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Abstrakt

Bobii prosli v poslednich nékolika staletich dramatickym snizenim velikosti populaci
nasledovanym expanzi podpotenou reintrodukcemi. V disledku tohoto bottlenecku je ziejmé
genetickd variabilita velmi ochuzena. Je znamo 31 recentnich mitochondrialnich haplotypt,
pricemz nékteré byly popsany vicekrat nezavisle na sob¢. Tyto haplotypy jsou rozdéleny do
dvou vétvi, na jejichz zdklad¢ je rozpoznavana zapadni a vychodni ESU. Lokusy mikrosatelitli
maji sttedn€ velkou variabilitu, naopak diverzita lokusti na chromozomu Y je velmi nizka. U
druhého exonu MHC genu DRB bylo popsano pouze deset alel. Zadny mitochondrialni
haplotyp ani MHC alela nejsou sdileny napii¢ reliktnimi populacemi. Tato vyrazna geneticka
struktura neni u vzorkl z doby pied bottleneckem patrnd. Popsané poddruhy bobra evropského
jsou tedy pouze artefaktem posledniho bottlenecku. Nove ustavené populace jsou ¢asto tvoreny
bobry s riznym plivodem a jsou vice ¢1 mén¢ prokiizené. Zda se, Ze tyto admixované populace
inbredni deprese. Pii reintrodukcich je tedy vyhodné pouzit jedince z n¢kolika zdrojovych
reliktnich populaci, popfipadé pouzit bobry z admixovanych populaci. Vice druhti proslych

bottleneckem a recentni expanzi vykazuje podobnosti s popula¢ni strukturou bobra evropského.

Klic¢ova slova: Castor, bottleneck, prokiizenost, populacni genetika, reintrodukce



Abstract

In the last few centuries beavers passed through dramatic declining of the population size
followed by expansion supported by reintroductions. The genetical variability is much
decreased due to this bottleneck. Current beavers possess 31 known recent mitochondrial
haplotypes, among which some were described independently several times. The haplotypes
form two clusters, which serve as a base for dividing beaver populations into the west and east
ESU. While microsatellite loci show moderate variability, the diversity of Y chromosome loci
is very low. There are only ten described alleles of the DRB second exon, which belong to the
MHC loci. No mitochondrial haplotype or MHC allele is shared between relict populations.
This is not noticeable in samples from the time before the bottleneck. Described subspecies are
therefore only the artefact of the recent bottleneck. Newly established populations comprise in
many cases beavers of various origin and are more or less admixed. It seems, that the admixed
populations have higher viability and conversely in some relict populations it is possible to find
the evidence of the inbreeding depression. Thus, for reintroductions it is advantageous to use
individuals from several source relict populations or to use beavers from admixed populations.
Several species passed through the bottleneck and the recent expansions shows similarities with

the population structure of the Eurasian beaver.
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1. Uvod
Bobr evropsky je semiakvaticky hlodavec, jenz se diive vyskytoval na vétSin€ tizemi Evropy a

ve velké casti Asie. V devatenactém stoleti vSak jeho stavy zna¢né poklesly a na vétSin€ svého
puvodniho aredlu byl vyhuben. V celé¢ Eurasii ptezil pouze v osmi malych navzijem
jeho pravni ochrana, ale také ¢etné reintrodukéni projekty. Dnes jiz opét obyva vétSinu svého
puvodniho aredlu. Pokles stavli v§ak pro bobry znamenal drasticky bottleneck, ktery se odrazil
ve sniZeni jejich genetické variability viditelné na jadernych i mitochondridlnich markerech.
V nové ustavenych populacich se Casto setkavaji bobii rizného ptivodu, ktery je navic Casto i
nejasny. V poslednich letech bylo publikovéano nékolik praci, popisujicich genetickou strukturu
téchto novych populaci, ty vSak vétSinou fesily situaci pouze na lokalni trovni a jen omezené
vyuzivaly data z refugialnich populaci. Urcité paralely v genetické struktufe se daji najit i u
jinych druhti proslych bottleneckem a naslednou expanzi.

V této préci chci shrnout disledky dramatickych zmén velikosti bobii populace na jeji
genetickou variabilitu, rozplést komplikovanou genetickou strukturu nové ustavenych populaci
v Evropé a srovnat genetickou strukturu bobrt s dal$imi vétSimi savci, jez prosli obdobnym
bottleneckem a naslednou reexpanzi. Dale se chci pokusit odhadnout, zda ma proktizeni bobr

z riznych zdrojovych populaci vliv na jejich reprodukéni schopnosti.



2. Bobr evropsky jako druh
Bobii jsou hlodavei ndlezici do celedi bobrovitych (Castoridae). Spolecné s

americkymi pytlousovitymi (Heteromyidae) a pytlonoSovitymi (Geomyidae) tvoifi podiad
Castorimorpha. Bobroviti zahrnuji dva zijici druhy — bobra evropského (Castor fiber)
s palearktickym aredlem rozSifeni a bobra kanadského (Castor canadensis) s nearktickym
arecalem (Wilson et al., 2016).

Bobr kanadsky se pfirozené vyskytuje na vétSin€ tzemi Severni Ameriky, mimo sviij
piirozeny areal pak v Argentiné, v Chile, ve Finsku, v Rusku a na pomezi Belgie, Némecka a
Lucemburska (Miiller-Schwarze, 2011; Dewas et al., 2012). Oba druhy bobrii jsou si
morfologicky i ekologicky dost podobné, v praxi se rozeznavaji pomoci genetickych metod.
Evropsti a americti bobfi se spolu navzdjem nekiizi. K reproduk¢ni bariéte pirispiva ziejme 1
rozdilny karyotyp - bobr evropsky ma v diploidnim stavu v jadfe 48 chromozomt, bobr

kanadsky jich ma 40 (Lavrov & Orlov, 1973).

2.1 Morfologie, ekologie
Dospéli bobfti dosahuji hmotnosti 15-20 kg, vyjimecné az 40 kg, a délky 100-120 cm. Jejich

télo je prizpusobené k semiakvatickému zpiisobu zivota: maji plochy ocas, uzaviratelné
chlopné v nozdrach a v usich, plovaci blanu mezi prsty zadnich koncetin, nesmacivou srst, oci
jsou kryté prithlednou mzurkou. Bobii maji mohutné zvykaci svaly a stale dortstajici fezaky,
které pouzivaji k hlodani dfeva. Pyskové svaly se mohou zavtit az za fezdky a bobr tak miize
ohlodavat vétve 1 pod vodou. Vylucovaci, trdvici a rozmnoZovaci soustava usti jednim
spole¢nym otvorem (Miiller-Schwarze, 2011; Wilson et al., 2016).

Bobii Ziji na tekach, potocich ¢i rybnicich, Zivi se rostlinnou potravou. Kaci stromy,
z nichZ ohlodéavaji lyko, a z vétvi si stavi hraze a hrady. Hranice svého Uzemi si znaci
pachovymi stopami, tvofenymi vymeésky andlnich zladz. Typicky ziji v rodinach tvotfenych
dospélym parem a jejich letoSnimi, lonskymi a nékdy piedlonskymi potomky. Studie
v Nizozemi a v Norsku zaznamenala primérny pocet jedinct v jedné kolonii 3,0 respektive 4,5
(Campbell et al., 2005). Bobfi jsou monogamni, dospély par spolu mize zit po mnoho let.
U bobra kanadského se ukdzalo, ze se muze jednat pouze o tzv. socidlni monogamii, kdy
dospély samec obyvajici kolonii né¢kdy neni genetickym otcem vSech mlad’at (Crawford et al.,
2008b). U bobrl evropskych se neprokdzala ptfitomnost mlad’at neptibuznych s dospélym
samcem, lze je tedy povazovat za geneticky monogamni (Syrtckova et al., 2015).

Bobr zastava roli ekosystémového inZenyra, tedy druhu, ktery svou ¢innosti modifikuje,
vytvafi ¢i udrzuje stanovisté (Jones et al., 1994). Pfehrazenim tokti vznikaji plochy stojaté vody,

jez jsou domovem mnozstvi bezobratlych (Hering et al., 2001). Toky ptfehrazené bobiimi
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hrazemi vyuziva také vyznamny pocet druhli obojzivelnikl ¢i ptaka (Stringer & Gaywood,
2016). Selektivnim okusem muze bobr ménit druhové slozeni dfevin ve svém teritoriu
(Haarberg & Rosell, 2006; Nolet et al, 1994). V opusténych bobftich teritoriich ptivodné
zaplavena Gzemi postupné vysychaji a na jejich mistech vznikaji tzv. bobti louky, jeZ mohou

tvotit lokalni Giseky bezlesi v jinak zalesnéné krajin¢ (Butler & Malanson, 1995).

2.2 Historie druhu
Posledni spole¢ny piedek bobra evropského a bobra kanadského zil ptiblizné pied 8 az 7,6

miliony let (Horn et al., 2011). Molekularni data ukazuji, Ze bobii evropsti prezili posledni
glacialni maximum minimaln¢€ ve tfech navzajem izolovanych refugiich. Jedno refugium se
nejspiSe nachéazelo v jizni Francii, druhé v delt¢ Dunaje (potomci bobrl z tohoto refugia
vymfeli v prubéhu holocénu), tieti se pravdépodobné nachazelo vychodnéji, a jeho piesnéjsi
poloha je nejista (Coles, 2006; Horn ef al., 2014). Po konci doby ledové se bobii populace
rozsitila do vétSiny Evropy.

Ve stitedoveéku a novoveku byl bobr loven pro maso, kozesinu a castoreum (pachové
zlazy). Odhaduje se, Ze na konci devatenactého stoleti pfeZivalo pouze asi 1200 jedincl v osmi
navzdjem izolovanych reliktnich populacich, pficemz kazdd populace byla popséna jako
samostatny poddruh (spiSe se o poddruhy nejednd, blize popsano nize, budu se vsak téchto
pojmenovani drzet, protoze jsou velmi zazitd): v delt¢ Rhony (Francie, Castor fiber galliae), na
Labi (Némecko, C. f. albicus), v jiznim Norsku (C. f. fiber), v povodich Dnépru a Némenu
v Bélorusku, Rusku a na Ukrajin€ (C. f belorussicus), na tece Voronézi (Rusko, C. f
orientoeuropaeus), na fekach Kond€ a Sosvé (Rusko, C. f. pohlei), v povodi Jeniseje (C. f.
tuvinicus) a na fece Bulgan gol (Mongolsko, Cina, C. f. birulai) (Obr. 1). Od po¢atku dvacatého
stoleti pocet bobrh diky legislativnim opatienim a reintrodukcim postupné vzrista. V Evropé
prob&hly desitky reintrodukei bobrid v rliznych statech. Vypousténi byli bobii pivodem
z raznych reliktnich populaci (n¢kdy i bobii kanadsti, pted rokem 1973 byli vSichni bobii
povazovani za jeden druh), takze v Evrop¢ vznikly nové admixované populace (t¢éma shrnuje
napi. Nolet & Rosell, 1998). K roku 2012 ¢itala svétova populace bobra evropského pies milion
jedincii, vyskytujicich se ve vétsing Evropy a v ¢asti Asie (Rusko, Kazachstan, Mongolsko a
Cina) (Halley et al., 2012).

Dramaticka redukce velikosti a kontaktu populaci nasledovand expanzi a ustavenim
novych populaci, kde se potkdvaji jedinci s riznym ptivodem, potencidlné d€ld z bobra

evropského zajimavy model populaéni genetiky.
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Obr. 1: Svétle Sedé je znazornéno rozsiteni bobra kanadského v Evropé. Tmavé Sed¢ je rozsifeni bobra
evropského k r. 2012. Cerné jsou zobrazeny refugialni populace: 1 — Castor fiber fiber; 2 — C. f albicus;
3 —C. f galliae; 4 — C. f. belorussicus; 5 — C. f. orientoeuropaeus; 6 — C. f. pohlei; 7 — C. f. tuvinicus;
8 — C. f. birulai. Zdroj: Halley et al., 2012.
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3. Genetické metody
Z genetickych metod byly a jsou k vyzkumu bobrl pouzivéany klasicky fingerprinting zalozeny

na hybridizaci DNA, sekvenace kontrolniho regionu mtDNA, MHC genti a YCATS (sekvence

na chromozomu Y), analyza mikrosateliti a jednonukleotidovych polymorfismt (SNP).

3.1. Mitochondrialni markery
Pro vyzkumy na zékladé mitochondridlnich haplotypi se u bobrii pouziva sekvence

hypervariabilni domény I (HV1) kontrolni oblasti (CR) mitochondrialniho genomu. Recentni
haplotypy jsou rozdéleny do dvou vétvi, vzniklych nejspise v disledku stazeni se druhu do
oddélenych refugii béhem posledniho glacialu, jehoZz zacatek se datuje do doby pred 115 000—
110 000 lety (Durka et al., 2005; Horn et al., 2014; Senn et al., 2014). Jednotlivé vétve jsou
uznavany jako ESU (evolu¢né signifikantni jednotka) sensu Moritz (1994). Byla zjiSténa nizka
diverzita nalezenych haplotypii a zadny z nich nebyl sdileny napfi¢ vice reliktnimi populacemi
(Durka et al., 2005).

Do zapadni vétve naleZi popsané poddruhy C. f. albicus, C. f. galliae a C. f. fiber, do
vychodni vétve patti C. f. birulai, C. f. pohlei a C. f. tuvinicus. Situace je slozit&j$i u
vychodoevropskych poddruhii. Prvni prace (Ducroz et al., 2005; Durka et al., 2005) namisto
vzorkl z refugii pouzily vzorky z ruskych, polskych a litevskych populaci admixovanych
z C. f. belorussicus a C. f. orientoeuropaeus a tyto dva poddruhy posuzovaly dohromady. Byly
nalezeny tfi blizce ptibuzné haplotypy inl, in2 a in3, naleZici do vychodni vétve. Novéjsi prace
(Senn et al., 2014) posuzovala 1 vzorky z ptfedpokladanych refugidlnich vychodoevropskych
populaci a dosla ke zcela odlisSnym vysledkim. V oblasti predpokladaného refugia

C. f- orientoeuropaeus byl nalezen pouze zapadni haplotyp jf7, v refugiu C. f. belorussicus se



nachazely vychodni (nh2, nh5) i zdpadni (nh4) haplotypy. Haplotyp inl tak zlistdva zndm pouze
z Orelské oblasti (Rusko), haplotypy in2 a in3 pouze z polsko-litevské populace.

Clanky zabyvajici se sekvenci CR v admixovanych populacich vychazely &asto
v rychlém sledu nezéavisle na sobé a Casto popisovaly nové haplotypy, takze se nabizela
moznost, ze n¢které haplotypy byly popsany vickrat. Za ucelem ovéieni tohoto piedpokladu
jsem stahl dostupné sekvence z GenBank (Ducroz et al., 2005; Durka et al., 2005; Horn et al.,
2010; Kropfet al., 2013; Biedrzycka et al., 2014; Frosch et al., 2014; Senn et al., 2014), provedl
jejich alignment pomoci ClustalW implementovaného v programu BioEdit (Hall, 1999) a
vysledny soubor sekvenci provétil pomoci nastroje DNA collapser na serveru FaBox (Villesen,
2007). Ukazalo se, ze mezi 40 publikovanymi sekvencemi se nachéazi pouze 31 nebo 32
unikatnich haplotypt (Tab. 1). Nejednoznacny pocet je dan tim, Ze haplotyp jf8 se od dfive
publikovaného haplotypu all 1i8i pouze ptitomnosti nerozpoznaného nukleotidu v jedné pozici,
sekvence tohoto haplotypu navic pochazi z jedince Zijiciho na uzemi refugia C. f. albicus.
Zapadni vétev obsahuje 15 recentnich znamych haplotypt, vychodni vétev 16 haplotypt.

Z unikatnich sekvenci jsem v programu PopART (Leigh & Bryant, 2015) sestavil sit’
metodou neighbor-joining. Odhadl jsem rozdé¢leni haplotypi do klastrli podle jejich podobnosti
a tyto klastry pfifadil k jednotlivym reliktnim populacim (viz Obr. 3). Haplotypy inl1-3 nalezené
v orelské a polsko-litevské populaci admixované z C. f. belorussicus a C. f. orientoeuropaeus
nelze s jistotou zaradit k jednomu ¢i druhému poddruhu. Pro C. . belorussicus hovoii vysoka
komplexnost béloruského refugia (mapa v Halley ef al., 2012), polsko-litevska populace navic
pii analyze SNPs vykazovala vét§i miru podobnosti s béloruskou nez s voronézskou refugialni
populaci, u nékolika jedinct ztéto populace byl vSak patrny i vyrazny signal nalezici
voronézskeé populaci (Supporting Information v Senn et al., 2014). Za pomoci programu
MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) jsem za pouziti modelu Hasegawa-Kishino-Yano
s gama distribuci, ktery oznacil za nejvhodngj$i program MEGA X (Kumar et al., 2018),
vytvofil fylogeneticky strom, jez jsem nasledné upravil v programu FigTree (Rambaut, 2018).
Jako outgroup jsem pouzil sekvenci cal (GenBank Accession no. AY623644) z bobra
kanadského. Ne vSechny klastry mély na zdklad€ stromu dostate¢nou podporu, ale Zadny s nim

nebyl v pfimém rozporu (viz Obr. 2).



Tabulka 1: Seznam znamych recentnich mitochondrialnich haplotypt bobra evropského, jejich

pouzitych jmen a cisel sekvenci.
* 118 se od all 1isi pouze ptitomnosti Y (C nebo T) namisto C na pozici 211.

No. Jméno GenBank Accession No. Zdroj
1 in3 AY623643 (Ducroz et al., 2005)
2 in2 AY 623642 (Ducroz et al., 2005)
3 inl AY623641 (Ducroz et al., 2005)
4 gal DQO088703 (Durka et al., 2005)
5 fil DQ088702 (Durka et al., 2005)
COL00027 HF674457 (Kropf et al., 2013)
6 al2 DQO088701 (Durka et al., 2005)
7 all DQ088700 (Durka et al., 2005)
01/033 (jf8) * JF264888 (Horn et al., 2010)
8 tud AY 623640 (Ducroz et al., 2005)
9 tu3 AY623639 (Ducroz et al., 2005)
10 tu2 AY 623638 (Ducroz et al., 2005)
11 tul AY 623637 (Ducroz et al., 2005)
12 po2 AY623636 (Ducroz et al., 2005)
13 pol AY 623635 (Ducroz et al., 2005)
14 bi3 AY623634 (Ducroz et al., 2005)
15 bi2 AY623633 (Ducroz et al., 2005)
16 bil AY623632 (Ducroz et al., 2005)
17 2006-04-09_Cf (jf7, r1) JF264887 (Horn et al., 2010)
COL00024 HF674455 (Kropf et al., 2013)
Cf5 KC693757 (Biedrzycka et al., 2014)
18 NME:M 1845/09 (jt6, gerd) JF264886 (Horn et al., 2010)
19 EDFiba03 HF674458 (Kropf et al., 2013)
20 COL00025 HF674456 (Kropf et al., 2013)
Cf7 KC693759 (Biedrzycka et al., 2014)
e KF731637 (Frosch et al., 2014)
nh5 KJ670499 (Senn et al., 2014)
21 Cf10 KC693762 (Biedrzycka et al., 2014)
22 Cf9 KC693761 (Biedrzycka et al., 2014)
23 Cf8 KC693760 (Biedrzycka et al., 2014)
24 Cf6 KC693758 (Biedrzycka et al., 2014)
25 Cf4 KC693756 (Biedrzycka et al., 2014)
26 Cf3 KC693755 (Biedrzycka et al., 2014)
27 Cf2 KC693754 (Biedrzycka et al., 2014)
28 Cfl KC693753 (Biedrzycka et al., 2014)
29 r3 KF731636 (Frosch et al., 2014)
nh3 KJ670497 (Senn et al., 2014)
30 r2 KF731635 (Frosch et al., 2014)
nh4 KJ670498 (Senn et al., 2014)
31 nh2 KJ670496 (Senn et al., 2014)
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Obr. 2: Bayesiansky fylogeneticky strom recentnich znamych haplotypti kontrolni oblasti mtDNA
bobra evropského s navrhnutymi klastry pfislusicimi jednotlivym reliktnim populacim. U uzll jsou

uvedeny hodnoty posteriorni pravdépodobnosti.

Zapadni haplotyp jf7, jenz byl poprvé popsan z riznych ¢asti Némecka, pozdéji i ze
severniho Rakouska, ze Svycarska, z Kirovské oblasti (Rusko) a z Polska, byl v pozdé&jsi studii
ptitazen k C. f. orientoeuropaeus. V Polsku byly nalezeny také Ctyfi jemu blizce piibuzné
haplotypy. To je vsouladu se zminovanym ruskym plavodem nékterych bobru
reintrodukovanych na izemi Némecka, Rakouska a Polska (Nolet & Rosell, 1998; Frosch et
al., 2014).

Vychodni haplotyp nh5 dé€li od ostatnich zndmych haplotyp nejméné tfi mutace. Byl
v rychlém sledu popsan z Rakouska, zapadniho Némecka, vychodniho Polska a z refugia C. f.
belorussicus v Bélorusku. V Polsku byli vypousténi bobii ptivodem z Ruska a Beéloruska,
jedinci z Polska byli reintrodukovani do Némecka i do Rakouska (Nolet & Rosell, 1998). Tento
haplotyp byl v dob¢ svého popsani na zaklad€ haplotypovych siti z netiplnych soubori sekvenci

povazovan za nalezici reliktni zdpadosibitské populaci C. f. pohlei (Saveljev & Lavrov, 2016).
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Obr. 3: Neighbor-joining sit’ znamych recentnich haplotypl kontrolni oblasti mtDNA bobra evropského s navrzenymi klastry ptibuznych haplotypt
pridélenymi k jednotlivym reliktnim populacim. Vlevo jsou haplotypy nélezici zapadni ESU, napravo se nachazeji haplotypy z vychodni ESU.



Tabulka 2: Seznam jednotlivych popsanych poddruhi bobra evropského, odhad poctu jedinct v dobé nejmensi velikosti populace (pocty a zdroje pievzaty z
(Halley & Rosell, 2003)), jejich piedpokladané mitochondrialni haplotypy, ESU na zaklad¢ haplotypti a MHC alely. V = vychodni, Z = zapadni.

Poddruh Refugium Min. pocet jedincii (zdroj) Haplotypy ESU Alela DRB (GenBank Acc. no.)
galliae Rhéna, Francie 30 (Richard, 1985) gal, jf6 Z Cafi-DRB*07 (DQ060692)
fiber Telemark, Norsko 60-120 (Collet, 1897) fil. EDFiba3 Z Cafi-DRB*02 (DQ060687)
albicus Labe, Némecko 200 (Heideke & Horig, 1986) all, al2, Cf9 Z Cafi-DRB*01 (DQ060686)
belorussicus Dnépr, Némen, <300 (Zharkov & Sokolov, 1967) Cfl1, nh3, nh4 V4
Bélorusko, Rusko,
Ukzajina Cf2, Cf6, nh2, nh5 V
belorussicus/ (Polsko, Litva, Orél - inl, in2, in3 Vv Cafi-DRB*03 (DQ060688)
orientoeuropaeus (Rusko))
orientoeuropaeus Voron¢z, Rusko 70 (Lavrov & Lavrov, 1986) jf7, Cf3, Cf4, Cf8, Z
Cf10
pohlei Konda, Sosva, Rusko 300 (Lavrov & Lavrov, 1986) pol, po2 Vv Cafi-DRB*06 (DQ060691)
Cafi-DRB*08 (DQ060693)
Cafi-DRB*09 (DQ060694)
Cafi-DRB*10 (DQ060695)
tuvinicus Jenisej, Rusko 3040 (Lavrov & Lavrov, 1986) tul, tu2, tu3, tu4 Vv Cafi-DRB*05 (DQ060690)
birulai Bulgan gol, <100-150 (Lavrov & Hao-chuang, 1961) bil, bi2, bi3 v Cafi-DRB*04 (DQ060689)
Mongolsko
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Obr. 4: Rozmisténi mitochondridlnich haplotypt v Evrop¢ na zéklad¢ genetickych studii. Mapa

s roz$itenim bobra evropského v Evropé upravena dle https://news.nationalgeographic.com/2016/
04/160419-beavers-animals-science-sweden-world-wild-cities/ ve znéni k 1. 5. 2019. Zdroje: Ducroz
et al., 2005; Durka et al., 2005; Horn et al., 2010; Kropf et al., 2013; Senn et al., 2014; Frosch et al.,
2014; Biedrzycka et al., 2014; Minnig et al., 2016; Mai et al., 2018.

Pti studiu starobylé bobii mtDNA nebyly nalezeny doklady silné fylogenetické
struktury, ta je tak nejspise az disledkem recentniho bottlenecku. Byly nalezeny tii dobie
rozliSené vétve: recentni zdpadni a vychodni a navic vyhynuld dunajskd. Dunajska vétev
zahrnovala pouze vzorky z Usti Dunaje a je mozné, ze vyhynula aZ v devatenactém stoleti, kdy
vyhynuli bobii v Rumunsku (Halley et al., 2012). Mimo to byla statisticky dobfe podpoiena
skandindvska podvétev zapadni vétve. Skandindvie byla kolonizovana bobry ze zdpadni vétve
od jihu 1 pfislusniky vychodni vétve od severu. Z okoli obce Gluchowo (Polsko) pochazeji
vzorky bobri ze zdpadni 1 z vychodni vétve, stafi téchto vzorkl se vSak lisi ptiblizné o 2000

let, neni tedy jisté, Ze se zde pfisluSnici obou vétvi potkavali (Horn et al., 2014). Vzorky
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z fosilnich bobrl pochazejicich z Velké Britanie nalezely do zapadni linie mimo skandindvskou

podvétev (Marr et al., 2018).

3.2. Jaderné markery
Bobii DNA nastépena pomoci restriktaz Hinf I nebo Hae 111 a hybridizovana s probami MS6,

MSI15 (Jeffreys et al., 1985) nebo M 13 (Vassart et al., 1987) vykazovala v populacich v Norsku
a ve Svédsku velmi nizkou miru variability. DNA bobrti z okoli Kirova (Rusko) vykazovala
vetsi miru variability, pficemz hodnota APD (primérmy procentualni rozdil) byla vy$si mezi
ruskou a skandinavskou populaci nez uvnitt ruské populace (Ellegren et al., 1993).

Pti studiu sekvenci na chromozomu Y lze vyuzit mimo jiné tzv. YCATS (Y
chromosome conserved anchored tagged sequences, konzervované zakotvené oznacené
sekvence na chromozomu Y). Jednd se o sekvence intronil genli lokalizovanych na sav¢im
sam¢im chromozomu. U bobril se podatilo amplifikovat ¢trnact téchto sekvenci (DBY6, DBY7,
DBYS8, DBYY9, DBY10, DBY11, DBY13, DBY 14, RPS4Y3, SMCY7, SMCY8, SMCY17,
pozdéji DBY4 a UTY11) (Hellborg & Ellegren, 2003; Biedrzycka et al., 2014). U 44 bobru
z Polska nebyly ptfi amplifikaci Sesti z téchto lokust zjiStény Zadné polymorfismy. Lokusy
DBY7 a UTY11 byly amplifikovany u jedincit z poddruht C. f- albicus, C. f. belorussicus,
C. f- birulai, C. f. pohlei a ,,C. f. vistulanus*“ (mySleno nejspise C. f. orientoeuropaeus, viz
(Gabry$ & Wazna, 2003)). Byla nalezena pouze jedna variabilni pozice, kde u C. f. birulai se
nachéazel thymin a u ostatnich cytosin (GenBank Accession no. KF802797-8).

Vzorky z populaci v Hillefors (Svédsko) a v okoli Kirova (Rusko) byly podrobeny
analyze polymorfismu délky restrikénich fragment (RFLP) u MHC genti. DNA byla nastépena
pomoci Pvu 1l a Taq I a hybridizovéana s probami na MHC 1 a MHC 1I (DQA, DQB, DRB,
DPB). Ani jedna populace nevykazovala polymorfismus, ruskid a Svédska populace se
navzajem liSily pouze v délce jednoho fragmentu pii digesci pomoci 7Tag I pti hybridizaci
s MHC I a DPB probami (Ellegren et al., 1993).

Pfi sekvenovani druhého exonu DRB bylo vsedmi reliktnich populacich
(C. f. belorussicus a C. f- orientoeuropaeus byly posuzovany dohromady) nalezeno celkem 10
alel (Genbank Accession no. DQ060686-95). Zadn4 alela nebyla sdilena napii¢ populacemi a
pouze populace C. f. pohlei vykazovala polymorfismus (4 alely). Navic se u C. f. birulai a
C. f. pohlei amplifikovaly 1 dvé sekvence pseudogenu podobné DRB (Genbank Accession no.
DQ060696-7). Soubor téchto deseti alel jevi jasné zndmky plisobeni pozitivni selekce, kdy
pocet nesynonymnich zdmén je témét Ctyfikrat vyssi nez pocet synonymnich substituci (Babik

et al., 2005).
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Sekvence DRB alel jsem stahl z Genbank a v programu PopART jsem vytvofil jejich
neighbor-joining sit’” (Obr. 5). Na této siti neni zfetelna zadna diferenciace mezi zépadni a
vychodni ESU a ani vSechny alely jediné polymorfické populace C. f. pohlei neklastrovaly
spolu. To svéd¢i o pfitomnosti balancujici selekce, kdy jednotlivé alely pretrvavaji v populacich

dlouhou dobu i pies pasobeni genetického driftu.

03 ssp.

04 birulai

06 pohlei

07 galliae
10 pohlei

05 tuvinicus
02 fiber

01 albicus
08 pohlei

09 pohlei

Obr. 5: Neighbor-joining sit’ sekvenci druhého exonu genu pro DRB bobra evropského. Cislo odpovida
nazvu alely, dale je uvedena reliktni populace, z niz byla alela popsana. ssp. oznacuje polsko-litevskou
populaci admixovanou z C. f. belorussicus a C. f. orientoeuropaeus.

U bobra evropského je znama jedna sada patnacti mikrosatelitovych lokusti (Genbank
Accession no. HQ698339-53) (Frosch et al., 2011). Ke genetickym analyzdm u bobra
evropského lze ale vyuzit také dvé existujici sady mikrosatelitovych lokust popsanych na bobru
kanadském (celkem 19 lokust,, Genbank Accession no. EF524501-8, EF524510-1, EU703999-
4007) (Crawford et al., 2008a; Pelz-Serrano et al., 2009). Analyzou mikrosateliti 1ze urcit
puvod jedince nebo piibuznost, strukturovanost ¢i genetickou rozmanitost populaci. Pomoci
mikrosatelitli byly studovany bobii populace v Némecku (Frosch ef al., 2014; Mai et al., 2018),
Polsku (Biedrzycka et al., 2014), Svycarsku (Minnig et al., 2016) a v Ceské republice a Litvé
(Ernst et al., 2017). Polsti bobfi se dle mikrosateliti rozdélili do zapadni a severovychodni
subpopulace s mnozstvim jedincti se smigenym pivodem. V Némecku a ve Svycarsku Ize také

vidét spésné kiiZeni bobrii s riznym pivodem, navic je evidentni nizk4 geneticka variabilita
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uvnitt némecké labské reliktni populace. Diverzita alel mikrosatelitd je u bobra stfedné velka
v porovnani s ostatnimi druhy savcl a vétsi, nez byva u populaci proslych bottleneckem.
(Biedrzycka et al., 2014) Mimo populacni genetiku byla analyza mikrosatelitl pouzita také pfi
urcovani paternity pii studiu monogamie (Syrickova et al., 2015).

Pomoci Rad-seq (sekvenovani nové generace, pied kterym je DNA vhodné nastépena
restrikénimi enzymy) (Baird et al., 2008) bylo v norské a bavorské bobii populaci popsano
2579 markertt SNP (Senn et al., 2013). 306 z nich bylo pouzito ke studii geneticky mapujici
tfinact refugialnich i reintrodukovanych populaci. Zvitrata byla dle ptivodu rozdélena do péti
klastrii: Norsko, Francie, vychodni Evropa, centralni Eurasie a C. f. albicus. Nejlépe byl
rozliSen norsky klastr. Jde ale pravdépodobné o zkresleni, protoze norska populace byla pouzita
k hledani polymorfnich lokust. Naopak mensi mira polymorfismu byla u populaci, jejichz
jedinci nebyli k hledani polymorfisml vyuziti (naptiklad refugidlni populace C. f. tuvinicus

nebo C. f. birulai) (Senn et al., 2014).

4. Admixované populace
Z admixovanych populaci je pro Ceskou republiku nejdiileZité;si situace v Polsku, Bavorsku a

Rakousku.

Polska admixovana populace v roce 2012 ¢itala 31000—41000 jedinct. V letech 1943 az
1949 bylo v Polsku vypusténo nékolik part bobrti z Voronéze, dalsi reintrodukce probéhly
v letech 1975 az 2000, kdy zde bylo reintrodukovano ¢i translokovano 223 jedinct, nejspise
s pivodem ve vychodni Evropé. Dal§i bobii pfimigrovali do Polska z béloruské populace.
Bobti z Polska byli vyuziti k reintrodukcim do Poryni, Bavorska (Némecko), Rakouska,
Svycarska ¢&i do Ceské republiky (Halley et al., 2012; Nolet & Rosell, 1998). V Polsku byl
nalezen labsky haplotyp al a jemu pifibuzny Cf9, coz svédci o pronikéani labskych bobri na
vychod, déle voronézsky haplotyp jf7 a jemu piibuzné Cf3, Cf4, Cf8 a Cf10, bélorusky haplotyp
nh5 a sekvence Cfl, Cf2 a Cf6 ptibuzné béloruskym haplotypiim. Na pomezi Polska a Litvy
byly objeveny také vychodoevropské haplotypy in2 a in3. Studie SNPs ukazuje cisté
vychodoevropsky ptivod polsko-litevské populace. Analyza mikrosatelitd odhalila, Ze se zde
nachazeji dvé geneticky rozdilné populace, jedna na zépad¢, druhd na severovychodé
(Biedrzycka et al., 2014; Senn et al., 2014).

Dalsi diilezitd admixovana populace se nachazi v Bavorsku (Némecko). Mezi lety 1966
a 1980 zde bylo vypusténo zhruba 120 zvifat ze Svédska, Polska, Ruska a Francie (Schwab &
Lutschinger, 2001; Richard, 1985), v roce 2000 se zde nachézelo jiz piiblizné 5000 jedinct,
v roce 2012 to bylo jiz 14000 zvitat (Frosch et al., 2014). Jedinci z této populace byli v rdmci
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reintroduk¢nich programt translokovani do Chorvatska, Mad’arska, Rumunska ¢i Belgie a
dispergovali i do Ceské republiky (Schwab & Schmidbauer, 2001; Vorel et al., 2012). V této
populaci byly nalezeny haplotypy jf7 (Voronéz), gl (Francie) a f1 (Norsko) a analyzy
mikrosatelitti i SNPs ukazaly vysokou prokiizenost populace s dominanci signalt z C. f. galliae
a z vychodni Evropy.

V letech 19761985 bylo v Rakousku vypusténo nékolik desitek bobri plivodem
z Vorongze, Beloruska, Polska, Norska, ale také z Ameriky (Sieber, 1999). Bobii kanadsti tam
vSak v poslednich letech nastésti nebyli nalezeni (Kropf et al., 2013). V roce 2012 citala
populace v Rakousku zhruba 3000 jedinct (Halley er al., 2012), bobii ztéto populace
dispergovali i do Ceska a na Slovensko (Sieber, 1999). V této populaci byly nalezeny finské
haplotypy fil a EDFiba03, voronézsky haplotyp jf7 a bélorusky nh5 (Kropf et al., 2013). To je
v naprosté shod¢ s publikovanym plivodem ptivodem reintrodukovanych bobrt.

Bobii zijici v Ceské republice pochazeji z nékolika zdrojovych populaci: v zapadnich
Cechach se §iii bobii z bavorské populace, od severu po Labi expanduje reliktni populace C. f.
albicus, na jizni Moravé se vyskytuji potomci bobrti vypusténych v Rakousku, do povodi Odry
se dostavaji bobii z admixované polské populace, v devadesatych letech byly v povodi Moravy
a Odry vypustény necelé tii desitky jedinci plivodem z Polska a Litvy (Vorel et al., 2016).
V roce 2012 byl celkovy podet bobrti v Ceské republice odhadovan na 2000-2500 jedinct
(Halley et al, 2012). V Ceském lese byly, podobné jako v bavorské populaci, nalezeny
francouzské a voronézské mitochondridlni haplotypy a pfevazné francouzsky mikrosatelitovy
signal. Cesti bobii z Labe se geneticky shoduji s némeckou reliktni labskou populaci. Na
Morav¢ byly nalezeny norské a voronézské haplotypy, analyza mikrosatelitti ukazala vysokou

miru prokiizenosti s pfevahou signali z Norska a Béloruska (Albrechtova, 2011).

5. Vliv genetického piivodu novych populaci na jejich Zivotaschopnost
Poddruhy bobra evropského, popsané na zakladé reliktnich populaci, se pfi studiu starobylé

bobii DNA (Horn et al., 2014) ukézaly byt vzniklé pouze plsobenim genetického driftu
v disledku recentniho bottlenecku. V této praci jsou vSak jejich pojmenovani pouZivana pro
lepsi ptehlednost. Jak jiz bylo vySe zminéno, reliktni populace bobra evropského byly na
zéklad€ mitochondridlnich haplotypt rozdéleny do dvou ESUs: zapadni a vychodni (Durka et
al., 2005). Pozdé¢;si studie, zahrnujici mitochondridlni i jaderné markery, toto rozd€leni z vétsi
¢asti podporila, ptficemZ se ale ukézala slozita situace u vychodoevropskych populaci, kdy
voronézska (C. f. orientoeuropaeus) 1 béloruska (C. f. belorussicus) populace vykazuji dle

jadernych SNPs piibuznost s vychodnimi populacemi, avSak v béloruské populaci byly
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nalezeny zapadni 1 vychodni mitochondridlni haplotypy a ve voronézské populaci dokonce
pouze zapadni haplotyp (Senn et al., 2014).

Pti vybirani zvitat za ucelem zalozeni novych populaci byly diskutovany tfi scénare:
pouziti jedinc pochazejicich z pouze jedné reliktni populace, pouziti jedincti pochazejicich
z vice reliktnich populaci v ramci jedné ESU a pouziti jedincti pochéazejicich z obou ESUs
k dispozici detailnéjsi geneticka data (Rosell et al., 2012). Pouze prvni dvé moznosti byly také
v souladu s tehdejsi smérnici IUCN o reprodukcich, ktera tikala, ze ,,zdrojova populace by
idealn¢ meéla byt blizce geneticky piibuznd plivodni populaci a vykazovat ekologické
charakteristiky (morfologii, fyziologii, chovani, habitatové preference) podobné ptvodni
populaci“ (IUCN, 1998). Jemné rozdily mezi poddruhy byly popsany na zakladé
kraniometrickych analyz (Heidecke, 1986), také se ukazalo, ze bobii ze Skandindvie
intenzivnéji reaguji na castoreum skandinavskych bobri, nez na castoreum labskych bobrt
(Rosell & Steifetten, 2004). Naproti tomu nova smérnice neni tak striktni, vyzdvihuje hlavné
potiebu genetické diverzity v nové ustavené populaci, ale varuje i pfed moznosti outbredni
deprese v piipadé kiizeni mélo ptibuznych linii (IUCN/SSC, 2013).

Inbredni deprese je masivnéji studovany jev, avSak ukazuje se, Zze outbredni deprese
muze byt stejné skodliva (Edmands, 2006). Diky dikaziim recentniho ptiivodu fylogenetické
strukturovanosti reliktnich populaci a jejich nizké genetické variabilit¢ se zda vhodnéjsi
pouzivat k reintrodukcim zvifata z vice populaci. To podporuje i pozorovani, Ze populace
sloZzené z obou vychodoevropskych poddruhii vykazuji vy$s$i reprodukéni rychlost oproti
obéma vychodoevropskym reliktnim populacim (Saveljev & Milishnikov, 2002). Naproti tomu
nizozemska populace pochazejici pouze z translokovanych labskych bobrii vykazuje nizkou
reprodukéni rychlost (Nolet ef al., 2005). Na zéklad¢ prokiizenosti v bavorské a ve Svycarské
populaci, kde jsou pii analyze SNPs pfitomny signaly ze zdpadni i z vychodni ESU, se zda byt
moznost outbredni deprese u bobrii nepravdépodobnd (Senn et al., 2014). Lze sice jeSte
ty vSak pro reintrodukce nejsou samy o sob& moc vhodné kvili jejich nizké reprodukéni

rychlosti (Saveljev & Milishnikov, 2002).
6. Srovnani genetické situace bobra evropského s dalSimi druhy

N¢ékolik druhti vétSich savet proslo podobné jako bobr v Evropé bottleneckem kvili silnému

lovu a degradaci biotopi. Je proto zajimavé srovnat jejich genetickou strukturu s bobrem.
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Ptitomnost tfi vétvi mitochondridlni DNA, jejichz divergence se datuje do doby pied
posledni dobou ledovou a které odpovidaji jednotlivym glacidlnim refugiim, je typickd pro
druhy s tzv. medvédim vzorem (Hewitt, 2000). U bobri se jedna o recentni zapadni a vychodni
ESU, tfeti dunajska vétev vyhynula v pribéhu holocénu (Horn et al., 2014). Podobny vzor
kromé medvéda hnédého (Ursus arctos) (Taberlet & Bouvet, 1994) ma také napiiklad rys
ostrovid (Lynx lynx) (Rueness et al., 2014) nebo los evropsky (Alces alces) (Niedziatkowska et
al., 2014). Dvé vétve mitochondridlni DNA se vyskytuji v evropskych populacich vlka
obecného (Canis lupus) (Montana et al., 2017). Naproti tomu vydra ti¢ni (Lutra lutra), jez
s bobrem sdili kromé prostorové niky ¢astecné 1 historii, se vyznacuje pouze jednou skupinou
blizce ptibuznych haplotypi s jednim centradlnim Siroce rozsitenym haplotypem a jemu blizce
pribuznymi méné cetnymi haplotypy. Haplotypova sit’ vydfich sekvenci vykazuje hvézdovity
tvar, coz svéd¢i o expanzi z jednoho refugia, jez se mélo nachazet na Apeninském poloostrové
(Mucci et al., 2010).

Historické snizeni velikosti populaci a omezeni jejich kontaktu nésledované recentni
expanzi je krom¢ bobra typické hlavné pro velké Selmy, které se bobrim podobaji i
komplikovanymi vztahy s clovékem. VétSina evropskych populaci velkych Selem je stabilni
nebo roste (Chapron et al, 2014). U medvéda existuje jedna evropska populace vznikld
reintrodukei, nachazejici se v Alpach, rys méa v Evropé Sest reintrodukovanych populaci.
Zatimco evropské populace medvéda hnédého se na zaklad¢ studia mitochondridlni DNA
vyznacuji vysokou genetickou strukturovanosti (Taberlet & Bouvet, 1994) a mitochondridlni i
jaderné markery poukazuji na omezeny geneticky tok mezi evropskymi populacemi rysa
ostrovida (Ratkiewicz et al., 2012, 2014), u vlki je genovy tok vyraznéjsi a jsou zaznamenany
migrace na dlouh¢ vzdalenosti (Hindrikson ef al., 2017; Hulva et al., 2018). Zatimco u bobri
byla diverzita mikrosatelitovych alel niz§i v reliktni populaci oproti populacim vzniklym
reintrodukei, u rystt mély reintrodukované populace relativné nizsi pocet alel nez populace
puvodni (Frosch et al., 2014; Bull et al., 2016). U rysa i u bobra byla nalezena redukce
variability na chromozomu Y (Hellborg & Ellegren, 2003).

Svist’ horsky (Marmota marmota) mé podobné jako bobr evropsky nizky pocet alel MHC
genu DRB nejspiSe nasledkem bottlenecku. Tyto alely se nachazeji na dvou rtiznych lokusech,
které jsou oba transkribované (Kuduk et al., 2012). Minimalné pét piepisovanych lokust genu
DRB ma blizky ptibuzny bobra, americka tarbikomy$ dvoubarva (Dipodomys spectabilis)
(Busch et al., 2008). Pouze u nékterych studovanych bobrli evropskych byly krom& DRB
amplifikovany i1 odlisSné sekvence a jedné se zde nejspiSe o pseudogeny (Babik et al., 2005).

Vl1k obecny ma na rozdil od bobra evropského zachovanou pomérné velkou variabilitu v alelach

16



MHC genti 1 v populacich, jez byly zasazeny bottleneckem (Hindrikson et al., 2017). U zubra
evropského (Bison bonasus) byla zaznamendna redukce variability alel DRB vlivem
drastického bottlenecku, narozdil od bobra vSak zubr neprosel opétovnou expanzi pocetnich

stavil (Radwan et al., 2007).

17



7. Zavér
Geneticka variabilita bobra evropského je zna¢né ochuzena vlivem recentniho bottlenecku.

Toto ochuzeni je znatelné na mitochondrialnich i jadernych markerech. Nebyly nalezeny zadné
mitochondrialni haplotypy ani alely MHC II genii, jez by byly sdileny napfi¢ osmi reliktnimi
populacemi. Vyzkum starobylé DNA vSak ukézal, ze tato struktura je pouze disledkem
recentniho sniZzeni populace a rozdéleni na osm poddruhi je tedy u bobra pouze artefaktem
tohoto bottlenecku. Mitochondridlni haplotypy jsou rozdéleny na dvé vétve vlivem stazeni se
druhu do odd¢lenych refugii v obdobi posledniho glacidlu. U alel MHC genu DRB neni toto
rozd€leni zietelné, je zde tedy pravdépodobnost balancujici selekce. V nové ustavenych
populacich se ¢asto potkavaji bobii s riznym piivodem a jejich geneticka struktura Casto byva
slozitd. Vlivem lokdlniho zaméfeni vétSiny genetickych studii v téchto admixovanych
populacich byly nekteré haplotypy popsany nékolikrat nezavisle na sob€ pod riznymi jmény.
Diky vysoké prokiizenosti a viabilité téchto novych populaci se zdd byt riziko outbredni
deprese u bobra evropského zanedbatelné. Naopak reliktni populace a populace z nich
odvozené¢ Casto vykazuji niz§i mnozivost, coz znaci ptitomnost inbredni deprese. Existuji i dalsi
vétsi druhy savei, které v Evropé prosly snizenim velikosti populaci a naslednou reexpanzi.
Geneticka struktura jejich populaci vykazuje vétsi ¢i mensi podobnosti s genetickou strukturou
bobra evropského.

Dalsi genetické vyzkumy by se mohly tykat naptiklad zmapovani genetické struktury
v dalSich admixovanych populacich, objasnénim variability dal§ich molekularnich markera
(naptiklad Toll-like receptord, lipokalini) ¢i chovani alel genl, jez jsou pod selekci,

v admixovanych populacich.
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