 opakovéani a do analyzy nebylo zahrnuto prvnich
100 000 opakovani. Mozny pocet populaci byl nastaven v rozmezi 1 az 10 a pro kazdy mozny

pocet populaci probéhlo 5 béhd.
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Vysledky byly vyhodnoceny v programu Structure Harvester (Earl & vonHoldt 2012),
nejvyssi pravdépodobny pocet klastri byl ur¢en Evannovou metodou pomoci parametru
delta K (Evanno et al. 2005) a vysledné hodnoty pro kazdy pocet populaci byly zprimérovany
v softwaru Clumpp (verze 1.1.2, Jakobsson & Rosenberg 2007).

Z datasetu vlki byli nejprve na zakladé vysledkt Structure pro K = 2 vyfazeni psi,

dal$i analyzy v programu Structure i v dal$ich programech probihaly pouze pro viky.

Na zéklad¢ vysledkli z programu Structure byly populace vlka a levharta snéZného
rozd€leny na subpopulace, pro které byly v programu GenAlex (verze 6.5, Peakall & Smouse
2006; Peakall & Smouse 2012) zjistény pocty alel, heterozygozita a dalsi charakteristiky, pro
mitochondrialni dataset vlka byly zakladni charakteristiky zjistény v programu FSTAT
(Goudet 1995). Opakujici se vzorky levharti snéZznych byly pro tuto analyzu vyfazeny podle
vysledkl analyzy identity programu Cervus, kdy byly vyfazeny ty vzorky, které se shodovaly
uplné anebo se liSily nejvice v jedné alele, pokud byl pocet opakovani mikrosatelitové
sekvence v této alele podobny poc¢tu opakovani u druhého vzorku a rozdil tak mohl vzniknout
chybou cteni. Pokud se vzorky liSily v jedné alele, ale pocty opakovani byly vyrazné odlisné,

byly tyto vzorky povazovany za odliSné.

2.5 Analyzy krajinné genetiky

Geneland (verze 4.0.6, Guillot et al. 2005) je ptidavny programovy balicek
s grafickym rozhranim pro statisticky nastroj R (verze 3.3.2, lhaka & Gentleman 1996).
Pomoci softwaru Geneland 1ze odhadnout pocet klastri ve vzorku a lokalizovat hranice téchto
klastrt (Guillot, Mortier, et al. 2005) na zaklad¢ kombinace genetické informace a prostorové
informace (geografické soufadnice). Jednd se o nastroj krajinné genetiky vhodny k detekci
linearnich bariér genového toku (Chen et al. 2007).

Narozdil od ostatnich krajinné genetickych programi pouzitych v této praci Geneland
nevytvaii klastry na zaklad¢ jedinct (tzv. individual-based pftistup), ale na zakladé populaci
v Hardy-Weinbergové rovnovaze (Guillot, Mortier, et al. 2005). Z tohoto diivodu by opakujici
se vzorky mohly ovlivnit vysledek, proto byl pro analyzy levhart snéznych pouzit dataset
s vyfazenymi opakujicimi se vzorky (viz vyse).

Prvni provedena analyza slouzila ke zjisténi poctu klastri. Byl pouzit korelovany

model alelickych frekvenci. Pocet klastri byl nastaven na 1 az 10, analyza bézela po 100 000
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opakovani a vysledky byly zaznamenany kazdych 100 opakovani. Nepfesnost souradnic byla
nastavena na 0,01 stupn¢ zemépisné $itky a délky. Po deseti probéhnutych analyzach urcil
software pro kazdou ztéchto deseti analyz pocet klastri s urCitou posteriorni
pravdépodobnosti. Na zdklad¢ téchto vysledkt byl ur¢en finalni pocet klastra.

V druhé analyze byl pocet klastri fixné nastaven na pocet klastrt zjistény v predchozi
analyze, analyza bézela po 10 000 000 opakovani a vysledky byly zaznamenany kazdych
1000 opakovéni. Nepfesnost soufadnic byla nastavena na 0,01 stupné zemépisné Sitky
a délky, aby se odlisily vzorky pochézejici ze stejnych soutadnic. Z analyzy bylo vyfazeno
prvnich 5000 ulozenych opakovani a pro grafické zobrazeni vysledkd bylo nastaveno 1000

pixelina osachx a y.

Software Tess (verze 2.3.1, Durand, Jay, et al. 2009) je obzvlast vhodny na detekci
recentné vzniklych kontaktnich z6n, nepravidelnych hranic mezi populacemi a na detekci
migrantd (Chen et al. 2007). V softwaru Tess byla provedena analyza s 12 000 opakovanimi
as vyrazenim prvnich 2000 opakovani. Maximalni pocet klastri (Kmax) byl nastaven
na hodnoty dva az deset a pro kazdy mozny maximalni pocet klastrii bylo pusténo sto béhi.
Z téchto sto béhli pro kazdé Kmax byla poté zprimérovana hodnota DIC (deviance
information criterion), které se pouzivé jako méfitko adekvatnosti v Bayesianskych analyzach
(Spiegelhalter et al. 2002)) a primérné hodnoty DIC byly porovnany pro vSechny maximalni
pocty klastri od dvou do deseti. Na zaklad¢ téchto hodnot byl uréen nejpravdépodobné;si
pocet klastrit (hodnota DIC se od urcitého poctu klastri pfestane vyrazné snizovat a ustali se
v platd, coz znaci, ze od tohoto poctu klastrii nebyl jasné detekovan Zadny dodate¢ny klastr
(Durand, Chen, et al. 2009)).
hodnotou DIC (Durand, Chen, et al. 2009) a téchto 10 % bylo poté zprimérovano v softwaru
Clumpp.

Software BAPS (verze 6.0, Corander & Marttinen 2006) je vhodny pro odhalovani
subpopulaci s ur¢itym podilem genetického pfimiseni. Pro analyzu prostorového klastrovani
jedinct byl pocet klastri nastaven na 2 az 10 a pro kazdé¢ z téchto K probéhlo deset analyz.
Program sam nasledn¢ ur¢i nejpravdépodobnéjsi pocet klastrii. Po zjisténi poctu klastri
probéhla analyza prostorového klastrovani jedinc se =zafixovanym poctem klastra

odpovidajici vysledku ptedchozi analyzy, tato analyza probéhla ve stech opakovanich.
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Systém ArcMap, fungujici v ramci v ramci geografického informacniho systému
ArcGIS (verze 10.6, Esri®, www.esri.com), byl pouzit ke grafickému znazornéni vysledkii

krajinn¢ genetickych analyz.

2.6 Analyzy konektivity

Analyza konektivity simuluje propojeni jednotlivych oblasti nebo pfesnych mist
vyskytu druhu v heterogennim habitatu za vyuziti teorie obvodli. Podkladem analyzy
konektivity je rezistentni povrch, skrz ktery se poté pousti “proud” jako paralela Sifeni
jednotlivel skrz vice nebo méné vhodny habitat. Rezistentni povrch se pfipravuje na zdkladé
modelu habitatové vhodnosti, ktery je druhové nebo populacné specificky. Habitatovy model
se obvykle pripravuje na zakladé nalezovych dat, ptfipadné na zakladé expertniho nazoru,

tento zptisob ale neni optimalni (Zeller et al. 2012).

Pro habitatové modelovani levharti snéZznych byla pouzita nalezova data spolecné

s daty z fotopasti (Bikram Shrestha), celkem se jednalo o 406 bod.

Habitatovy model pro vlky byl pfipraven zvlast’ pro rizné subpopulace ve studované
oblasti. Vlci byli na zaklad€ urenych haplotypt a prostorového vymezeni rozdéleny na tfi
subpopulace (obr. 6) — stiedoevropskou nizinnou (vcetné baltické), alpskou a karpatskou
subpopulaci (Chapron et al. 2014; Hulva et al. 2018), protoze kazda z téchto populaci mé jiné
genetické parametry, je adaptovana na jiny typ habitatu a vyuziva jiny typ krajiny (Pilot et al.
2006). Ty vzorky vlki, pro které byly zjiStény mikrosatelity, ale ne haplotypy, byly rozfazeny
do subpopulaci pouze na zékladé prostorového vymezeni subpopulaci. Z celkovych 250
vzorkli mikrosatelitl bylo 180 zafazeno do karpatské populace a 70 do nizinné, z 257 vzorkda,
pro které jsou urceny haplotypy, je 157 piislusniky karpatské populace, 62 nizinné a 38 spada
do alpské populace.

Pro modelovéani habitatové vhodnosti vlki byly pouzity kromé& genetickych dat
i nalezové body (Hulva et al. 2018, Hnuti DUHA Olomouc, Nalezova Databaze Ochrany
Ptirody NDOP, projekt TRANSGREEN), celkem se jednalo o 3342 bodl, z toho 2528 je

z oblasti Karpat, 79 z Alp a 735 z nizinné oblasti. Ty sice nenesou genetickou informaci, ale
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pokud by byl habitatovy model piipraven pouze na zéklad¢ genetickych dat, nebyl by

dostatecn¢ robustni (Mateo-Sanchez et al. 2015).
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Obr. 6: Rozdéleni vzorkii vlki do tri subpopulaci. V karpatské subpopulaci jsou vyznaceny dvé
enkldvy niZinnych vika

Digitalni model reliéfu pro model habitatové vhodnosti byl pfipraven na siti ¢tverct
velkych 2x2 km pomoci programu ArcMap. Environmentalni proménné v tomto modelu
(tzv. prediktory) jsou 1) model relié¢fu — nadmotiska vyska a sklon (Shuttle Radar Topography
Mission, Jarvis et al. 2008) — a 2) globalni krajinny pokryv GLC (United Space In Europe,
Global Land Cover 2015) pro Evropu, pro Nepal pak krajinny pokryv Land Cover of Nepal
2010 (Uddin et al. 2015). Krajinny pokryv byl rozdélen do 12 tfid: orna pida, mozaika orné
pudy a pfirodni vegetace, otevieny les, zapojeny les, kfoviny, traviny, mokiady a pravidelné
zaplavovana Uzemi, urbanni plochy, skaly a holiny, vodni plochy, snih a led, vzdalenost
k zastavbé. Na zéklad¢ slozeni krajinného pokryvu se hodnotila heterogenita krajiny — pro
kazdy ctverec byl spocitan pocet tiid krajinného pokryvu, rozloha tfidy s nejvEtSim

zastoupenim, primérnd rozloha tfidy a suma délky na okrajich ¢tverce.
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Habitatovy model levhartii snéznych zahrnoval typ krajinného pokryvu, primérnou
ro¢ni teplotu, rozsah teplot, uhrn srazek za rok, solarni radiaci, primérnou nadmotskou vysku,
vzdalenost od silnic, Clenitost reliéfu. Klimatické proménné pochédzi z databdze Globalni
klimaticka data (www.worldclim.org), vzdalenost od silnic byla urcena podle silnic z mapy
OpenStreetMap (Www.openstreetmap.org).

Do habitatového modelu vlka byla navic pro kazdy ¢tverec spoctena celkova rozloha
lesa a také rozloha a struktura lesniho pokryvu v okoli 5 km od sttedu kazdého ¢Etverce, takze
pro kazdy ¢tverec piibyly parametry fragmentace lesa, sumy délky okrajl, rozlohy lesa, poctu

ploch lesa a primérného tvaru ploch lesa.

Samotny model habitatové vhodnosti byl vytvofen v softwaru Maxent (verze 3.4.1.,
Phillips et al. 2016) a to zvlast pro levharty snézné, karpatské vlky, nizinné vlky a alpské
vlky. Maxent dokéze podle nélezovych dat modelovat pravdépodobnost vyskytu druhu
v ur¢itém typu habitatu. Prvni analyza probéhla se vSemi prediktory a slouzila k uréeni
prediktorti, které jsou pro model habitatové vhodnosti vyznamné. Druha analyza prob¢hla
pouze s témi prediktory, které byly ur€eny jako vyznamné. Ob¢ analyzy probéhly na 500

opakovani.

Vysledné hodnoty modelu habitatové vhodnosti pro kazdy pixel byly pfevraceny
na obracené hodnoty rezistentniho povrchu v programu ArcMap pomoci nastroje -1. Hodnoty
rezistentniho povrchu slouzi jako vstup pro analyzu izolace rezistenci v programu
Circuitscape (verze 4.0, Shah & McRae 2008). Uzemi je rozdéleno na buiiky a kazd4 buiika
ma urcitou hodnotu rezistence. V habitatovych modelech vlka byly tyto hodnoty rezistentniho
povrchu poté piekryty vrstvou migracnich bariér — zastavénymi plochami (urbanni plochy
z GLC 2015) a viceproudymi silnicemi a dalnicemi (www.geofabrik.de). Na takto
pfipraveném podkladu probéhlo nékolik typl analyz.

V programu Circuitscape lze provést nékolik raznych analyz. Zékladni analyza
spociva v parovém propojeni vSech vzorkl (parova analyza konektivity), jejimz vysledkem je
kromé grafického znazornéni konektivity mezi vzorky také matice rezisten¢nich vzdalenosti
pro kazdy par vzorkd.

Dals$im typem analyzy je propojovani tzv. habitat suitability patches, tedy jadrovych
oblasti habitatu vhodného pro dany druh nebo populaci, ziskané z habitatového modelu.
Jadrové oblasti jsou definovany indexem vhodnosti habitatového modelu > 0,5 a zaroven

velikosti alespofi 100 km? pro vlky a 10 km?” pro levharty sn&Zné.
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Tretim typem analyzy je tzv. ,,wall-to-wall“ analyza, kdy se ,,proud®, piedstavujici
Sifeni druhu, pusti postupné ze vSech svétovych stran a vysledky konektivity pro rizné sméry
se poté slouci. Zjistuje se tak konektivita celého tzemi, nikoli pouze konektivita mezi body

nebo oblastmi.

Rizné typy analyz jsou vhodné pro rtizna data. Pro levharty snézné tak byla parova
analyza provedena jen za ucCelem spocteni matice rezistencnich vzdalenosti mezi vzorky,
protoze mezi dvéma oblastmi s genetickymi vzorky je velka vzdélenost a zaroven jsou body
na lokalitach velmi koncentrované. Celkem 39 bodi leZelo na stejnych nebo velmi blizkych
soufadnicich, ty byly tedy slouceny do jednoho bodu a rezistenéni vzdalenost mezi nimi
je nulova. Pro levharty snézné byla kromé parové analyzy provedena i analyza propojujici 34

jadrovych oblasti habitatu.

Parova analyza konektivity a vypocet matice rezistencnich vzdalenosti pro vlky
probéhl zvlast pro uréené populace a zaroven zvlast' pro mikrosatelitovy a mitochondrialni
dataset (celkem tedy pé&t samostatnych vypoctl — pro alpskou populaci nejsou mikrosatelitova
data k dispozici). Vzorky na stejnych nebo velmi blizkych soufadnicich byly stejné jako
u levhartti snéznych slouceny do jednoho bodu, celkové bylo pro mikrosatelity slouceno
v Karpatech 20 bodi (propojeno 160), v nizin¢ 8 (propojeno 62) a pro mitochondrie bylo
slouceno v Karpatech 13 bodu (propojeno 144), v nizing 4 (propojeno 58), v Alpach se zadné
vzorky na stejnych soutadnicich nevyskytovaly.

Propojeni jadrovych oblasti habitatu se pocitalo dohromady pro mikrostelitové

1 mitochodrniélni vzorky a zvlast' pro jednotlivé populace.

2.7 Analyza IBD a IBR

Ke zjisténi souvislosti mezi vhodnosti habitatu (vyjadfenou rezistencni vzdalenosti),
genetickou odliSnosti vzorkl a jejich geografickou vzdalenosti bylo potieba vytvofit matice
genetickych a geografickych (euklidovskych) vzdalenosti mezi jednotlivymi vzorky, které by
bylo mozné s maticemi rezisten¢nich vzdalenosti statisticky porovnat. Timto zplisobem se da
zjistit, jestli se v populaci uplatiiuje izolace vzdalenosti (isolation by distance) nebo izolace

zpiisobend vysokou rezistenci habitatu (isolation by resistance).
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Matice genetickych vzdalenosti mezi mikrosatelitovymi vzorky vlkt a levharth
snéznych (Fsr, Wright 1951) byla spocitdna webovou verzi programu Genepop (verze 4.2,
Raymond & Rousset 1995; Rousset 2008). Pro mitochondridlni vzorky vlka byla spocitana
proporéni vzdalenost p-distance, vyjadiujici podil rozdilnych nukleotidii v sekvenci,
v programu Mega7 (verze 7.0.26, Kumar et al. 2016).

Matice euklidovskych vzdélenosti v metrech byla spocitana v programu Geographic
Distance Matrix Generator (verze 1.2.3, Erst 2018).

Vysledné matice genetickych, euklidovskych a rezistencnich vzdélenosti byly
porovnany Mantelovym testem (Mantel 1967), ktery umoznuje srovnani dvou matic,
v programu PASSaGE (verze 2.0.11.6, Rosenberg & Anderson 2011). Test byl proveden
zvlast pro nizinnou, karpatskou a alpskou populaci pro mitochondrialni dataset vikl a zvlast

pro nizinnou a karpatskou populaci pro mikrosatelitovy dataset vlkd.
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3 Vysledky

3.1 Levhart snéZny - mikrosatelitova data
3.1.1 Identifikace vzorki

Z celkovych 268 vzorkii trusu, chlupii a moci ziskanych v Nepalu bylo 111
identifikovano jako levhart snézny (108 vzorkli pochdzelo z trusu a 3 z chlupli). Z toho
40 bylo samci a 61 samic, u deseti vzorkll se pohlavi nepodaftilo zjistit. Pomér samcti viici

samicim je 1:1,53 — na sto samct ptipada 153 samic.

3.1.2 Zpracovani mikrosatelitovych chromatogrami

U tii vzorkl levharti snéZznych se nepodafilo identifikovat zadny mikrosatelitovy
lokus, tyto vzorky tedy byly vyfazeny ze vSech nésledujicich analyz. Vysledny pocet vzorkt
levhart snéznych je tedy 108.

3.1.3 Populacné genetické analyzy

Vysledky zprogramu Structure ukazaly jasné oddéleni nékterych vzorkd do
samostatnych klastrii a naopak nejasné zatazeni jinych, zvlast’ pii vysSim poctu klastra (K).
Nejvyssi logaritmovanad pravdépodobnost dat je pro K = 4 az K = 6 (graf 1), nicméné
odhadovani poctu klastrii na zakladé této hodnoty neni vzdy pfesné (Evanno et al. 2005),
proto byl pouzit také parametr delta K (graf 2), ktery urCuje nejpravdépodobnéjsi pocet
klastrii na zdkladé zmény logaritmované pravdépodobnosti pro urcity pocet klastrii
a porovnavani hodnoty této zmény pro rizny pocet K. Parametr delta K nejlépe urcuje
nejvyssi vhodny pocet klastri (Evanno et al. 2005). Podle parametru delta K je nejvyssi pocet

klastrii (tedy nejhlubsi jasné detekovand struktura) 6, nejlep$i podporu ma rozdéleni na 3

klastry.
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Deltak = mean(|L"(K}|) / sd(L(K})
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Graf 2: Parametr delta K ziskany Evannovou metodou, na ose x pocet klastru

Pti rozdéleni vzorkt levhartd snéznych na 3 klastry se ukazuje zietelngjsi vzajemna
geneticka odliSnost mezi vzorky ve vychodni oblasti Nepalu v NP Sagarmatha, zatimco
vzorky na zapad€ Nepalu v oblastech Manang a Mustang (chranénd oblast Annapurna)
veétSinou vykazuji ur€ity podil ptislusnosti do jinych klastrii (obrazek 7) a nejsou vzajemné tak
rozdilné.

Témet vSechny vzorky z oblasti Manang (jihovychodni ¢ast zapadni oblasti) spadaji
do jednoho klastru, ktery se v urCit¢é mife objevuje také v jiznim Mustangu, ale v NP
Sagarmatha (vychodni oblast) se vyskytuje jen vyjimecné. Vzorky v severnim Mustangu
klastruji se vzorky ze severu a také z vychodu NP Sagarmatha, zatimco jizni a zapadni ¢ésti
NP Sagarmatha tvofi samostatny klastr, ktery se sice také vyskytuje v Manangu 1 v jiznim
Mustangu, ale omezeng.

Pii vysSich poctech klastrti se klastry v Manangu a Mustangu postupné rozpadaji,
zatimco v NP Sagarmatha se az do K = 10 udrzuje urcita genetickd struktura. Vzorky, které
pi1 K = 3 formuji samostatny klastr na jihu a na zapadé¢ NP Sagarmatha, zistavaji oddélené,
stejné tak vzorky z vychodni oblasti. Pouze vzorky na severu narodniho parku vykazuji
pfislusnost do vice klastrii a nedaji se tak s jistotou zafadit, stejné jako vzorky v Manangu
a Mustangu. Pfi K = 6, které¢ predstavuje dobie podpoiené rozdéleni, je CasteCné patrna
genetickd odliSnost mezi Manangem a Mustangem, v NP Sagarmatha jsou jasn¢ oddéleny

jihozapadni a vychodni klastr, ostatni vzorky jiz nejsou jasné zatazené.
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Obr. 7: Rozdéleni vzorkd levharti snéZnych pro K = 3 z programu Structure. Vlevo Manang a Mustang,
vpravo NP Sagarmatha. Zobrazeno programem ArcMap na pozadi nadmorské vysky

Podle vysledkt Structure byly vzorky levhartli snéznych rozdé€leny na tfi populace
a byly pro né spocitany zakladni charakteristiky programem GenAlex, pro tuto analyzu bylo
ale pouzito jen 102 vzorki, opakujici se vzorky byly vyfazeny, aby jimi vysledky nebyly
ovlivnény (tabulka 3).

Manang+Mustang 70 9,000 3,000 0,542 0,632 0,141
Sagarmatha-jih 32 9,000 3,609 0,556 0,666 0,165
Sagarmatha-sever 30 5,167 2,715 0,610 0,533 -0,144

Na = pocet alel, Ne =

Tabulka 3: Popisné charakteristiky populaci levhartt snéZnych. N = pocet jedincd,

efektivni pocet alel, Ho = ocekdvand heterozygozita,
He = pozorovand heterozygozita, Fis = inbredni koeficient
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3.1.4 Analyzy krajinné genetiky

Software Geneland urcil podle datasetu se 102 vzorky pocet klastri levharta snézného
na pét, ve druhé analyze (obr. 8) pak rozdélil vzorky v NP Sagarmatha na vychod¢ Nepalu
na ti1 paralelné lezici klastry a tfi klastry ur€il také v chranéné oblasti Annapurna, kde dva
vzorky (W-BS-SL1277 a W-BS-SL1282) byly zatazeny do klastru spole¢né se vzorky z NP
Sagarmatha (na obrazku 8 je tento klastr zndzornén bile), do zvlastniho klastru byl vydélen
vzorek W-BS-SL1316 v severnim Mustangu. VétSina vzorki z Manangu a Mustangu byla

pfifazena do jednoho klastru, ktery v NP Sagarmatha nema zastoupeni.

Legend

cluster 1
cluster 2
cluster 3
cluster 4

cluster 5

Obr. 8: Vysledky programu Geneland, ukazujici pfislusnost jednotlivych vzorkd k uréenym klastrum. Vievo
Manang a Mustang, vpravo NP Sagarmatha, zobrazeno programem ArcMap na pozadi nadmorské vysky
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Program Tess urc¢il K = 4 jako nejpravdépodobné&jsi pocet klastrii. Pfi K = 2 je vétSina
vzorkli z vychodni i zapadni oblasti zatfazena do stejného klastru, vydé€luji se pouze vzorky
v jihozapadni ¢asti NP Sagarmatha spolu s nékolika vzorky ze severozapadni ¢asti narodniho
parku a také spolu s jednim vzorkem z Manangu (W-BS-SL1282).

Pii rozdéleni datasetu na Ctyfi klastry jsou vSechny vzorky z oblasti Manang
a Mustang (s vyjimkou vzorku W-BS-SL1282, ktery tvoii samostany klastr) zatazeny do
jednoho klastru a neobjevuje se u nich zadna nebo jen mala pravdépodobnost, zZe by piisluseli
do jin¢ho klastru. Do stejného klastru spadaji i vzorky ze severni ¢asti NP Sagarmatha.
Jihozépadni ¢asti NP Sagarmatha tvofi opét samostatny klastr a vétSina vzorkd z centralni
oblasti narodniho parku spada pod ¢tvrty klastr (na obr. 9 zndzornén cCerveng), nicméné
u vSech téchto vzorki je urcita pravdépodobnost, ze pfislusi do klastru spolecné se zapadni
oblasti.

Pti vysSSich poctech klastrli ziistava tato struktura neménnd, pouze na severu NP

Sagarmatha jsou nékteré vzorky nejasné zarazeny, tedy spadaji do vice klastrii, z nichz zadny

nepievlada.

A)
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Obr. 9: A) Teselace pro K = 4, program Tess B) Rozdéleni vzork( levharti snéZnych do klastri podle Tess,
K =4, zobrazeno v programu ArcMap na pozadi nadmorské vysky

Program Baps prvni analyzou odhalil v datasetu levhartti snéznych 5 klastrti, druha
analyza pak probéhla s poctem K zafixovanym na 5.

Stejné jako Geneland a Tess odlisil i Baps vzorek W-BS-SL.1282 od ostatnich vzorki
v zapadni skupiné, nicméné zatadil tento vzorek do jednoho klastru spolu s dal§imi ¢tyrmi
vzorky z vychodni skupiny (viz obrazek 10). Stejné tak vzorek W-BS-SL1315 je jediny ze
svého klastru, ktery mé zastoupeni v zdpadni oblasti. Ve vychodni oblasti je oddélena
jihozapadni skupina, stejn¢ jako podle vysledka Structure, Genelandu a Tessu. VétSina vzorki
ve vychodni oblasti vSak spadd do klastru, ktery je sdilen vzorky ze severniho Mustangu
(na obr. 10 je tento klastr znazornén zlut€). Naprosta vétsina vzorkd z Manangu a Mustangu je
vSak fazena do jednoho klastru, ktery na vychodé¢ Nepalu v NP Sagarmatha nema zadné

zastoupeni.
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Obr. 10: Vysledky teselace z programu Baps. Modrd burika v zdpadni skupiné predstavuje
vzorek W-BS-SL1282, Cervend vzorek W-BS-SL1315. Na osdch x a y jsou zndzornény
zemépisné souradnice. A) cely dataset, B) zdpadni skupina, C) vychodni skupina
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3.1.5 Analyzy konektivity

Prvni analyza v programu Maxent odhalila, ze prediktory nejvyznamnéji urcujici
vhodnost habitatu levhart snéznych jsou primérna nadmotskd vyska a primérna rocni
teplota, dale v mens$i mife roni Uhrn srazek a vzdalenost od silnic, ¢aste¢né¢ vhodnost
ovliviiyje také typ krajinného pokryvu, solarni radiace a rozsah teplot.

Druhou analyzou v Maxentu, pouze s vyznamnymi prediktory, byl vytvoifen model

habitatové vhodnosti (obrazek 11).

Programem Circuitscape byla spoctena matice rezisten¢nich vzdalenosti mezi pary
vzorkl. Grafické znazornéni konektivity (obr. 12) probéhlo propojenim 34 jadrovych oblasti

(ptiloha 3).

habitat suitability

L
S high

A genetic samples

0

0 50 100 200 km

Obr. 11: Model habitatové vhodnosti pro levharty snézné. Zelend = vysokd vhodnost, ¢ervend =

nizkd vhodnost. Modré trojuhelnicky predstavuji genetické vzorky
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Obr. 12: Zndzornéni konektivity mezi 34 jadrovymi oblastmi levharta snéZného v Nepdlu,
zobrazeny genetické vzorky s vysledky programu Structure pro K = 3. A) cely Nepdl, B) Manang
a Mustang, C) Sagarmatha

3.1.6 Analyza IBD a IBR

Srovnéani genetickych vzdalenosti Fsr s geografickymi vzdalenostmi ukézalo slaby
vztah mezi genetickou odliSnosti a vzdalenosti (r = 0,14924; Z = 867797688,53385;
p <0,001), potvrzuje se slaby vliv izolace vzdalenosti (IBD). Test izolace rezistenci (IBR)
vykazuje podobné¢ slabou korelaci (r = 0,15785; Z =455729,95660; p < 0,001), izolace

rezistenci se tedy také slabé podili na genetické struktute levharta snézného.
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3.2 VIk obecny — mikrosatelitova a mitochondrialni data

3.2.1 Identifikace vzorku

Z celkovych 326 vzorka bylo jako vlk obecny identifikovano 288 vzorkt, na zakladé¢
vysledkt Structure pro K = 2 byli vyfazeni psi. Dataset 1ze rozdélit geograficky na nizinnou,
karpatskou a alpskou populaci. Pro alpskou populaci jsou k dispozici pouze mitochondrialni
data, tito vlci nejsou zahrnuti do mikrosatelitovych analyz.

250 z 288 vzorka vlki bylo pouzito pro mikrosatelitové analyzy. Jednalo se o 166
invazivnich vzorkl (165 vzorkd pochézejicich z tkani a jeden vzorek v krve) a 84 vzorkl
z trusu. Z téchto vzorkli 49 pochézi z nizinné populace (Polsko a osm vzorkli ze severnich
Cech — Liberecko, Broumovsko, Kokofinsko), 201 vzorkii pochazi z karpatské populace
(Slovensko, vychod CR, Polské Beskydy a Rumunsko).

Pro analyzy mitochondrialni DNA bylo pouzito celkem 257 vzorki, z toho
92 neinvazivnich vzorka pochézejicich z trusu a déale 165 invazivnich vzorka (164 tkanovych
vzorkd, 1 krevni vzorek). 44 vzorkl geograficky ptislusi k nizinné populaci, 175 ke karpatské
a 38 vzorkl z Rakouska formuje alpskou populaci.

Na zéklad¢ mitochondridlnich sekvenci byly vlkim pfifazeny haplotypy (tabulka 4)
(Hulva et al. 2018), znaceni haplotypti je podle Pilot et al. (2010). V Polské nizing
se vyskytovaly téméf pouze haplotypy z rozsitenéjsi haploskupiny 1 (haplotypy W1 a W2),
v Karpatech pfevladd haploskupina 2 (W6, W14, W22) (Pilot et al. 2010). V Rakousku se
vyskytovaly haplotypy z haploskupiny 1 (W23) i z haploskupiny 2 (W6, W22). Na Slovensku
byly kromé haplotypii z haploskupiny 2 nalezeni tfi jedinci s haplotypem W1 (blizko NP
Slovensky Kras) a 15 jedincii s haplotypem W2 (v blizkosti ptehrady Orava). Vlci ze severu
Ceské Republiky maji haplotypy W1 a W2, tedy stejné, jako vlci v Polské nizing. Naopak vlk
z Vysociny nese ,.karpatsky* haplotyp W14.

W1 Polska nizina, sever CR, Slovensko - Volovské Vrchy a Slovenske Rudohorie
w2 Polska nizina, sever CR, Slovensko - Kysucké Beskydy, Oravska Magura
1 W3 Polskd nizina
w4 Rumunsko - Vychodni Karpaty
W7 Rakousko
w23 Rakousko
W6 Polské Beskydy, Polska nizina, Moravskoslezské Beskydy, Slovensko, Rakousko
2 W14 Polské Beskydy, Vysocina, Slovensko, Rumunsko - Muntii Apuseni
W22 Rakousko
Tabulka 4: Identifikované haplotypy a jejich zastoupeni (Hulva et al. 2018)
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Pohlavi bylo zjistovadno pomoci kitu, ktery obsahoval lokusy mikrosatelitt, je tedy
uréeno pro téchto 250 vzorkl. Pohlavi se podafilo ur¢it u 228 vzorkd z 250. Pomér samic
asamcll je 1:1,26 — tedy na sto samic pfipadd 126 samcii. Pomér pohlavi pro nizinnou

populaci je 1:1,32 a pomér pohlavi pro karpatskou populaci je 1:1,24.

3.2.2 Populacné genetické analyzy

V programu Structure mélo nejvyssi podporu rozdéleni mikrosatelitového datasetu
na dva klastry, kdy se jasn¢ odd¢lila nizinna populace od karpatské (graf 3A), samostatna
analyza pouze karpatskych vzorkli ukdzala v Karpatech ¢tyti klastry (graf 3B). Celkem jsou
tedy vlci na studovaném tzemi rozdéleni do péti klastrii — nizinnd populace a Ctyfi klastry

v Karpatech.
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Graf 3: A) Delta K pro cely dataset viki, B) Delta K pro karpatské viky

Analyza pro K = 5 potvrdila oddéleni nizinn¢ a karpatské populace. V Karpatech byly
urCeny Ctyfi samostané klastry v oblasti Oravy, Levocskych vrchli, vychodniho Slovenska
a centralniho Slovenska. Déle byli v Karpatech odliSeni tfi jedinci, ktefi jsou geneticky blizsi
nizinnym vlkim, vSichni tfi nesou zdrovenl haplotyp W1, typicky pro vlky v polské niziné
(obr. 13). Vlci z Rumunska spadaji do jednoho klastru s vlky z vychodniho Slovenska a pfi
K =9 se odd¢€luji ve vlastnim klastru (Hulva et al. 2018).
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Obr. 13: Rozdéleni vlki na Slovensku, v Polskych Beskydech a Moravskoslezskych Beskydech
do mikrosatelitovych klastrii podle programu Structure, vysledek pro K = 5. Cervené jsou odliseni
tri jedinci spadajici do nizinného klastru, svétle modre pak druhd enkldva niZinnych vika

Analyza alelickych frekvenci a heterozygozity podle vysledkt Structure pro K = 2
(nizinna a karpatskéd populace) z programu GenAlex a zdkladni charakteristiky haplotypt pro

nizinnou, karpatskou a alpskou populaci z programu FSTAT jsou zobrazeny v tabulce 5.

A [populace [N [Na  [Ne o  [We  [Fs |

nizinna 50 7,667 4,236 0,704 0,744 0,063
karpatska 200 9,444 4,224 0,694 0,733 0,057
“ [popuace [N [Nn  [Hd  [Np [n  [TajmasD |Fusfs |
nizinna 44 4| 0,511 14| 0,01252 -0,08416 5,36
karpatska 175 4| 0,218 11 0,0078 0,11238 5,337
alpska 38 5| 0,663 9| 0,01196 1,2828 3,454

Tabulka 5: Charakteristiky populaci, A) mikrosatelity, N = pocet jedinct, Na = pocet
alel, Ne = efektivni pocet alel, Ho = oCekdvand heterozygozita, He = pozorovand
heterozygozita, Fis = inbredni koeficient B) mitochondrie, N =
Nh = pocet haplotypl, Hd = haplotypovad diverzita, Np = pocet polymorfnich mist,
1t = nukleotidovy polymorfismus, Tajima’s D a Fu’s FS oznacuji neutralitu alel

pocet jedincd,
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3.2.3 Analyzy krajinné genetiky

Analyza mikrosatelitového datasetu v softwaru Geneland, slouzici ke zjisténi poctu
klastr(i, probehla pro rozsah klastrti 1-20, protoze predchozi analyza v rozsahu 1-10 urcila ve
vSech deseti opakovanich vysledny pocet klastrii na 10. V analyze s maximalnim poctem
klastri 20 ur¢il Geneland pocet klastri nejednoznacné (tabulka 6), nejvyssi posteriorni
pravdépodobnost vysla pro K = 16, nicméné v deseti opakovéanich byl nejcastéji zastoupenym
vysledkem K = 11, navic pokud je pocet bunck v teselaci pfili§ velky, Geneland se chova jako
by klastry byly rozmistény ndhodné a nezévisle na sob& (Guillot, Estoup, et al. 2005). Proto

bylo pro druhou analyzu zvoleno 11 klastra.

9 16 12474.66669
Tabulka 6: Deset opakovdni analyzy
5 14 7165.242203 i . . .
v Genelandu s vyslednymi pocty klastri
1 13 6568.776034 , Y
(number of populations), sefazeno dle
7 13 4523.565030 . Y ) ) L,
prumérné  logaritmované  posteriorni
10 11 2767.405046 . . .
pravdépodobnosti (average log posterior
2 11 1955.934622 .
probability)
8 11 1536.303985
3 11 1061.680459
6 10 883.9776209
4 10 207.3881453

Vétsina vlkl z polské niziny byla Genelandem zafazena do jednoho klastru (vyjimku
tvoti vici na vychodé Polska), karpatskd populace (zvlast¢ Slovenské a Polské Beskydy) je
tvofena mnoha mens$imi klastry (obr. 14). Tento vysledek koresponduje s vysledkem
ze Structure a zaroven CGaste¢né odpovidd rozmisténi haplotypi. Vlky ze severu Cech
Geneland zatadil do nizinného klastru, zatimco vlk z Vyso€iny je zafazen ke klastrim

na Orav¢ a na vychodnim Slovensku.
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Obr. 14: Mapa prislusnosti ke klastru z programu Geneland, mikrosatelitovy dataset, K = 11.
Vysledek zobrazeny v systému ArcMap na pozadi nadmorské vysky a statnich hranic

V ptipad¢ mitochondridlniho datasetu rozdé€lil Geneland vzorky do Sesti klastri ve
vSech deseti opakovanich prvni analyzy. Ve druhé analyze bylo tedy zafixovano K = 6.
Na mitochondrialnim datasetu tedy Geneland odhalil méné komplexni strukturu, nez
na mikrosatelitovém, nicméné stejn¢ jako u mikrosatelitového datasetu je jasné oddélena
populace v nizinném Polsku.

Vramci Slovenska byly odhaleny tii klastry, dva z nich odpovidaji distribuci
haplotypt W6 a W14, tieti, zapadni, klastr je v oblasti Oravy, kde se krom¢ dvou karpatskych
haplotypt vyskytuji 1 vlci s nizinnym haplotypem W2. K zdpadnimu klastru patii 1 vlci
z Moravskoslezskych Beskyd a také vlk z Vyso€iny (obr. 15).

Muntii Apuseni v Rumunsku klastruji s jiznim Slovenskem. Vychodni Karpaty, které
nesou haplotypy vyskytujici se ve stepnich populacich vychodni Evropy, pak klastruji
se vzorky z vychodu Polska, kde se vyskytuji haplotypy stejné¢ho piivodu.
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Obr. 15: Vysledek teselace mitochondridlnich dat podle Genelandu, K = 6, zobrazeno

v programu ArcMap na pozadi stdtnich hranic a nadmorské vysky

V programu Tess se pii rozdéleni mikrosatelitového datasetu na dva klastry oddélila
polska nizina od Karpat s vyjimkou vzorkd v rumunskych Vychodnich Karpatech a jednoho
vzorku v rumunskych Zapadnich Karpatech (Muntii Apuseni), které byly zatazeny do klastru
spole¢né s nizinnymi vzorky (ptiloha 4). Divodem je maly pocet klastrti, pfi vys$Sim poctu
klastrii tyto vzorky klastruji s pozd¢ji oddélenym klastrem ve slovenskych Karpatech.

Vici ze severu Cech jsou fazeni k nizinné populaci, vlk z Vysodiny klastruje
s karpatskou populaci.

Pfi rozdéleni datasetu na tfi a vice klastri se zaind rozd€lovat karpatsky klastr,
oddéluji se vzorky z Levocskych vrchl. Vzorky z Muntii Apuseni klastruji se Slovenskem,
vzorky z Vychodnich Karpat s Levo¢skymi vrchy. Nejvétsi podporu ma rozdéleni na K = 4,
kdy se samostatné vydéluje vzorek D403 ze StraZzovskych vrchii (obr. 16). Pfi K = 7 a vice se

samostatné vydé€luji vzorky v severozapadnim Slovensku (Kysucka Vrchovina, Orava).
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Obr. 16 : A) Rozdéleni mikrosatelitovych vzork(i z programu Tess s nejvyssi
podporou pro K=4. Zelené vyznaceny vzorek na zdpadé Slovenska se vydéluje
do samostatného klastru

B) Teselace mikrosatelitovych vzorki pro K = 4 zprogramu Tess. Vzorek
ze zdpadniho Slovenska je vyznacen Zluté
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Program Tess pracuje pouze s maximalnim moznym poctem klastrti, proto napiiklad
pii K =5 je u nekterych vzorkil urcitd procentualni pravdépodobnost prislusnosti do patého
klastru, tato pravdépodobnost vsak nepfedstavuje vétSinu, proto pii konecné teselaci jsou

znazornény jen Ctyfi klastry. To je pfipad vzorkti z Kysucké Vrchoviny, které se ¢astecné

ey e

Tess pro mitochondridlni dataset pii K = 2 také ukazuje oddéleni Karpat od polské
niziny. VSechny rumunské vzorky pak Tess fadi ke karpatské populaci. Rakouské populace,
které se skldda z nositell vice riznych haplotypt, pii K = 2 klastruje nejasné s nizinnymi vlky
a pii K = 3 tvoii samostatny klastr. U ¢asti vychodoslovenskych vlki je pii K = 3 urcity podil
genetické informace shodny s rakouskym klastrem, nizinni vlci z Polska jsou jednoznacné
oddéleni.

Nejvétsi podporu ma opét, stejné jako u mikrosatelitového datasetu, rozde€leni
mitochondridlniho datasetu na Ctyfi klastry (obr. 17). Polska nizina a Rakousko tvoii
samostatné klastry (s vyjimkou nékolika vzorkd ve vychodnim Polsku, které¢ patii
do vychodoslovenského klastru), Slovensko se déli na dva klastry — vychodni a zépadni.
Do zapadniho klastru patfi i vzorky z rumunskych Zapadnich Karpat, do vychodoslovenského
klastru vzorky z Vychodnich Karpat.

Pti rozdé€leni na 5 a vice klastrii se jiz zddné nové klastry nevytvareji, pouze jednotlivé
vzorky kromé pievladajicitho klastru menSinové pfislusi i do dalSich klastri, pfipadné

je rozdéleni rovnomérné a vzorek se neda do zadného klastru s jistotou zatadit.

Mikrosatelitova data ukazuji Slovensko jako geneticky pomérné homogenni
a Vychodni Karpaty jako geneticky zcela odlisny klastr. Oproti tomu mitochondridlni data
rozdéluji Slovensko na dvé skupiny a vzorky z Vychodnich Karpat fadi do jedné z nich.
Oddéleni Polska je shodné u obou datasetli, rakouské vzorky jsou k dispozici jen pro

mitochondrialni dataset.
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Obr. 17: A) Rozdéleni mitochondridlniho datasetu v Tessu, vysledek pro K = 4, zobrazeno programu
ArcMap na pozadi nadmorské vysky a stdtnich hranic, B) Teselace mitochondridlniho datasetu pro
K =4z programu Tess
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V prvni analyze mikrosateliti v programu Baps byl nejpravdépodobné;jsi pocet klastrai
uréen na deset z maximalnich deseti moznych, analyza byla proto opakovana pro pocet
klastri 8 az 15 (z divodu omezeného poctu klastrii, které dokaze Baps spocitat v ramci jedné
analyzy). Poté Baps jednoznacné urcil pocet klastrii na 13. Analyza se zafixovanym poctem
klastrii probéhla tedy pro 13 klastri. Polsko je opét, s vyjimkou vzorku GOS28, urc¢eno jako

geneticky homogenni, na Slovensku se objevuje velké mnozstvi klastrii (obr. 18).

Obr. 18: A) \Vyslednad
teselace mikrosatelitovych
vzorku, BAPS, K = 13. Osy x a
y predstavuji geografické

souradnice. B) Stejny
vysledek zobrazeny
systémem ArcMap

s podkladem stdtnich hranic
a nadmorské vysky
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Mitochondrialni dataset byl prvni analyzou v Baps rozdé€len na ¢tyii klastry. Narozdil
od analyzy v Genelandu je podle Bapsu Rakousko rozdéleno na dva klastry a rakouské vzorky

prekvapive klastruji se vzorky z Vychodnich Karpat (obr. 19).

Obr. 19: Grdfické zndzornéni teselace mitochondridlnich vzork( viki programem BAPS, K = 4. Na osdch
X ay jsou vyneseny geografické souradnice

Stejné jako u vysledkli z Tess, tak 1 u vysledkli z programu Baps je v ptipadé
mikrosatelitového datasetu Slovensko (az na vyjimky jednotlivych vzorkl) homogenni,
naproti tomu na zaklad¢ mitochondrii je Slovensko rozdéleno na dva klastry, navic mala ¢ast
vzorkl klastruje s nizinnou polskou populaci. Opét, stejné jako v Tess, 1 zde jsou podle
z rumunskych Zapadnich Karpat je oddélen, zde vSak tvoii samostatny klastr a ne jeden klastr

s nizinnym Polskem.

3.2.4 Analyzy konektivity

V prvni analyze softwaru Maxent, modelujicim vhodnost habitatu, se jako vyznamné

prediktory pro karpatskou populaci ukazaly byt nadmoiskd vySka a fragmentace a tvar lesa,
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pro nizinnou populaci byla nejdilezitéjsi rozloha a fragmentace lesa, pro alpskou populaci
pak jsou nejdiilezitéjsi nadmoiské vyska, sklon svahti a rozloha a fragmentace lesa.
Druha analyza vytvotila model habitatové vhodnosti zvlast’ pro kazdou populaci vlka

(obr. 20).

V programu Circuitscape byly vytvofeny matice rezisenc¢nich vzdalenosti mezi
jednotlivymi vzorky a grafické znazornéni konektivity mezi jednotlivymi vzorky (pfiloha 5)

a metodou wall-to-wall, tedy znazornéni konektivity pro Sifeni z riiznych svétovych stran
(obr. 21).

Populaéni skupiny
4. alpska
A kapatska
A nizinna
Areal vyskytu
D trvale osidleny
I:’ sporadicky osidleny

Vhodnost prostiedi
P vysoka

- nizka
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Populaéni skupiny
4. alpska
A rampatska
A nizinna
Areal vyskytu
[ trvate osiateny
I:I sporadicky osldleny

Vhodnost prostredi
[ vysoka

- nizka

Populaéni skupiny

A alpska

A karpatska

A nizinna
Areal vyskytu
[ rvate osidieny
I:l sporadicky osidleny
Vhodnost prostiedi
[ vysoka

Obr. 20: Habitatovy model z programu Maxent, A) alpskd populace, B) karpatskd populace,
C) niZinnd populace
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Nizinna populace
Haplotypy
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Obr. 21: Zndzornéni krajinné konektivity metodou wall to wall. A) Alpskd populace s uréenymi
haplotypy, B) Karpatskd populace s urcenymi haplotypy, C) NiZinnd populace s uréenymi
haplotypy, D) PribliZzeni pro karpatskou populaci s vysledky Structure pro K = 2
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3.2.5 Analyza IBD a IBR

Korelace genetickych vzdalenosti Fst s geografickymi ukazala, ze izolace vzdalenosti
(IBD) se uplatiiuje vice v nizinné populaci, nez v karpatské (nizina: r = 0,21094;
Z =823897710,07606; p < 0,001; Karpaty: r = 0,11058; Z = 2084471079,44523; p < 0,05).
Ani u jedné populace se neprokazala izolace rezistenci pomoci korelace genetické vzdalenosti
s rezistencni vzdalenosti, tyto vysledky vsSak nejsou signifikantni (nizina: r = 0,06898;

7 =1285,30339; p > 0,2; Karpaty: r =0,02129; Z = 6098,15017; p > 0,9).

Naopak u mitochondrialniho datasetu v Karpatech se prokézala statisticky vyznamna
korelace mezi rozdily v haplotypech (p-distance) a geografickou vzdalenosti (r = 0,62161;
Z =18053396,75146; p < 0,001), v siteni haplotypti karpatskou populaci se tedy silné
uplatiiuje izolace vzdalenosti (IBD), zaroven se siln¢ uplatiiuje i1 izolace rezistenci IBR
(r=0,31520; Z =32,79235; p <0,001).

V polské nizin¢ se izolace vzdalenosti uplatiuje velmi slabé (r = 0,17702;
7 =16561166,17544; p < 0,001), vétsi vliv ma izolace rezistenci (r = 0,21701; Z = 26,48373;
p <0,05), stale je vSak vliv IBR slaby.

V alpské populaci se potvrdila izolace rezistenci (r = 0,22378; Z = 7,77663; p < 0,01),
slaby vliv izolace vzdalenosti neni prukazny (r = 0,10584; Z =2972808,78416; p > 0,1).
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4 Diskuze

4.1 Levhart snéZny

Vysledky této prace ukazuji omezenou disperzi levharti snéznych v Nepalu.
Vzhledem k dostatku mozné kofisti maji levharti snézni v Nepalu mensi domovské okrsky,
nez napiiklad v Mongolsku (Jackson et al. 2010), disperzi vSak limituji hlavné topografické
bariéry, jak je patrné z vysledkl habitatového modelovani, protoze vhodny habitat zde tvori
pouze Uzké pasy na svazich okolo vrcholi hor.

Existuje fada studii na levhartech snéznych v Nepalu, jen malo z nich vSak pracovalo
s genetickou informaci a vétSina z nich se zabyvala slozenim potravy levharta snézného a jeho
vlivem na hospodatska zvirata (Lovari et al. 2009; Wegge et al. 2012; Ferretti et al. 2014),
pfipadné preferovanym habitatem a velikosti domovského okrsku (Aryal et al. 2014) nebo
odhadem pocetnosti (Karmacharya et al. 2011). Cast studii je pak zalozena na datech
z fotopasti, dotaznicich nebo pobytovych znacich (v Nepalu napt. Ale et al. 2007; Wolf & Ale
2009) a takové studie mohou byt nepiesné, napiiklad kvili Casté zdméné trusu levhartii
snéznych a jinych Selem, napt. liSek obecnych (JaneCka et al. 2008, 2011). Také studie
konektivity populaci levharta snézného zminuji Nepal jen okrajové (Riordan et al. 2016; Li
etal. 2016; Janecka etal. 2017), vysledky této prace tedy nelze pifimo porovnat s jinymi

studiemi.

4.1.1 NP Sagarmatha

Krajinn€ genetické analyzy levharta snézného ukézaly genetickou diferenciaci
jednotlivych populaci zvlasté¢ ve vychodni ¢asti Nepalu v oblasti NP Sagarmatha. VSechny
analyzy v této oblasti vyd¢€luji samostatné jihozapadni klastr vzorkd (Structure dokonce pfi
K = 2, tato diferenciace je tedy velmi silnd). Narodni park Sagarmatha je jedno z turisticky
nejnavstévovangjSich mist Nepalu. Turistické centrum parku lezi v mésteCku Namche Bazaar,
odkud vedou cesty do zékladniho tdbora pod Mount Everestem a k dalSim vrcholim.
V sezén€ se na frekventovanych cestdch pohybuji stovky lidi, proudi zde karavany jaki,
nosi¢i, turist¢ (Nepal & Nepal 2004). Takto zalidnéné oblasti piedstavuji pro levharta
snézného velkou prekazku (Wolf & Ale 2009). Podle vysledkil genetickych analyz je ziejmé,
ze disperze levhartli snéznych je v NP Sagarmatha limitovand, jihozapadni klastr odpovida
udoli zapadn¢ od Namche Bazaar, zatimco ostatni nalezy pochédzi zudoli vychodné

od turistického centra, v jizni ¢asti zapadniho a vychodniho udoli je vz4jemna diferenciace
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nejsilngjsi, podle vysledki vSech analyz. Jizn¢ od Namche Bazaar vede cesta, ktera je jedinou
pristupovou cestou do narodniho parku, obejit mésto zjihu je tedy pro levharty snézné
neschtidné.

Severné se mésto obejit da, ale pouze s piekonanim trasy Gokyo, na které je
koncentrace turistii ze vSech tras nejmensi (Nepal & Nepal 2004), tento pfechod navic v jizni
casti ztézuje horsky hieben lezici paraleln€ s turistickou trasou. Tomu odpovida urcitd, i kdyz
velmi mald, mira genového toku mezi zapadnim tdolim a zapadni €asti vychodniho udoli

v jeho severni oblasti.

4.1.2 Manang a Mustang

Studovana populace ze zapadni ¢asti Nepalu (Manang a Mustang) nevykazuje tak
jasnou populacni strukturu, jako populace v Sagarmathé. Tento vysledek je pomérné
ptekvapivy vzhledem k vysoké rezistenci prostiedi mezi Manangem a Mustangem, které jsou
oddéleny horskym hiebenem tdhnoucim se od vrcholu Khatung Kang smérem k jezeru
Tilicho Tal. Vysledky analyzy konektivity ukazaly tfi mozné cesty, kudy se mohou levharti
snézni pohybovat mezi Manangem a Mustangem. Dva mozné koridory do Mustangu vedou
z oblasti Lamjung, kterd se nachazi zhruba 40 km vychodné od Manangu a tyto dvé oblasti
jsou habitatové velmi dobie propojeny. Z Lamjung vede ptirozeny koridor do Mustangu, usti
vSak severnéji, neZ je studovana oblast, takZe by se levharti snézni museli dostat dale na jih
skrz hornatou oblast a sloZit¢ obchazet vrcholy hor. Druhou moZnou cestou je jizni propojeni
mezi Lamjungem a Mustangem, které sice Usti ve studované oblasti, ale konektivita habitatu
je zde o poznani horsi. NejpravdépodobnéjSim vysvétlenim se tedy zda byt treti moznost, tedy
ze levharti sné€zni prechazi pres hieben jizné od Sestitisicovky Khatung Kang ¢i v blizkosti
jezera Tilicho Tal. Dispergujici jedinci vSak mohou byt méné habitatoveé specificti, nez
rezidenti (Mateo-Sanchez et al. 2015; Jackson et al. 2016), je tedy mozné, Ze levharti snézni

bézné prekonavaji tuto prekazku a pti disperzi toleruji vyssi nadmotské vysky.

4.1.3 Genovy tok mezi oblasti Annapuren (Manang a Mustang) a Sagarmathou

Nékteré ze vzorkli z oblasti Mustangu byly uréeny jako geneticky piibuznéjsi
levhartim snéZznym z jihozapadni ¢asti NP Sagarmatha, nez ostatnim vzorkiim z Manangu
¢i Mustangu. Oblasti jsou od sebe vzdéaleny zhruba 300 km vzdusnou Carou, primérna denni

vzdalenost urazend levharty snéznymi v Nepalu je 1-1,3 km (Jackson & Ahlborn 1989),
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a NP Sagarmatha. Pro tuto oblast bohuzel nejsou k dispozici genetické vzorky.

Vysledky analyzy konektivity ukazuji dvé ptistupové cesty do Sagarmathy, ze zapadu
a z jihu, do ostatnich ¢asti Sagarmathy se mohou levharti snézni dostat pravdépodobné pouze
témito cestami, coz je v souladu s vysledky genetickych analyz. Na druhou stranu Structure
a Baps ukazuji také podobnost jedinci ze severniho Mustangu stémi ze severu NP
Sagarmatha, coz by naznacovalo moznost genového toku ptes Tibetskou nahorni ploSinu.
Lovari a kol. (2009) navrhuji, Ze levharti sné€zni mohli Sagarmathu rekolonizovat ze severu
prismykem Nangpa a moZzné propojeni téchto dvou oblasti Nepalu ptes Tibet naznacuji
i vysledky konektivity jinych autorti (Li et al. 2016; Riordan et al. 2016; Janecka et al. 2017),
tyto studie se vSak soustfedily na celou oblast vyskytu druhu a neurcily jednotlivé koridory,
spiSe vhodné oblasti. Analyza konektivity v této praci vSak propojovala pouze jadrové oblasti
vhodnych habitati v Nepalu, je proto mozZné, Ze koridory vedouci z NP Sagarmatha smérem
na sever nebyly odhaleny.

Zachovani habitatové konektivity je zdsadni nejen z divodu umoznéni genového toku
a tim udrZeni Zivotaschopné populace, ale mlize pomoci k zachovani habitatové konektivity
jinych druhil jako napf. liSek, ryst, vlk nebo dhoulll (Alexander et al. 2016; Fleishman et al.
2017). Je tedy tfeba ochrana piirozenych koridori propojujicich oblasti vyskytu levharta

sné¢zného 1 zachovani konektivity krajiny pro velké savce v ramci téchto oblasti.

4.2 VIk obecny

Vysledky prace ukazuji na jasné oddéleni vlkii do dvou populaci — niZinné a karpatské.
Toto rozdéleni ukazaly programy Structure, Geneland, Tess i Baps a to jak pro
mitochondrialni, tak pro mikrosatelitova data. Tento vysledek je konzistentni s vysledky
z jinych studii (Czarnomska et al. 2013) a odpovida distribuci dvou haploskupin (Pilot et al.
2010), které se v oblasti Karpat setkavaji.

V minulosti v Evropé 1 ve svété pievladala haploskupina 2, kterd se v soucasnosti
vyskytuje jiz jen na nékterych mistech Evropy, v Italii, v Karpatech a na Balkanu.
Haploskupina 1, tedy haploskupina vyskytujici se u nizinnych vlkii z Polska, starobyle;jsi
haploskupinu 2 postupné nahrazuje (Pilot et al. 2010).

Diky nartistu pocetnosti vlki, ktery se déje v poslednich letech (Chapron et al. 2014),

by se vici z nizinné a karpatské populace mohli setkdvat v jiznim Polsku. Silnd diferenciace
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téchto populaci pravdépodobné neni vzhledem k velkym disperznim schopnostem vlka
(Wabakken et al. 2007) zplsobena geografickou vzdalenosti. Nejpravdépodobnéjsim
vysvétlenim je tak rozdilnost habitati — roli miize hrat adaptace na jiny typ kofisti (Pilot et al.
2006; Jedrzejewski et al. 2012), disperze omezena habitatem narozeni (Pilot et al. 2006),
behavioralni adaptace na typ krajiny ve velké miie ovlivnény ¢lovékem (Nowak & Mystajek
2016; Hulva et al. 2018) nebo fyziologické rozdily souvisejici s adaptaci na odlisSné
environmentalni prostiedi. V ptipad¢ ,presunu® vlka do odliSného habitatu, nez na jaky
je adaptovan, hrozi vyrazné snizeni uspéSnosti lovu (Mufioz-Fuentes et al. 2009), zvySena
mortalita mldd’at (Nowak & Myslajek 2016), nebo naptiklad zvySené riziko parazitace
(Darimont et al. 2003).

Jak u nizinnych, tak u karpatskych vlki hraje podle vysledkt habitatového modelovani
velkou roli zalesnénost prostiedi, les se ukazal byt dulezitym faktorem umoziujicim
konektivitu prostfedi i1 u fady jinych velkych Selem (Yumnam et al. 2014; Warren et al. 2016;
Thompson & Velilla 2017).

4.2.1 Geneticka struktura vlkia v Zapadnich Karpatech

Distribuce haplotypii ukazuje v ramci slovenskych Karpat dva hlavni klastry —
jihozadpadni a severovychodni, toto rozdé€leni také potvdily programy Geneland, Tess 1 Baps.
Jednotlivé programy se vSak 1i§i v ureni dalSich, menSich klastrii. Programy Baps a Tess
urcily pro mitochondridlni data ¢tyfi klastry a oblast Oravy fadi ¢aste€né k niZinné populaci
a ¢asteCné k jihozdpadnimu slovenskému klastru. Program Geneland, ktery neurcuje klastry
na zaklad¢ jednotlivych vzorkd, ale na zékladé populaci, zaradil vétSinu vzorkl z Oravy
do samostatného klastru a ¢ast potom do klastru spole¢né se vzorky z vychodniho Rumunska.
Distribuce haplotypti v Karpatech je déna ptfedev§im geografickou vzdélenosti, uplatiiuje
se zde také izolace zplisobena rezistenci prostiedi.

Rozdéleni vlki podle mikrosatelitové informace je komplexnéjsi nez rozdéleni
na zaklad€ mitochondrii, bylo zde urceno velké mnozstvi malych klastrii, ve skutecnosti ale
vétSina vzorkil spada do nékolika nejvétsich klastrit (naptiklad Baps urcil v ramci Slovenska
devét genetickych klastril, vice nez polovina vzorku je ale soucasti jednoho klastru a téméf
80 % vlki spadd do dvou nejvétSich klastri). Tyto vzorce, které jsou v kontrastu
s homogenitou stfedoevropské nizinné populace, naznacuji diferenciaci na subpopulace
vlivem rezistence horského prosttedi k disperzi a urcitou frakci populace dispergujici na vétsi

vzdalenosti (cf. napt. Tammeleht et al. 2010).
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Geneticky odlisSné oblasti odpovidaji dvéma enklavam nizinnych vlkt v Karpatech,
o kterych se zmifluji v nasledujici kapitole. Tieti oblasti, kterou vyc¢lenily vSechny programy
jako samostany klastr, je pohoti Cergov spolu s Levoéskymi Vrchy. Tato oblast je oddélena
od centralniho Slovenska dalnici E50 z Ziliny do Kosic, ktera tvoii jizni hranici populace
vlkt z Levoée a Cergova. Na vychod i na zapad se pak tito vici mohou §ifit jen omezené kvili
nizké konektivité¢ krajiny. Moznou spojnici s ostatnimi slovenskymi vlky jsou koridory
vedouci skrz Polské Beskydy.

Oblast CHKO Vychodné Karpaty a Narodni Park Poloniny na vychodé€ Slovenska jsou
podle analyz konektivity dobie propojeny s ukrajinskymi a rumunskymi Karpaty, smérem
do stiedniho Slovenska potom vede ptfirozeny koridor, ktery kiizi severo-jizni dalnici z Kosic
do PreSova. Vychodoslovenskou oblast jako samostatnou urc¢il program Structure, ktery ma
dobré vysledky v detekovani postupné (klindlni) zmény (Chen et al. 2007), a Geneland. To
naznacuje, Ze je tato oblast oddélena od stfedniho Slovenska pouze Castecng, kontakt mezi
populacemi nezajistuje jen maly pocCet migrantd, na druhou stranu populace nejsou
plnohodnotné propojené. Roli zde pravdépodobné hraje castecné zminéna dalnice, ktera
predstavuje linearni bariéru genového toku, dobfe detekovatelnou pro Geneland (Chen et al.
2007), castecné muze mit maly vliv izolace vzdalenosti, kterou v podobé postupné zmény
detekoval Structure, dalsim faktorem je odliSny typ prostfedi na vychod¢ Slovenska oproti
sttednimu a zdpadnimu Slovensku, tyto oblasti se 1i§i typem krajinného pokryvu
1 nadmotskou vyskou — v oblasti Polonin pfevladaji smiSené nebo listnaté lesy (Hulva et al.
2018). Vychodozapadni rozdé€leni je zfejmé také u medvéda hnédého (Straka et al. 2012).

Pokud pomineme oblasti vyskytu vlkii s haploskupinou 1 (tedy ,,nizinné* haplotypy),
pak je zifejma rozdilnd detekovana struktura podle mitochondridlni — centralni Slovensko
a vychodni Slovensko — a mikrosatelitové DNA — centralni Slovensko, Levoc&ské vrchy
a Cergov a (podle Structure a Geneland) vychodni Slovensko, dale viak velké mnoZstvi
malych klastrii, které se ne u vSech programt shoduji. I v oblastech vyskytu nizinnych vlki
odhalily analyzy mikrosatelitové DNA komplexnéjsi strukturu. Zatimco mikrosatelity jsou
soucasti jaderné DNA a tedy diploidni, haploidni mitochondridlni DNA se dédi pouze po
matefské linii. PrestoZze u vlkl disperguji ob& pohlavi, je mozné, ze se ve vétsi mife jedna
o samce (Wabakken et al. 2001; Jedrzejewski et al. 2005). Komplexnéjsi struktura u diploidni
DNA asilngsi  diferenciace  haploidni DNA mulze napovidat genovému toku
zprostiedkovanému ve vétsi mife samci nez samicemi (Sacks et al. 2004), kdy mikrosatelitova
DNA se promisi, ale distribuce haplotypt ziistava kvili filopatrii samic neménna. Takovou

strukturu u vlkl odhalily i jiné studie (Pilot et al. 2006; Jansson et al. 2014) a odpovida tomu
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1vyssi vliv geografické 1 rezistencni vzdalenosti na miru odliSnosti mezi haplotypy nez
na genetickou vzdalenost mezi mikrosatelity. Distribuce haplotypti je pak pravdépodobné
disledkem bottleneckii ve 20. stoleti, kdy vlci pfezivali na vychod¢ Slovenska a v centralnim
Slovensku. Bottlenecky maji vétsi vliv na mitochondrialni DNA nez na mikrosatelity
z divodu mensi efektivni populacni velikosti, mitochondrialni variabilita se tak mtze snizovat

diky jevu lineage sorting (Pilot et al. 2006; Hulva et al. 2018).

4.2.2 Nizinna populace a enklavy nizinnych vlka v Karpatech

Modelovani konektivity metodou wall-to-wall, tedy Sifeni ze vSech svétovych stran,
ukazuje dobré propojeni habitatli v ramci oblouku Karpat i relativné dobrou moznost disperze
ze zapadniho Slovenska do Ceské Republiky pies Jeseniky. Siteni karpatské populace
smérem na sever, do polské niziny, vSak neusnadiiuje Zadny pfirozeny koridor a zvIast
v okoli Katowic je pro karpatské vlky vysoka rezistence.

Naopak nizinni vlci se mohou S§ifit do Karpat n€kolika cestami. Konektivita mezi
Beskydy a Oravou, kde se nachazi enklava nizinnych vlki, je pro vlky nizinné populace
pomérné dobrd, napiiklad pfes byvalou celnici v Mostech u Jablunkova nebo skrz Makovsky
prismyk, které byly jiz diive oznaeny jako dulezité koridory propojujici Beskydy (And¢l
etal. 2010). Druhd moznd cesta pak vede pies Rohace (vychodné¢ od Oravy). VEtSim
problémem pro nizinné vlky mlize byt spiSe dostat se do jizniho Polska, nez projit skrz Polské
Beskydy. Nizkou konektivitu mezi severnim a jiznim Polskem ukézala i studie Huck a kol.
(2010), kteti vyuzili model nejlevngjsi cesty (least-cost path). Jejich model ukazuje pomérné
dobrou konektivitu u vychodnich hranic Polska, zatimco model z této prace urcil zaroven
moznost propojeni jizniho a severniho Polska zapadni cestou podél hranic s Némeckem.
Modely vyuzivajici teorii obvodl by mély byt piesnéjsi, protoze jsou schopny zahrnout vice
moznych migra¢nich cest (McRae & Beier 2007; Jackson et al. 2016).

Oravska oblast je zaroven velmi vhodné pro karpatskou populaci vlki a zaroven je
do urcité miry vhodna i pro vlky nizinné populace, pro které je také snadno pfistupna vyse
popsanymi koridory a to bez nutnosti prekondvat pro né¢ nevhodnou krajinu stiedniho
Slovenska. Vyskytuji se tak zde na jednom Uzemi zastupci karpatské i nizinné populace. Vlci
nesouci ,,nizinny*“ haplotyp W2 jsou vSak na zdkladé¢ mikrosatelitovych dat pfifazovani
do samostatnych klastri a nikoli k nizinnym, Tess pro K = 2 dokonce tyto vlky pfifadil
ke karpatskym. Tyto vysledky ukazuji, Ze oravska enklava nizinnych vlkl nevznikla recentné,

ale Ze zde jiz n¢jakou dobu probiha kiizeni s karpatskymi vlky. Tomu odpovidad i pomérné
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vysoky pocet jedincti s haplotypem W2 v této oblasti (Hulva et al. 2018). Geneland a Baps
pak v této oblasti vyclenuji velké mnozstvi dalSich klastrii, Casto zastoupenych né¢kolika mélo
jedinci, které haplotypem spadaji bud’ do horské populace anebo jsou klastry namichané
z prislusniki  obou populaci. Geneland a Baps neurCuji miru genetického piimiseni
u jednotlivych vzorkti, pouze nejpravdépodobnéjsi klastr (Chen et al. 2007), je tedy mozné,
ze tito jedinci nesou urc¢itou kombinaci ,,horské a ,,nizinné* genetické informace a proto byli
vydéleni do samostatnych klastrt.

V porovnani s oravskym klastrem je druhd enkldva nizinnych vlkd v Karpatech
mnohem mensi (jedna se o tfi jedince nesouci haplotyp W1) a také je zde menSi stupen
genetického pfimiseni, vznikla tedy pravdépodobné recentnéji, nez oravska enklava (Hulva
et al. 2018). Jedna se o oblast v okoli Levoce v v blizkosti narodnich parkti Slovensky Kras
a Slovensky R4j a habitatova konektivita pro niZinné vlky je v této oblasti Spatnd. Smérem
na vychod je krajina téméf nepropustnd a na severu brani disperzi dalnice ES0 z vychodu
na zapad. Nejpravdépodobnéji vedla cesta téchto vlka pres stfedni Slovensko, ptes hornatou
Fatransko-Tatranskou oblast. Z Polska se skrz Ceské pohrani¢i nizinni vilci mohou dostat
do Beskyd a po ptekonani silnice mezi Olomouci a Ostravou je konektivita habitatu natolik
vhodnd, ze umoznuje ptechod hranic na Slovensko nékolika koridory, pravdépodobné pies

Vsetinské nebo Vizovické vrchy, kde se vici z Beskyd Casto objevuji (Andél et al. 2010).

4.2.3 Alpska populace

Na zaklad€ mitochondridlnich dat byla urcena jesté alpska populace, pro kterou nebyly
k dispozici mikrosatelitova data, ale pouze urcené haplotypy. Tato populace nese haplotypy
z obou haploskupin, az na malou skupinu s karpatskym haplotem W6 a jeden vzorek
s nizinnym haplotypem W1 se vSak jedna o haplotypy, které se nevyskytuji v niZinné ani
karpatské populaci. V souladu s vys$si cClenitosti terénu se v alpské populaci potvrdil vliv
izolace rezistenci.

Podle vysledkt habitatového modelovani vyhovuji karpatskym 1 alpskym viktim témét
stejné podminky. Konektivita mezi témito dvéma oblastmi je vSak velice nizka. Haplotyp W6
se vsak vyskytuje i na Apeninském poloostrové a na Balkdn¢ (Randi et al. 2000), haplotyp
W22 je pivodem na Apeninském poloostrové, W23 na Balkan¢ (Pilot et al. 2010). Kviili
chybéjici mikrosatelitové informaci nemtizeme porovnat ptipadné kiizeni s karpatskymi viky.

Haplotyp W1 se také vyskytuje nejen v Polsku, ale 1 v Bulharsku (Randi et al. 2000), nicméné

65



podle analyz konektivity se vlk z nizinné¢ populace mohl do Rakouska dostat ptes Krusné
hory, Cesky Les a Sumavu.

Program Baps zafadil nékteré jedince z této rakouské populace ke dvéma vzorkim
z Vychodnich Karpat v Rumunsku, pfestoze se u téchto vzorkii nejedna o stejny haplotyp.
Tento vysledek by mohl byt zpisoben malym zastoupenim haplotypu W4 v analyzovaném
datasetu (jedna se pouze o tyto dva rumunské vzorky), na druhou stranu jsou tyto vzorky
geograficky velmi vzdaleny a Baps, ktery zaradi bliz§i vzorky do stejného klastru spiSe nez
vzdalenéjsi (Corander et al. 2008), by je tedy mél zatfadit do odliSnych klastrii. Toto rozdéleni
zustalo stejné i pii opakovani analyzy a bez dalSich dat nejsem schopna tento vysledek

interpretovat.

4.2.4 Rumunské Karpaty

Vlci zMuntii Apuseni v rumunskych Zédpadnich Karpatech maji  haplotypy
odpovidajici jihozapadnimu slovenskému klastru, nékteré programy vsak vydé€luji jizni
vzorek a fadi ho k niZinné populaci (Tess na mikrosatelitech pro K = 2 i pro K = 4, Structure
pro K = 2) nebo spolecné se severnéjSimi vzorky ke slovenskému klastru (vSechny analyzy
mitochondridlniho datasetu) a jiné programy ho fadi ke vzorkim z Vychodnich Karpat
(Geneland na mikrosatelitech). Jakkoliv nejednoznacné jsou tyto vysledky, ukazuji, ze vlci
jsou schopni se §ifit obloukem Karpat. Podle vysledkii analyzy konektivity se do rumunskych
Zapadnich Karpat mohli vlci dostat jak ptes karpatsky oblouk, tak omezené skrz
severozapadni Rumunsko.

Vlci z Vychodnich Karpat jsou nositeli haplotypu W4, ktery je ptivodem ze stepnich
populaci v pontické oblasti. Stejny ptivod ma haplotyp 1 W3, vyskytujici se u dvou vlka
v nizinném Polsku. Analyza mikrosatelitové DNA programy Tess a Geneland ukazala
podobnost téchto vzorkd, Baps zatfadil vychodorumunské vzorky do samostatného klastru.

Je pravdépodobné, Ze tito vici pochazi z pontické populace (Hulva et al. 2018).

4.2.5 VIk z Vysoc€iny

Samec vlka, ktery byl srazen autem na dalnici D1 na Vysoc€ing, je nositelem
karpatského haplotypu W14 a predstavuje prvni dolozenou disperzi na vétsi vzdalenost
z oblouku Karpat (Hulva et al. 2018). Podle mikrosatelitové informace byl vlk zatazen
do stfedoslovenského klastru, Geneland vlka pfifadil ke klastru z Polskych Beskyd a Oravy.
Vlk pftiSel pravdépodobné ze zdpadniho Slovenska nebo z Polskych Beskyd stejnym
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koridorem, ktery je podle analyz konektivity vyuzivan nizinnymi vlky, totiz ptes Jeseniky
adale pies Zd4rské Vrchy. Druhou moznou trasou je zBeskyd do Vizovickych

¢i Vsetinskych vrchii, Chiib a smérem na sever k Jihlave.

Uvedena zjisténi podtrhuji nutnost zachovat ptirozené migracni koridory a zlepsit
konektivitu krajiny v kritickych oblastech naptiklad vybudovanim ekodukt pteklenujicich
délnice. Legélni lov vlki na Slovensku muze zpusobit zvySenou migraci do Karpat (Kutal
et al. 2016) a tedy nahrazovéani pivodni populace nizinnou. Karpatsti vlci predstavuji jednu
z poslednich populaci nesoucich haplotypy haploskupiny 2 (Pilot et al. 2010) a byly u nich
zaznamenany odlisné fenotypové vlastnosti (Okarma & Buchalczyk 1993; Milenkovi¢ et al.
2010; Hulva et al. 2018), vyssi ochrana vlkii na Slovensku tedy miize zabranit postupnému

ubytku této populace.
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5 Zavér

Z vysledkl této prace vyplyva, ze i u velkych mobilnich Selem je patrna geneticka
struktura, kterd koresponduje s druhove nebo populacné specifickou konektivitou krajiny.

U levhartti snéznych je genetickd struktura ovlivnéna predevs§im blizkosti lidi a cest
vyuzivanych lidmi, které pro né piedstavuji disperzni bariéru. Znacnou roli hraje také
topografie terénu, kterd vyrazné omezuje vyskyt vhodného habitatu levharti snéznych
v Nepalu. Vysledky genetickych studii ale naznacuji, Ze jsou levharti snézni schopni piekonat
1 vy$si nadmoiské vysky, nez v jakych se bézné vyskytuji. K lep§imu pochopeni disperznich
schopnosti levhartii snéznych je zapotiebi dal$i vyzkum, ktery by zmapoval i1 oblast mezi
Nérodnim parkem Sagarmatha a oblasti Annapuren.

Genetickou strukturu vlkt ve stfedni Evropé ovliviiuje ptredevsim habitat narozeni.
Existuji zde dva dominantni ekotypy, nizinny a horsky. V nizinné populaci dominuje
haploskupina 1, zatimco v karpatské populaci starobylejsi haploskupina 2. Bude potieba
dalsiho vyzkumu k ovéfeni proximatnich mechanismi za timto jevem (jiny ptivod populaci
vs. lineage sorting pii bottlenecku). Cetnost disperze mimo rodny habitat naznaluji, ze
rezistence niZzinného prostiedi pro horské vlky je vétsi nez rezistence horského prostedi pro
niZinnou populaci. Dokladem je enklava nizinnych vlkid na Oravé, kde niZinni vlci Ziji v jedné
oblasti s karpatskymi a také dochdzi k vzajemnénu kiiZeni. Jedinym zndmym piikladem
disperze z Karpat na vétsi vzdalenost pfedstavuje samec srazeny na dalnici D1 na Vysocing.
Kromé typu prostiedi je genetickd struktura vlki ovlivnéna do velké miry fragmentaci
habitatu zéstavbou, velkymi silnicemi a malou zalesnénosti, které snizuji konektivitu krajiny.
Dalsi vyzkum miize pomoci k lepS§imu porozuméni aspektii prostorové ekologie vlka

ve stfedni Evropé€ a k odhaleni pfipadnych adaptivnich zmén v populacich.
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6 Dostupnost dat

Seznam vzorkil levhartl snéznych vcetné geografickych soufadnic je k dispozici
v ptiloze 1, seznam vzorkli vlki obecnych vcetné geografickych soufadnic, urcenych
haplotypt a ptistupového ¢isla pro GenBank je k dispozici v pfiloze 2. Ur¢ené hodnoty délek
alel jednotlivych mikrosatelitovych lokusti levharti snéznych jsou k dispozici v ptiloze 6,
elektronicky odkaz na vysledné hodnoty délek alel mikrosatelitovych lokust vlkti obecnych je
k dispozici ve studii Hulva et al. (2018), kterd je pfiloZena jako ptiloha 7. Geograficka vstupni
data jsou z dlivodu nekompatibility jejich formati se SIS k dispozici na vyzadani u autorky

prace (marketa.benesova@gmail.com).
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8 Seznam priloh

Uvedené ptilohy jsou umistény samostatn¢ na prilozeném CD-ROM.

Priloha 1 — tabulka vzorku levhartii snéznych

Priloha 2 — tabulka vzorku vlka obecnych

Priloha 3 — mapa jadrovych oblasti, levhart snézny

Priloha 4 — vysledek analyzy Tess pro K =2, vlk obecny

Priloha 5 — vysledek analyzy parové konektivity, vlk obecny

Priloha 6 — tabulka vyslednych hodnot délek alel mikrosatelitovych lokusti, levhart snézny

Priloha 7 — studie Hulva et al. (2018)
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