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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva plivodem naSich populaci a studiem genetické variability
populaci bobra evropského (Castor fiber) na vétsin€ jeho aredlu rozsifeni. Podatilo se nam
shromézdit vzorky DNA znaSich populaci, reintrodukované populace zruské Kirovské
oblasti a vSech evropskych a asijskych refugii. V 19. stoleti byl bobr evropsky vinou
ptilisného lovu téméf vyhuben na celém tGzemi Eurasie. Toto kritické obdobi pteckal jen
v osmi refugialnich oblastech. V této dob¢ uz prezivalo jen asi 1 200 jedinct. Diky ochrané a
reintrodukcim se do dne$ni doby populacni stavy opét vyrazné zvysily na vice nez 640 000
jedinct. Je tedy evidentni, Zze populace bobra proSly vyraznym snizenim stavl
(bottleneckem). Na naSem Uzemi byli bobii v 18. stoleti zcela vyhubeni. Diky migraci ze
sousednich statl a reintrodukénim programiim se k ndm vSak zacinaji od 80. let 20. stoleti
vracet. O piivodu bobri v Ceské republice se toho piilis nevédélo. Ukazalo se, Ze se na nasem
uzemi vyskytuji jedinci francouzského, némeckého, norského a vychodoevropského pivodu.
U zadného ceského bobra nebyla objevena sekvence kanadskych bobr.

Studiem mikrosatelitovych lokusi (u evropského bobra byly pouZzity poprvé) a kontrolni
oblasti mitochondrialni DNA jsem zjistila velké diference mezi jednotlivymi populacemi.
Celkova variabilita téchto genetickych markert je ale velmi nizkd (maximaln¢ 4 haplotypy
CR mtDNA a 1 —7 alel na lokus). To odpovidd vyraznému bottlenecku, ktery snizuje vliv
genetického toku, naopak zvySuje vliv genetického driftu a tim se v jednotlivych populacich
udrzely alternativni alely. Krom¢ haplotypt diive popsanych z refugii jsme v Bélorusku a
Rusku nalezli i Sest zcela novych, coz by mohlo naznaCovat vétsi variabilitu v téchto

oblastech.

Klic¢ova slova: bobr evropsky (Castor fiber), mikrosatelitové lokusy, mitochondridlni DNA,

kontrolni oblast, bottleneck, geneticka variabilita, hybridni piivod



Abstract

The aim of the master diploma work is to investigate origin of Czech populations and genetic
variability of almost all Eurasian populations of the European beaver (Castor fiber). For our
purposes we collected specimens from Czech populations, reintroduced population in Kirov
district in Russia and all European and Asian refugia. At the end of the 19" century the
species was on the verge of extinction due to overhunting, surviving only in eight isolated
refugial areas. The population size at the end of the 19™ century was estimated as 1200
animals. The number of individuals has increased thanks to the legal protection and
reintroductions. The current population size is estimated at 640 000. It is obvious that the
populations of beaver have recently undergone severe bottleneck. Beaver was completely
extirpated in the Czech Republic in the 18" century. Since the 80™ of the 20" century beavers
re-established in the Czech Republic due to migration from neighbouring countries and
reintroduction programmes, however we knew only little about the origin of beavers in the
Czech Republic. I showed that our beavers are derived from individuals in France, Germany,
Norway and east Europe. Mitochondrial DNA of Castor canadensis has not been found in
Czech beavers.

I studied microsatellite loci (first use for European beaver) and control region of the
mitochondrial DNA (CR mtDNA) and I ascertained, that there are large differences between
populations. The within-population variability of genetic markers is extremely low (max. 4
haplotypes CR mtDNA and 1 — 7 alleles per microsatellite locus). It corresponds to the strong
bottleneck which reduced the effect of gene flow and on the other hand increased the
influence of genetic drift, which resulted in discrete populations charcterised by fixed
alternative alleles. In Belarus and Russia we find six new CR mtDNA haplotypes. It indicates,

that the variability in this areas is greater than previously suggested.

Key words: European beaver (Castor fiber), microsatellite loci, mitochondrial DNA, control

region, bottleneck, genetic variability, hybrid origin



1. UVOD

Na konci osmnéactého a hlavné v devatenactém stoleti se vinou ¢loveka ocitlo na pokraji
vymieni mnoho velkych evropskych savci (napt. medvéd hnédy, vlk obecny, vydra ficni ¢i
bobr evropsky). Hlavnimi pfi¢inami byl pfiliSny lov zejména pro kozeSinu a v neposledni
fad¢ 1 niceni a fragmentace vhodnych habitatl. K vyraznému pronésledovani a vybijeni
dochazelo i zdiavodu konfliktd, které mezi témito druhy a clovékem casto vznikaly.
V disledku toho se pocetni stavy téchto druhl vyrazné snizily a doslo k silné fragmentaci
aredl jejich rozsifeni. Diky legislativni ochrané se nastésti tyto druhy podafilo v evropské
krajiné zachovat dodnes. U nékterych z nich se navic v posledni dob¢ opét zvysuji pocetni
stavy a tak se znovu stavaji béznou soucasti evropské ptirody.

Prod¢lané vyrazné bottlenecky (extrémni sniZzeni populacnich stavil) ale jist¢ hluboce
ovlivnily genetickou variabilitu v malych oddélenych populacich. Bylo by proto velmi
zajimavé a cenné pokusit se nésledky takovychto historickych udéalosti prozkoumat.

Vhodnym modelem pro studium vlivu bottleneckti a efektu zakladatele je bobr
evropsky. Vyhodou studia bobra je, Ze jsou jeho stopy v krajiné pomérné dobie viditelné
(stavéni hrazi a hloubeni nor ve bfehu, okusy stromi a jejich kdceni). Nasledkem toho je
velmi podrobné zmapovan jak nyngjsi, tak i historicky vyskyt bobra, coz je jeden z hlavnich
predpokladii pro studium téchto efektii. Navic jsou z literatury zndmy pomérné presné udaje o
pocetnosti bobrll v jednotlivych obdobich.

Z ptedchoziho je zjevné, Ze bobr evropsky, stejné jako i jini evropsti savci, prodélal
vyrazny bottleneck a opétovné zvySeni stavii. Navic v jeho ptipadé dochédzelo a dochazi
k pocetnym reintrodukcim. V nékterych ptipadech byly tvofeny populace =z jedinct
dovezenych zriiznych oblasti. Tyto smiSené populace pak byly nasledné pouZzivany jako
zdrojové i pro dalsi reintrodukce. O pivodu bobrii v Ceské republice toho bylo dosud znamo
velmi maélo. A to zejména proto, Ze naSe populace vznikaly jak samovolnym Sifenim, tak i
zamérnym vysazovanim a piipadné i kombinaci obou moZznosti. Zaroven se nevi nic ani o
tom, zda se na naSem Uzemi jednotlivé poddruhy bobra evropského kiizi ¢i nikoliv. Informace
o genetické struktufe a variabilit€ souc¢asnych populaci jsou mimoto nezbytné nutné také pro
tvorbu spravnych ochranafskych opatfeni a zavedeni novych piistupl v této ¢innosti. Proto

jsem se pokusila tuto problematiku ve své diplomové praci vyftesit.



1.1 Cile prace

1.

Urcit, ze kterych refugii pochéazeji bobii na naSem Uzemi a odhadnout tak vliv

reintrodukce a pfirozeného Sifeni.

Pomoci mikrosatelitovych lokusi zjistit miru izolovanosti naSich populaci a odhalit,

zda se u nas kitizi bobii pochazejici z riznych refugii.

Urc¢it miru genetické variability nasich bobri a srovnat ji s genetickou variabilitou

v refugiich.

Zjistit, zda data ziskana studiem mikrosateliti odpovidaji pfedchozim studiim

provadénym v refugiich.



2. LITERARNI PREHLED
2.1 Bobr evropsky

Bobr evropsky (Castor fiber) je nejvétsi hlodavec zijici na evropském kontinenté¢ (Nolet &
Rosell 1998). Vyznacuje se semiakvatickym zpisobem Zivota a Zije ve vSech typech
sladkovodnich systémi. V severni Skandinavii zije dokonce v horach i v mistech, kde vrbovy
porost dosahuje vySky jen po kolena a kde je led 1 8 mésict v roce (Batbold et al. 2008).
Bobfi jsou vyhradnimi herbivory. Od jara az do podzimu tvofi hlavni sloZku jejich potravy
bylinna strava (az 90 % celkového mnoZstvi pfijimané potravy) (Lehky & Prazdk 1998). Od
fijna do prosince spiSe kaceji stromy a pfipravuji si zasoby na zimu. Tam, kde k tomu maji
ptilezitost, vyuzivaji i kulturni plodiny — napt. topinambury, kukufici nebo cukrovou fepu
(Lehky & Prazak 1998, Vorel 2006). Jsou schopni si stavét obydli (hraze a hrady) (Lehky &
Prazak 1998), 1 kdyz evropsky bobr se vyznacuje nizsi stavebni aktivitou neZ bobr kanadsky
(Castor canadensis). Na naSem Uzemi si Casto misto stavby hradli hloubi nory ve bichu
(Lehky & Prazak 1998, Safar 2002). Obecné se ma za to, Ze jsou bobii socialné monogamni
(Crawford et al. 2008a). Tomu odpovida i snizeny sexualni dimorfismus (tykéa se morfologie i
chovani — napft. obrana teritoria) (Herr & Rosell 2004). Dale se domnivame, ze bobii ziji
v malych rodinnych skupindch skladajicich se ze samce se samici a jejich mladat
(Milishnikov 2004, Crawford et al. 2008a). Neni tomu tak ale vzdy, protoze svazky dospélcti
trvaji jen 2-3 roky (Crawford et al. 2008a). Proto je pravdépodobné, Ze se nékteré kolonie
skladaji z polovic¢nich sourozenct, pficemz nasledujici samec toleruje nepiibuznd mlad’ata
(Crawford et al. 2008a). Jejich socidlni systém je oznacovan jako singular breeding (Hayes
2000). Muize obsahovat pomocniky (tzv. helpers) — mlad’ata z predchozich vrhi a ptibuzné
jedince, kteti mohou poméhat s vychovou mlad’at.

Az donedavna nebyla zcela jasna pozice bobrl na fylogenetickém stromé. V posledni
dob& se vSak studiem mitochondridlni DNA ukazuje, Ze rod Castor se fadi mezi mysi
pfibuzné — obr. 1 (Horn et al. 2011). Sesterskou skupinou mu zde jsou Supinatkoviti
(Anomaluridae), se kterymi sdileli spolecného ptedka asi pied 54 miliony lety. Bobfi tudiz
méli pomérné dlouhy ¢as k tomu, aby se u nich mohly vytvofit charakteristické ekologické a
morfologické rysy. K odd€lovani bobra kanadského od bobra evropského zac¢alo dochazet asi
pted 8 - 7,6 miliony let, kdy zacali bobfti z Eurasie migrovat pfes Beringliv pevninsky most do
Severni Ameriky. Nasledné¢ doslo ke geografické izolaci obou populaci a to pravdépodobné
vedlo k rozdéleni linie Casfor na dva druhy: C. fiber a C. canadensis. Poddruhy bobra

evropského tvoii monofyletickou skupinu. Jejich spole¢ny piedek zil pied 210 tisici lety.
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Obr. 1: Casovy strom hlodavcii. Dva druhy dnes Zijicich bobrii se odstépily od spolecného
predka asi pred 8-7,5 miliony let. Spolecny predek evropskych bobrii zil pied 210 tisici lety.
Zdroj: Horn et al. 2011

2.2 Historie rozsireni bobra evropského

Bobr evropsky byl diive bézné rozSifen po celém Uzemi Eurasie v ti¢nich udolich
zalesnénych opadavymi a jehlicnatymi lesy (Nolet & Rosell 1998, Ducroz et al. 2005, Durka
et al. 2005). Jeho evropsky aredl sahal od Atlantiku k Uralu a od Stfedozemniho mote
k Severnimu ledovému ocednu (Vorel 2006) — obr. 2. V 19. stoleti byl ovSem na vétSiné
svého drivejsiho aredlu témét vyhuben (Nolet & Rosell 1998, Milishnikov 2004, Babik et al.
2005, Durka et al. 2005). Hlavni pfi¢inou byl pfilisny lov (a to zejména na podzim a v zimé,
kdy mohli byt bobfi velmi dobie lokalizovani diky kéceni stromt a Gpravé svych nor) a ni¢eni
vhodného habitatu (pfeména ptirodnich biotopll, zejména luznich lesti, mokiadl a bazin na
pole a jiné hospodaiské plochy — Vorel 2006). Bobii byli loveni pfedevs§im pro svou koZeSinu
a latku zvanou kastoreum (aromaticka latka z velkych parovych Zlaz nachazejicich se
v blizkosti andlniho otvoru, slouZici pro pachovou komunikaci; Ellegren et al. 1993), ktera se
pouziva v mediciné a byva také jednou ze zdkladnich latek pii vyrobé parfémt (Nolet &
Rosell 1998, Schwab & Lutschinger 2001). Jejich ocasy navic slouzily jako postni jidlo (byly
pifipravovany jako ryba) (Nolet & Rosell 1998, Vorel 2006).
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Obr. 2: Zmensovani aredalu bobra evropského v Evropé v priibéhu posledniho tisicileti. Vievo
nahore: 11. stoleti; vpravo nahore: 15. stoleti; vlevo dole: pocatek 20. stoleti; vpravo dole:
prelom 70. a 80. let 20. stoleti.

Zdroj: Vorel 2006

Zdé4 se, ze k vymirani dochdzelo od jihu, nebot v Portugalsku, Spanélsku, Recku,
Turecku, Azerb4jdzanu a Iraku byly nalezeny jen subfosilie (Nolet & Rosell 1998, Krystufek
& Vohralik 2009). Od 12. stoleti za¢ina vlivem intenzivniho lovu postupné mizet i ze zbylych
oblasti (Safat 2002) az nasledné v 16. stoleti zmizel z Italie a Velké Britanie (Nolet & Rosell
1998). Na konci 19. stoleti uz ptezival jen v osmi izolovanych refugialnich oblastech (Durka
et al. 2005): delta Rhony (Francie), sttedni Labe (Némecko), jizni Norsko, Dnépr s Berezinou
a Pripjat’i (Bé&lorusko a Ukrajina), fi€ni systém VoronéZz-Don (Rusko), feky Konda a Sosva
(vychodni Ural, Rusko), feky Jenisej a Azas (Rusko) a feka Bulgan (Mongolsko, Cina). Podet
jedinct zijicich v této dobé se odhadoval asi jen na 1200 (Nolet & Rosell 1998, Halley &

Rosell 2003). Diky ochrannym opatfenim v téchto osmi oblastech naStésti bobr ptezil dodnes
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a 1 diky reintrodukcim se navic podafilo bobra vratit i do velké ¢asti piivodné obyvanych
oblasti (Halley & Rosell 2002, Durka et al. 2005). Jako prvni zakazalo lov bobri Norsko
v roce 1845 (Nolet & Rosell 1998) a roku 1899 se tam objevila efektivni legislativni ochrana
(Halley & Rosell 2002). Po Norsku pak zavedly ochranu i vSechny ostatni zemé, kde bobr
jesté prezival. K prvni reintrodukci doslo ve 20. letech 20. stoleti ve Svédsku. K dalsim
reintrodukcim dochazelo v Norsku, Rusku, Litveé, Finsku, Némecku, Polsku, Lotyssku,
SV}'/carsku, Estonsku, Mongolsku, Francii, Rakousku, Holandsku a Ceské republice (Nolet &
Rosell 1998). Diky vSem témto opatienim a také diky tomu, Ze je bobr natolik ptfizptisobivy,
ze dokaze zit a rozmnozovat se i v kultivované krajiné¢ (Nolet & Rosell 1998), se v dnesni
dobé¢ jeho populacni stavy odhaduji jiz asi na 640 000 jedincti (Nolet & Rosell 1998, Halley
& Rosell 2002, Halley & Rosell 2003, Durka et al. 2005), pfi¢emZ naprosta vétSina z nich se
roz§ifeni stale jeSté zna¢né disjunktni (Vorel 2006), coz je zplisobeno tim, Ze i vhodny habitat
je fragmentovany (Halley & Rosell 2002). Pokud bude soucasny trend pokracovat i nadale, da
se ocekavat, ze se v pfiStich desetiletich stane bobr evropsky na vétSin¢ uzemi Evropy

béznym druhem (Batbold et al. 2008).

neg.. I « POZ.
mﬂh&l&ﬁ’ mmurllﬂ
Ratk AR el kil | zlepseni stavu kvality vody |
| o [trkzovant | [pean
Fery ! Obydli | et
eroze biehi — Bobii ‘eroznich plavenin
{Bhratent shafbty osidleni ity

Obr. 3: Cinnost bobrii a jejich dopad na krajinu
Zdroj: Vorel 2006
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Rozsitovani bobri do hospodatfsky vyuzivané krajiny vSak Casto vede ke konfliktim
mezi nimi a lidmi (Nolet & Rosell 1998). Bobti mohou zptisobovat perforace rybnicnich a
protipovodiiovych hrdzi, zatopeni Cistiren odpadnich vod, kéceni hospodarskych,
zpeviujicich a okrasnych dievin, uvolfiovani dfevin do vodnich tokil a vznik potencialnich
povodiiovych bariér ve formé hrazi (Vorel 2006) — obr. 3. Stavéni bobfich hrazi mize mit
negativni efekt na migraci a reprodukci anadromnich ryb, jako je napt. losos obecny (Salmo
salar) nebo pstruh obecny (Salmo trutta), které jsou oblibenym cilem sportovnich rybari
(Parker & Ronning 2007). Nad bobiimi hrazemi se snizuje rychlost proudu, tim se zrychluje
zanasSeni mist vhodnych pro tfeni ryb a v nadrzich se zvysuje teplota vody, coz mtze byt pro
ryby suboptimalni.

Bobr evropsky se dé€li na osm poddruhd, které odpovidaji vySe zminénym osmi
refugidlnim oblastem: Castor fiber galliae, C. f. albicus, C. f. fiber, C. f. belorussicus (totéz
jako C. f. vistulanus — star§i oznaceni, ale bobfi z mista, odkud pochéazel exemplaf pouzity
k popisu, byli vyhubeni — Ducroz et al. 2005), C. f. orientoeuropaeus, C. f. pohlei, C. f.
tuvinicus a C. f. birulai (Safat 2002, Durka et al. 2005) — obr. 4. Kvili tvorbé umélych
hybridnich populaci na velké ¢asti Ruska je nékdy nemozné rozlisit, jestli patfi jedinec
k poddruhu C. f. belorussicus nebo C. f. orientoeuropaeus (Ducroz et al. 2005). Proto se pro
takovato zvifata nékdy pouziva oznaceni C. f. spp. Je zvlastni, ze populace z kazdého refugia
tvofi samostatny poddruh, protoze vétsina z téchto oblasti byla nejspiSe kolonizovana az po
ledovych dobéch (Halley & Rosell 2002). Zptsobeno to mtlize byt tim, ze kazda z populaci je
odvozena z malého poctu jedinci (¢asto i méné nez 200) a proto na né mél velky vliv efekt
zakladatele a také lokalni adaptace na mistni podminky. Zda se, Ze mezi t€émito oblastmi
existuje urcitd klindlni variabilita ve velikosti jedinct, pficemz se zvétSuji od vychodu na
zapad a od severu k jihu (Nolet & Rosell 1998). Dosud se nevi, zda je tato variabilita
tyto geografické formy mohou nazyvat jednoduse podle oblasti vyskytu: bobti z Rhony, labsti
bobii, skandinavsti bobfi, bélorusti bobifi (pouzivim téz oznaceni vychodoevropsti),
voronéz§ti bobfi, zdpadosibiisti bobii (pouzivam téZz oznaceni Yugra), bobfi z Tuvy a

mongolsti bobii — potadi odpovida vySe uvedenym nazviim poddruhil (Nolet & Rosell 1998).

14



10°

L

oz R
ﬂ?h
%, 7
! <

|

B5° T

/

ijul': N
i I&%m x
e
ﬁ ;Hx

Tyl
-
[t

Wt
t

.'-I
E

TR
|
=

a3 Tt

.lI r‘?
A
b

45"

5" 407 B0° 60" 7O0°

/L 4=\ o sampling sites
i 'j; I rclict C. fiber populations
[ &l A\ C. fiber current distribution
/A4 T4 4| = C. canadensis current dist.
J ! (f'.::tj__;_l}.-'?;.-,__,n}‘ M“'\J T .].‘ v". _\.,i'.'_r-"'df .‘\ \. i:
.-r"‘;.-" " | ] _.gﬁ;_r' Y ____r_--""._ "-.1 kY \,\
& i st %‘L 3 ! “Foe
)1 58°
000
=

Obr. 4: Svétle Sedé plochy predstavuji dnesni rozsireni bobra Evropského, cerné oblasti
predstavuji osm refugidalnich oblasti, ve kterych bobr prezival na konci 19. stoleti (ga - C. f.
galliae, al - C. f. albicus, fi - C. f. fiber, be - C. f. belorussicus, or - C. f. orientoeuropaeus,
po - C. f. pohlei, tu - C. f. tuvinicus, bi - C. f. birulai). Na vySrafovaném uzemi ve Finsku byl

vysazen bobr kanadsky. Horni obrazek zachycuje Evropu, dolni Asii.

Zdroj: Durka et al. 2005
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Pii urcovani piivodu né€kterych populaci se objevuji jisté komplikace, nebot’ béhem
nékterych reintrodukei nebyl kladen pfilisny diraz na ptivod vysazovanych bobri (Nolet &
Rosell 1998). Ze zvifat pochazejicich z riznych geografickych oblasti byly tvofeny nové
smiSené populace (Halley & Rosell 2002, Durka et al. 2005), které navic funguji jako
zdrojové populace pro dalsi reintrodukce. Takovym ptikladem miiZze byt vypousténi bobri ve
vodnim systému Dunaje. V Bavorsku a Rakousku byli vypusténi bobii pochézejici ze
Svédska, Polska, Ruska a Francie (Nolet & Rosell 1998, Schwab & Lutschinger 2001, Halley
& Rosell 2002, Durka et al. 2005). Tyto smiSené populace se posléze dostaly z Bavorska a
Rakouska i do Ceské republiky (Nolet & Rosell 1998, Schwab & Lutschinger 2001). Bobii
smiSené¢ho pivodu z Bavorska byli dale vysazovani i v Mad’arsku, Chorvatsku, Belgii ¢i
Rumunsku (Schwab & Schmidbauer 2001, Halley & Rosell 2002). Dal§im piikladem
vytvareni smiSenych populaci byly reintrodukce bobrt z Francie, Némecka, Norska a Polska
do tficeti riiznych oblasti ve Svycarsku, které probihaly mezi lety 1956 a 1977 (Nolet &
Rosell 1998). Takovéto smiSené populace maji vyssi stupent proteinového polymorfismu,
heterozygotnosti a DNA variability nez ptivodni refugidlni populace (Saveljev & Milishnikov

2002).

2.3 Bob¥iv Cechach

Na tizemi Cech, Moravy a Slezska il kdysi bobr relativng hojné (Vorel 2006). Oviem pro
svou kozeSinu, maso nebo kviili jejich Skodlivosti byli bobii velmi intenzivné loveni (Lehky
& Prazék 1998). Z toho divodu byli v poloving 18. stoleti na nasem uzemi zcela vyhubeni
(Lehky & Prazak 1998, Safai 2002, Vorel 2006). Koncem 18. a v 19. stoleti zavedli
Schwarzenbergové bobii farmové chovy na svych majetcich v jiznich Cechach (Safai 2002).
Nasledné byli vypousténi i do volné ptirody zejména na Tiebonisku (Nezarka, Luznice, Stara
a Nova feka) a jizni Morave. Od roku 1833 byli bobfi znovu intenzivné loveni, a tak se stalo,
ze v roce 1882 uhynul posledni jedinec. Tim tedy v nasich zemich vyhynul bobr jiz podruhé.
Jeden z poslednich bobrii na uzemi Ceské republiky byl uloven na severni Moravé u
Olomouce (Kostkan & Lehky 1997). V této oblasti naStésti pietrval relativné dobie
zachovany aluvialni les, ktery je vhodnym stanovistém pro bobra evropského (Kostkan &
Lehky 1997). Hlavnim fenoménem této oblasti je fluvidlni ekosystém feky Moravy, ktera ma
stale pfirodni charakter koryta s mnoha meandry, bohatou bfehovou vegetaci a mnoha
postrannimi kanaly. Proto zde — v CHKO Litovelské Pomoravi - mohlo byt v letech 1991,

1992 a 1996 vysazeno 22 jedinci poddruhu Castor fiber vistulanus pochazejicich ze
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severovychodniho Polska a Litvy (Kostkan & Lehky 1997, Lehky & Prazak 1998, Saféf
2002, John et al. 2010). Této populaci se pomérné¢ dobie dafi (po tfech letech od vypusténi
zacala kolonizovat fi¢ni systém — John et al. 2010) a zdé4 se, Ze celkem rychle roste. Na
prelomu let 1991 a 1992 se v oblasti nachdzelo 5 jedinct, v letech 1995/1996 uz to bylo 40
bobri (Kostkan & Lehky 1997) a roku 1998 uz dokonce kolem 50 (Lehky & Prazdk 1998).
Vsechny skupiny bobrt zde davaji pfednost nordm ve biehu a Zadni si nestaveji hraze.

Na Dé¢insku na Labi byl posledni bobr uloven roku 1722 (Benda & Sutera 1996).
V posledni dobé se ale bobii na dolni tok feky Labe (mezi Stiekov v Usti nad Labem a statni
hranici) vratili z refugidlni populace na stiednim Labi v Némecku, kde Zije ptivodni poddruh
Castor fiber albicus. Je ztejmé, Ze migruji z tradi¢nich lokalit v Némecku aZ k ndm na ¢eskou
cast toku feky Labe. Od podzimu 1992 se na Labi vyskytuji bobii pravideln€. V roce 1993
vytvofili kolonii nedaleko Décina (Lehky & Prazdk 1998). V iijnu 1994 zde uz doSlo i
k reprodukci a v kvétnu 1995 byly nalezeny dva bobii hrady (Benda & Sutera 1996). Od
konce 90. let Ize nasi labskou populaci bobra evropského povazovat za stabilizovanou (Safaf
2002).

V letech 1966 — 1981 byly provadény reintrodukce v Rakousku a Bavorsku a migraci se
odtud bobfi dostali na pocatku osmdesatych let i k nam (Lehky & Prazak 1998). V Rakousku
byl vysazen skandinavsky (Castor fiber fiber) a vychodoevropsky (Castor fiber vistulanus)
poddruh a také bobr kanadsky (Castor canadensis). Nékteti z téchto jedinctl a jejich potomei
k ndm pak migrovali a od roku 1988 se na jizni Moravé (Dyje, Morava, Kyjovka) vyskytuje
stald populace (Benda & Sutera 1996, Lehky & Prazak 1998), ktera se navic §ifi proti proudu
Moravy — obr. 5. Pfekvapivé je, Ze se bobfi objevili dokonce i v centru Bfeclavi a zda se, Ze
jim vibec nevadi blizkd ptfitomnost lidi. Bobfi vysazeni v CHKO Litovelské Pomoravi se
zacali rozmnozovat a nejpozdéji od roku 1992 migrovali na jih po toku Moravy mimo
CHKO. Ke kontaktu s jihomoravskou populaci doslo nejspise v letech 1998 nebo 1999, ale
mohlo se tak stat uz i diive (Safar 2002) — obr. 6.

V Ceské republice dochézelo i k dal§im reintrodukénim projektiim (Kostkan & Lehky
1997). Bylo to naptiklad na jizni Moravé na fekach Morava a Dyje, jiny projekt byl planovan
v zdpadnich Cechach v Doupovskych horach. Dalsi projekty ve vychodnich a jiznich Cechach
byly zamitnuty kvili nebezpeci plynouciho z blizkosti rybnikli a zavlaZovacich kanald.
V pribéhu 90. let dochéazi k vyrazné invazi ze viech sousednich zemi (Safaf 2002). Tak se
k ndm pfirozenym zplsobem rozs$ifili bobii na Katefinsky potok na Tachovsku a asi
kolem roku 1995 zde vytvoiili stalou populaci (Benda & Sutera 1996, Lehky & Prazak 1998),
i kdyz prvni ohryzy zde byly objeveny jiz v roce 1991 (Safat 2002).
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Ve druhé poloving 90. let se bobr objevil i na Sumavé a v podhtiti Sumavy (Safai 2002).
Z povodi Vltavy na Zd'arecké slati se dostali vroce 1998 dile do povodi Otavy a jeden
jedinec se dostal az do Pisku.

V soucasnosti se trvalé populace vyskytuji od stfedniho toku Moravy az po soutok
s Dyji, dale na severni Moravé, na dolnim Labi a v zdpadnich Cechach (Vorel 2006) — obr. 7.
Bobr je na nasSem uzemi pod piisnou ochranou (Vorel 2006). V nasi legislativé je fazen mezi
kriticky ohrozené“ druhy (Safaf 2002). V nékterych mistech je jiz ale tak hojny, Ze tato
ochrana zdanlivé ztraci do jisté miry smysl (Vorel 2006). V roce 2002 se na nasem uzemi
vyskytovalo 300 - 350 jedincti (Safaf 2002). Poéetnost druhu ale je$té neni na takové trovni,
aby bylo nutné ji sniZovat lovem (Vorel 2006). Navic vzhledem k tomu, ze populace existuji
pouze kratkou dobu (maximaln€ nékolik desitek let), nejsou jesté ptili§ stabilni. Lov by je
mohl narusit do té miry, ze by bobii opét mohli zacit z nasi krajiny mizet. Cilem fizené
ochrany je také to, aby se zabranilo rozsifeni bobrti do oblasti, které nejsou vhodné pro rozvoj
populaci (jizni Cechy z diivodu vysoké koncentrace rybnikd a vodnich nadrzi) a také aby se

do volné piirody nedostal bobr kanadsky, ktery se tu dosud nevyskytoval a nevyskytuje.
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Obr. 5: Rozsireni bobra evropského na vizemi Ceské republiky do roku 1989. Plny krouzek
predstavuje trvaly vyskyt (nejméné dvoulety), prazdny krouzek prechodny vyskyt (minimdlné
nekolik tydnii) a trojuhelnik znazornuje migraci (kratkodoby vyskyt).

Zdroj: podle Safér 2002
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Obr. 6: Rozsiteni bobra evropského na vizemi Ceské republiky v letech 1990-1999. Cerny
krouzek predstavuje trvaly vyskyt, Sedy krouzek prechodny vyskyt, trojuhelnik zndzornuje
migraci a prazdné krouzky oznacuji mista, kde byli v letech 1991, 1992 a 1996 vysazeni
jedinci z Polska a Litvy.
Zdroj: podle Safii 2002
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Obr. 7: Rozsireni bobra evropského na tizemi Ceské republiky vroce 2005. Cerny plny
krouzek znazornuje stabilni vyskyt (nejméné dvoulety). Trojuhelnik vyjadiuje prechodné
osidlent.

Zdroj: Vorel 2006
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2.4 Bobr kanadsky v Evropé

V nékterych oblastech Finska a v Karélii (Saveljev & Milishnikov 2002, Durka et al. 2005,
Batbold et al. 2008), ve Francii na Sein¢ a v Rakousku na Dunaji (Nolet & Rosell 1998,
Schwab & Lutschinger 2001), ale i na uzemi Polska (Safaf 2002) byl vysazen zcela
nepuvodni bobr kanadsky (Castor canadensis). Ten je plodnéjs$i nez bobr evropsky, protoze
miva 3 — 4 mlad’ata za rok (bobr evropsky ma v priméru 2,8 mlad’at — Starikov & Anchugov
2009, ale v Kirovské oblasti az 3,4 mladych na samici — Saveljev & Milishnikov 2002) a
Casto se rozmnozuje uz ve dvou letech (Nolet & Rosell, 1998). To je hlavnim divodem, pro¢
velmi Gspésné kompetuje s evropskym bobrem. Naptiklad pravé ve Finsku a Karélii je dnes
populace kanadského bobra pocetnéjsi nez populace znovu vysazené¢ho bobra evropského
(Safaf 2002). Naproti tomu se zda, ze v Rakousku, Francii ani Polsku zadny z vysazenych
kanadskych bobrl nepfiezil, ptfipadné tam, kde to bylo mozné, byli odstranéni (Halley &
Rosell 2002, Batbold et al. 2008). Zadny kanadsky bobr nebyl zaznamenan ani pfi studiu
mtDNA némeckych populaci (Horn et al. 2010).

Zatim ale nebylo zjiSténo, Ze by dochézelo k jejich kiiZeni (Nolet & Rosell, 1998). To je
zpiisobeno tim, Ze maji rizny karyotyp (rizny pocet chromozomi). Bobr evropsky ma 48
chromozomi zatimco bobr kanadsky jen 40 (Nolet & Rosell 1998). Zptisobeno je to
Robertsonovskou fuzi 8 parti chromozomi u C. canadensis. Vzhledové a chovanim jsou si ale
tyto dva druhy velmi podobné. Jejich rozliSeni je mozné studiem karyotypu nebo analyzou
allozymi (Kuehn et al. 2000). Ob¢ tyto moznosti jsou ale slozité¢ a drahé, protoze se musi
zvitata kvili odbéru vzorkl uspavat. Jinou, neinvazivni, metodou sbéru vzorkd je pouziti
kotinkl chlupt, kde je dost DNA k tomu, aby se mohla provést PCR. Oba druhy se pak daji
rozli§it pomoci mitochondridlniho cytochromu b. Dalsi metodou, schopnou odlisit
evropského a kanadského bobra, je pouzitim RAPD (Kautenburger & Sander 2008). Zda se,

ze bobr kanadsky nebyl vysazovan v Zadné z osmi reliktnich oblasti (Durka et al. 2005).

2.5 Predchozi studie

Dosavadni studie zkoumajici genetickou rozdilnost nejsou uplné jednozna¢né a Casto si i
protifeci (Durka et al 2005). Ellegren et al. (1993, 1994) zaznamenali velmi nizkou variabilitu
pfi studiu hlavniho histokompatibilniho komplexu a pfi pouziti metody DNA fingerprintingu.
V souladu s timto zjiSténim jsou i vysledky studie provedené Babikem et al. (2005), ktery
také zkoumal MHC. Kautenburger & Sander (2008) pfi studiu labské refugidlni populace a

dvou reintrodukovanych populaci v Rakousku a Bavorsku (piivod vysazenych jedincii
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nejspisSe z Polska a Ruska) zaznamenali vysokou genetickou podobnost v ramci 1 mezi témito
populacemi. Z toho vyvodili, Ze neexistuje jasnd podpora pro rozriiznénou populacni
strukturu mezi studovanymi poddruhy. Oproti tomu Milishnikov & Saveljev (2001)
zaznamenali relativné vysokou genetickou variabilitu u bobrt z Ruska a Béloruska pii pouziti
allozymovych markert.

Durka et al. (2005) zkoumal kontrolni oblast mitochondridlni DNA (CR mtDNA) u
jedinct z Francie, Némecka, Norska, Polska, Litvy, Ruska a Mongolska. Celkem bylo
nalezeno 16 riznych haplotypl. Kazdy haplotyp se vyskytoval pouze v urcité geografické
oblasti a navic Zzadny nebyl sdileny vice poddruhy zaroven. V kazdé oblasti se navic
vyskytoval jeden dominantni haplotyp. Genetické rozdily v ramci jednotlivych populaci byly
velmi malé. K podobnym vysledkiim dospéla i studie Ducroz et al. (2005), kdyz v péti
vychodnich populacich objevil 12 haplotypit CR mtDNA. Tato velmi nizka vnitropopulacni
variabilita by mohla byt disledkem nedavno prodélaného bottlenecku. Na pocatku 20. stoleti
totiz Zadné z refugii nemélo vice nez 300 jedincii a ve francouzském a ruském zilo dokonce
jen 30 bobrt (Nolet & Rosell 1998, Halley & Rosell 2002, Durka et al. 2005). V takto malych
populacich mél nejspiSe velky vliv geneticky drift, jehoz plisobenim se mohla ztratit velka
cast mtDNA haplotypii (Ducroz et al. 2005). Haplotypy ze zapadni Evropy (C. f- albicus, C. f.
fiber a C. f. galliae) jsou si velmi blizké a proto klastruji spolu do jedné skupiny (Durka et al.
2005, Horn et al. 2010). Ostatni poddruhy se od zapadoevropskych lisi a i piesto, Ze si nejsou
tolik podobné, také spadaji do monofyletické skupiny. Na zdklad¢ existence dvou hlavnich
fylogenetickych skupin se usuzuje, Ze bobfi pfezivali posledni dobu ledovou minimélné ve
dvou glacialnich refugiich.

DRB zkomplexu MHC (major histocompatibility complex). Geny MHC jsou obecné
povazovany za nejvice polymorfni geny u obratlovcii (Radwan et al. 2010). Polymorfismus je
dlouhodobé udrzovan balancujici selekci vyvolanou patogeny. Napiiklad u lidi maji nékteré
MHC geny az stovky alel, u velkych obratlovcl to jsou desitky. Je to proto, Ze heterozygoti
mohou na povrchu svych bufiek prezentovat vice odliSnych patogennich peptidovych
antigentl, které mohou byt nasledné rozpoznany T-buitkami (Ellegren et al. 1993, Penn et al.
2002, Babik et al. 2005). Z toho vyplyva, Ze heterozygoti by méli byt méné nachylni
k infekcim, ptipadné by se jim mohli 1épe branit a tudiZ maji oproti homozygotim vyhodu
(Penn et al. 2002). Navic by jedinci s vice variantami MHC chranicimi pted infekci méli mit
velkou kompetitivni vyhodu oproti parazitovanym jedincim (Babik et al. 2005). Proto je

vyhodné se pafit s nepiibuznymi jedinci, kteti maji rizny genotyp. Jejich potomci by spise
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mohli byt heterozygoti — takovy vybér partnert se oznacuje jako MHC-disasortativni pafeni
(Penn et al. 2002). Proto je vyhodné, Zze néktefi zivocichové, napf. myS domaci (Mus
musculus), dokdzi poznat ptibuzného jedince na zéklad¢ podobnosti MHC komplexu (Mannig
et al. 1992) a tim padem si vybrat k pareni neptibuzného jedince. Naproti tomu je variabilita
MHC znac¢né snizovana bottlenecky a fragmentaci populaci (Radwan et al. 2010). Ve studii
Babika et al. (2005) bylo nalezeno ve vSech refugidlnich oblastech dohromady jen deset
unikatnich alel. Ve vétSin€ populaci byla zafixovana jen jedna unikdtni alela — byly
monomorfni (pro srovnani: napt. v malém tseku hybridni zony dvou poddruhti mysi domaci
bylo nalezeno 17 alel DRB - Cizkova et al. 2011; v sedmi populacich Arvicola terestris se
vyskytuje 16 alel — Bryja et al. 2007; u druhu Spalax ehrenbergi naopak nebyly nalezeny
vibec zadné geny nalezejici do podtiidy DR — Nizeti¢ et al. 1987). Jen bobii ze zapadni
Sibite (C. f. pohlei) byli pro gen DRB polymorfni. Byly u nich nalezeny celkem c¢tyfi alely.
Pfitom 74dna z objevenych alel nebyla sdilena dvéma nebo vice populacemi zaroven.
Vsouladu stim jsou 1 vyzkumy MHC a pouziti metody DNA fingerprinting u
skandinavskych bobrti (Ellegren et al. 1993, Ellegren et al. 1994), které také ukazaly jejich
monomorfnost. To odpovidd predpokladu, ze v populacich, které prosly bottleneckem, jsou

vzéacné alely vlivem silného driftu ztraceny (Radwan et al. 2010).

2.6 Populacni expanze

Je zajimavé, Ze 1 pfes zjevnou vyraznou ztratu genetické variability doslo u bobra evropského
v pribehu 20. stoleti k vyrazné populacni expanzi po nedavno prodélaném bottlenecku (Nolet
& Rosell 1998, Halley & Rosell 2003, Babik et al. 2005). I u populaci, které jsou monomorfni
pro MHC DRB, byl zaznamenan vyrazny vzrist populacnich stavli (Nolet & Rosell 1998,
Babik et al. 2005). Je ovsem pravda, ze i Radwan et al. (2010) ve svém review pisi, ze nasli
fadu studii o druzich, které prodélaly bottleneck a nésledkem toho maji omezenou MHC
variabilitu. Pfesto tyto druhy pfeZily a Casto se jejich populace 1 zvétSuji. Je ale zajimavé, Ze
prestoze vétSina populaci bobra evropského se uspésné zvétSuje a rozSifuje sviyj areal
roz$ifeni, asijské reliktni populace (C. f. tuvinicus, C. f. pohlei, C. f. birulai) stale zistavaji
malé (Nolet & Rosell 1998, Saveljev & Milishnikov 2002, Durka et al. 2005, Batbold et al.
2008). Jen u mongolské populace doslo k mirnému zvySeni pocetnich stavii, nejspiSe diky
n¢kolika provedenym reintrodukcim a translokacim (Nolet & Rosell 1998); navic jsou zdejsi

bobfi chranéni jako velmi vzacny druh (Batbold et al. 2008).
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Z toho tedy vyplyvd, Ze prodélany rapidni bottleneck nemél drasticky vliv na
zivotaschopnost a plodnost bobrti (Ellegren et al. 1993). V nékterych refugidlnich populacich
se vSak vinou sniZzené genetické variability objevuji rizné anomalie. Napf. u némecké labské
populace se pomérn¢ Casto (u 8,7 % jedincil) vyskytuji dentadlni abnormality (Piechocki
1977). Zda se, ze bobfi jsou schopni dlouhodobé ptezivat v koloniich o velikosti 15 - 30
jedinct (Milishnikov 2004). To by mohlo byt zplsobeno tim, Ze jsou diky své populacni
struktufe do jisté miry tolerantni vii¢i obdobim inbreedingu (Ellegren et al. 1993). Jak jiz bylo
zminéno diive, ziji v malych koloniich, ¢asto slozenych z jedné rodiny. Mladi jedinci kolonii
opoustéji. Jejich disperze je omezend jen na rodny vodni systém. Proto je pomérné vysoka
pravdépodobnost, ze se spolu mohou pafit ptibuzni jedinci. Piredpokladd se, ze takovyto
periodicky inbreeding by mohl kombinaci genetického driftu a selekei proti recesivnim
homozygotim odistit geneticky pool od skodlivych recesivnich alel (Ellegren et al. 1993).

Existuji nazory, ze genetickd diverzita by byla nejlépe chranéna a zachovéana
udrzovanim Zivotaschopnych populaci ve vSech osmi refugialnich oblastech (Nolet & Rosell
1998, Halley & Rosell 2002). Ziji v nich totiz piivodni bobi, ktefi nemaji smideny ptivod. Pfi
reintrodukcich by pak méli byt vysazovani pouze jedinci z nejblizSich geografickych oblasti
(Nolet & Rosell 1998). Minimalni efektivni velikost populace byla stanovena na 500 jedincii
(i kdyz Milishnikov 2004 stanovil minimalni efektivni velikost kolonie jen na 3 az 10 zvifat a
evropské refugialni populace (bobii z Rhony, Labe, Norska a Béloruska) a také bobii
z Mongolska. Jak uz ale bylo zminéno vySe, tfi zbyvajici populace zlistavaji stale malé a ani
zdaleka nedosahuji pozadované velikosti (Nolet & Rosell 1998). Diilezité je ale znat tiroveii
Skandinavii (Norsku a Svédsku) maji malou genetickou diverzitu (Ellegren et al. 1993),
naopak bobii ve voronéZzském refugiu si stale zachovali vysokou genetickou variabilitu
(Nolet & Rosell 1998).

Pii reintrodukcich se zd4, Ze po vysazeni nejprve dochazi k fazi velmi pomalého
populacniho rustu (tzv. lag faze) (Hartman 1994). Dégje se tak z toho divodu, Ze po vysazeni
mala zvifat na rozsahly neobydleny Usek feky je pro né obtizné se navzajem nalézt a najit si
partnera (Halley & Rosell 2002, Halley & Rosell 2003). Pak ovSem nasleduje obdobi
rychlého rlstu populacnich stavii (Hartman 1994). Tak tomu bylo napftiklad i v LotyS$sku, kde
byly do roku 1935 vysazeny 3 pary, vroce 1950 se zde vyskytovalo asi 78 jedinct, v roce
1973 to uz bylo 1400 a v roce 1990 tam zilo jiz asi 50000 bobrii (Halley & Rosell 2002).

V ruské Kurganské oblasti doSlo k rapidnimu populaénimu ristu po témér tticeti letech od
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vysazeni (Starikov & Anchugov 2009). Nésledné ovSem (v priméru po 25 az 35 letech od
kolonizace koryta feky) bobii vycerpaji potravni zdroje v oblasti, nebot jejich potrava
potfebuje pomérné dlouhy cas na regeneraci (Hartman 1994). Ztoho divodu nasledné
dochazi i ke snizovani stavii bobrl. Bobfti nejprve v prvni fazi osidluji optimalni habitaty (a to
tak, Ze Casto nejdiive osidluji vzdalené;si nez blizkd mista), po jejich vycerpani se uchyluji i
do suboptimalnich a okrajovych oblasti (John et al. 2010). Proto se miizeme setkat i
s doporucenim, aby byli bobii béhem faze rustu ¢astecné loveni (Hartman 1994). Tim by se
dalo vyhnout nekontrolovatelné expanzi, vyCerpani potravy a naslednému ubytku jedinci.
Tato pravidla plati zejména pro oblasti, kde se jiz nevyskytuje jeden z mala ptirozenych
nepiatel bobra, a tim je vlk (Canis lupus). V ptitomnosti vlka zfejmé nedochazi v pocatecni

fazi k tak masivni populaéni explozi (Hartman 1994).

2.7 Bottleneck a jeho vliv na populacni strukturu velkych
evropskych savci

Jak bylo zminéno jiz vavodu, vyrazné sniZeni pocetnich stavli v poslednich staletich

prodélaly i jiné druhy velkych evropskych savcii. Je pravdépodobné, ze ani u téchto druhti se

tato udalost neobesla bez nasledkil a je tedy zajimavé porovnat néasledky téchto bottleneckil

na genetickou diverzitu takto postizenych populaci.

Jednim z nejvyznamnéjSich historickych procesi, které ovliviiovaly genetickou
diferenciaci mnoha druhti, byla izolace v riznych refugiich — jak glacialnich (Taberlet et al.
1998) tak novodobéjsich, ktera vznikala ptisobenim ¢loveka v 18. a 19. stoleti. Evropska biota
prodélala béhem poslednich par miliont let velmi vyrazné klimatické zmény (Taberlet et al.
1998). K vyznamnym oscilacim dochazelo v pribéhu poslednich 700 tisic let. Behem
ctvrtohor dochézelo ke zmenSovani a opétovné expanzi arealu rozsifeni mnoha druht,
ptfiCemz pii snizovani teploty dochazelo k vymirani severnich populaci (Taberlet et al. 1998).
Tento proces vedl k bottlenecklim, jejichz nasledkem doslo ke ztraté genetické diverzity. Da
se predpokladat, Ze nejvétsi diverzita by pak méla byt v jiznich refugiich (Taberlet et al.
1998).

K dal§im vyraznym bottlenecktim pak dochazelo i v prubéhu 19. stoleti, kdy byly rizné
druhy velkych evropskych savcl velmi intenzivné loveny lidmi — napf. medvéd hnédy
(Taberlet & Bouvet 1994) nebo vydra fi¢ni (H4jkova et al. 2007).

Stejné jako bobr evropsky, tak i medveéd hnédy (Ursus arctos) kdysi obyval vétSinu
evropského kontinentu (Taberlet & Bouvet 1994). MtDNA medvéda hnédého jasné ukazuje
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na rozdéleni do dvou linii — na zdpado- a vychodoevropskou, coZ je zfejmy pozistatek
pfezivani ¢tvrtohornich ledovych dob v oddélenych refugiich (Sommer & Benecke 2005). Od
poloviny 19. stoleti se jeho aredl rozsifeni vlivem pfiliSného lovu a ni¢enim vhodného
habitatu vyrazn¢ zmensil. V zapadni, stiedni i jizni Evropé se v dnesni dob¢ vyskytuji jen
malé izolované populace (Taberlet & Bouvet, 1994, Saarma & Kojola 2007).

Studiem 17 mikrosatelitovych lokusti medvéda hnédého byla odhalena silnd populacni
struktura, sestavajici ze Ctyr geneticky odlisnych skupin (Tammeleht et al. 2010). Zatimco tfi
tyto skupiny jsou omezeny pouze na malé geografické oblasti (Estonsko, jizni Finsko a
Leningradska oblast v Rusku), ¢tvrtd zabird rozsdhlé uzemi mezi severnim Finskem a
Archangelskem a Kirovskou oblasti v Rusku. Studie mitochondridlni i jaderné DNA ukézaly,
ze velkou ¢ast severozapadni Eurasie obyva jen jedna Siroce rozSifena geneticka skupina. I u
medvéda byl pfi studiu kratkého tseku kontrolni oblasti zaznamendn nizky stupen genetické
variability a to zejména v ramci jednotlivych populaci (Taberlet & Bouvet, 1994). Najdou se
ovSem 1 vyjimky: populace na stfednim vychodé vykazuje vysoky stupeii genetické diverzity
(Calvignac et al. 2009). V kazdé z populaci byl také nalezen unikatni mtDNA haplotyp. Jen
v mistech, kde se setkava vice populaci je haplotypti vyrazné vice (Saarma & Kojola 2007).
Situace u medvéda je tedy velmi podobnd tomu, co se dosud zjistilo o bobru evropském.

Velmi podobna je situace 1 u vlka obecného (Canis lupus) (Taberlet & Bouvet, 1994).
V historické dob¢ byli vlci rozsiteni po témeét celé holarktidé (Pilot et al. 2006). V dne$ni
dobé¢ jsou vsak zapadoevropské populace silné fragmentované (Pilot et al. 2006) a to vlivem
¢lovéka — sniZzovanim pocetnich stavll lovenim, ni¢enim habitatu a ibytkem kofisti (Wayne et
al. 1992). I zde obsahuje vétsina soucasnych populaci unikatni mtDNA haplotypy — vlivem
genetického driftu se v kazdé populaci zafixovala jina alela (Wayne et al. 1992). Celkem bylo
ve Starém svéte nalezeno 7 haplotypl a vSechny jsou si velmi podobné. Ale i v populacich
vlka jsou rozdily — populace ve vychodni Evropé maji zpravidla vice nez jeden haplotyp a
vétSina haplotypt je Siroce rozsitena (Pilot et al. 2006).

Podobny osud jako bobra potkal i vydru fi¢ni (Lutra lutra). Populacni stavy vydry fi¢ni
se zacaly vyraznéji snizovat od poloviny 19. stoleti do druhé poloviny 20. stoleti vlivem
ptilisSného loveni, ni¢enim habitatu a potravnich zdroji (H4kova et al. 2007). To vedlo
v nékterych mistech k vymfeni vydry fi¢ni a fragmentaci jejich populaci v zédpadni a stfedni
Evropé. V posledni dobé se jeji stavy opét zvySuji. Studiem mtDNA bylo v evropskych
populacich objeveno jen 20 riznych haplotypt (Mucci et al. 2010). Jejich haplotypova sit’ ma
charakter star-like pattern s jednim Siroce rozSifenym haplotypem, coZ naznacuje

demografickou expanzi — pravdépodobné z jednoho glacialniho refugia. Stejné jako u bobrt, i
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u vydry méa vétSina populaci jeden nebo jen nékolik malo haplotypl. Ukazalo se také, ze
vlivem asi Sedesatileté izolace tvoii ¢eska populace geneticky odlisnou skupinu od slovenské

populace (Hajkova et al. 2007). To bylo potvrzeno i ve studii Mucci et al. 2010.
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3. MATERIAL A METODIKA

Pro cile mé diplomové prace jsem analyzovala krevni a tkanové vzorky bobra evropského,
které se podafilo shromdzdit v Laboratofi pro vyzkum biodiverzity na katedfe zoologie
PiF UK v Praze. Tyto vzorky byly ziskany s podporou grantu Ministerstva Zzivotniho
prostiedi Ceské republiky VaV/620/1/03 a SP/2d4/52/07 a také diky mezinarodni spolupraci.
Ze sbirek Waltera Durky (UFZ Center for Environmental Research Leipzig-Halle GmbH)
pochazeji vzorky z vétSiny evropskych a asijskych refugii, od Alexandera Saveljeva (Zhitkov
Russian Research Institute of Game Management and Fur Farming) jsou vzorky z vychodni
Evropy a Ruska.

Pro ucely mé diplomové prace bylo analyzovdno témét 300 vzorkii z celkem
23 populaci z Ceské republiky a viech evropskych a asijskych refugii.

Zam¢fila jsem se na studium jaderné DNA pomoci mikrosatelitovych lokust a také na
mitochondridlni DNA — konkrétné kontrolni oblast (control region mtDNA — CR mtDNA).

DNA byla izolovana kitem DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN). Koncentrace DNA
nebyla méfena. I1zolace poskytla DNA v 300 pl pufru. Toto pak bylo pouZito pfimo do dalSich

reakci.

3.1 Jaderna DNA

3.1.1 Analyza mikrosatelitovych lokusii
Jadernou DNA jsem zkoumala pomoci mikrosatelitovych lokusti. Ty do té doby byly pouzity
pouze na bobra kanadského, na bobra evropského vSak nikoliv. Pouzili jsme mikrosatelitové
lokusy, které byly ve Spojenych statech americkych navrzeny na piibuzného bobra
kanadského (Crawford et al. 2008a. Crawford et al. 2008b, Pelz-Serrano et al. 2009). U
kanadskych bobrli bylo navrzeno 19 lokust, pfi¢emz vétSina znich byla pomérné
polymorfnich. Pro vSechny tyto lokusy byla provedena cross-species amplifikace u bobra
evropského (Pelz-Serrano et al. 2009). Usp&sné amplifikovat se podafilo 12 z diive
publikovanych lokust. Ty vSak nejsou tolik polymorfni jako u C. canadensis — tfi lokusy jsou
u bobra evropského dokonce monomorfni. Pouziti mikrosatelitovych lokusti by mohlo
umoznit studium na populacni Grovni a také by mohlo vést k lep§imu managementu ochrany
téchto druhd.

Pro studium jaderné DNA jsem pouzila 12 lokust: Cca4, Cca5, Cca8, Ccal3, Ccals,
Cca 19 (Crawford et al. 2008b); Cca20, Cca56, Cca62, Cca76, Cca92 a Ccal 12 (Pelz-Serrano

et al. 2009). Blizsi specifikace lokust viz. tab. 1. Ve vyslednych analyzach se ale pocitd jen s
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11 znich. V pribéhu laboratornich praci byly totiz vyménény kapilary na sekvenatoru
v Laboratofi sekvenace DNA na UK, kde byly vzorky zpracovavany. To mélo za nésledek
posun ve velikosti alel vici standardu oproti situaci pied vyménou kapilar. Tento efekt se u
jedenacti lokust podatilo odfiltrovat. Lokus Ccal 12 ale musel byt z dalSich analyz vytazen.

Z pouzitych fluorescencn€ znafenych primerit se podafilo odladit jeden multiplex.
Primery byly ze zésobniho roztoku smichany do jednoho primer mixu. Koncentrace primert
v zésobnim roztoku byla 0,1 mM. Mnozstvi pouzivanych primera je zndzornéné v tabulce 1.

Nasledn¢ byla smés primerti doplnéna do 100 pl destilovanou vodou (tedy 37,4 ul).

MnoZstvi pouZité pro

Lokus Znaceni Sekvence primeru 100 pl pr. mix (pl)
Cca4 FAM  F: GATTTCAGACACAGCCACCA

R: AGTGATGGGATTGAACTCCAG

F: TGCTTTCATCTGCTCTATGAAAAT

R: CAGTGATGAAGGGAAGAGGAA

F: GGGCTCAGAGGAAAAAGGAG

R: GATCAGGCAAAAGGCTGGTA

F: CCCTAGACTTTGATTATACGG

R: AGGTTGCCTAGAGAGAGGTGTG

F: CTGCTGTGGGATCTTGGATT

R: TGGTATGTGCTACACAGAAAACAA
Ccal9 FAM  F: CAGGAGATGGAGACAAAAGGAT*

R: GCCATACGTAGTCCCCTTTG*

F:

R

F:

R

F:

R

F:

R

F
R

Cca5 VIC

oo

NS \O I NS I N T NS 2 O T NS 20N O T \O I O T (O I (O I S I (O T SN SN ® cle R S TR UL R SN S

Cca8 PET
Ccal3 VIC

Ccal8 PET

Cca20 PET : AGGAATAAGGCTGCATTGGAT*
: GGTGTGTGGTTCAAGTGCAA*

: GCAGAGCACCAATAAAATCC

: CAAGAGTCCAGTGTGTGCTG*

: CCAAGTGAATTAACATACCCATCA*
: GAAAATCCCGGAGAATGGAT*
: CCCATAGAACCCAAAGCAG

: CCATGCTATGTGGCATTTTT*

: TCCTTGACTCTGGGCATG

: ACTGTGGAAGCTCTGGGAGT*
Ccall2 FAM  F: CCCAAAAAAGATGTTCTT

: TCTAAACCAGCAAAGTCAA*

Tab. 1: Pouzité primery, jejich sekvence a mnozstvi ve 100 ul pr. mixu. F — forvard,

Cca56 NED

Cca62 VIC

Cca76 PET

Cca92 NED

=

R - reverse, * primery s jinymi sekvencemi, nez byly navrzané pro C. canadensis
Na PCR jsem pouzila 3 ul DNA a 5 pl reakéni smési. Celkovy objem na jeden vzorek byl

tedy 8 ul. Reakéni smés byla namichana ze 4 pl Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2x
(Qiagen) a 1 pl primer mixu (tab. 2).
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3.1.2 PCR mikrosatelitovych lokusi a fragmentac¢ni analyza
Vsechny PCR reakce byly provadény v thermocycleru Mastercycler (Eppendorf, Némecko).
Program PCR viz. tab. 3.

Slozky PCR smési Objem na 1 vzorek (pl)
Type-it Multiplex PCR MM 4
Primer mix 1
DNA 3
Celkovy objem 8

Tab. 2: Protokol na PCR mikrosatelitovych lokustui

Teplota Délka Pocet cyklu

95°C 5 min Ix
95 °C 30s
56 °C 90 s 30x
72 °C 30s
60 °C 30 min Ix

Tab. 3: Program PCR pro mikrosatelitové lokusy

V dalsim kroku byly PCR produkty pfipraveny na fragmentacni analyzu. K odecteni
délky amplifikovanych fragmentli byl pouZit standard Gene Scan 500LIZ size standard
(Applied Biosystems). Na jeden vzorek se piipravovala smés z 9 pl formamidu a 0,25 pl
standardu. Do konec¢né reakce bylo pouZzito 9 ul této smési a 1 pl PCR produktu. Takto
ptipravené vzorky byly denaturovany pii 95 °C po dobu 2 minut. Fragmenta¢ni analyza byla

provedena v Laboratofi sekvenace DNA na Ptirodovédecké fakult¢ UK.

3.1.3 Identifikace alel

Data, kterd jsem ziskala fragmenta¢ni analyzou, jsem déale manudlné zpracovavala
v programu GeneMarker (Softgenetics). V tomto programu byly od pouzitého standardu
odecteny velikosti jednotlivych alel pro kazdy lokus a kazdého jedince. Ty byly nésledné

zaznamenany do tabulky v Excelu.
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3.1.4 Analyza dat
Jednoduché statistika byla pocitana v programu R 2.13.0. V programu Cervus 3.0.3 (Field
Genetics) byly zjiStény pocty alel na jednotlivych lokusech a vypocitany hodnoty obou

heterozygotnosti — ocekdvané H(Exp) a pozorované¢ H(Obs) heterozygotnosti.

Pokud je populace rozdélena na subpopulace, jsou tyto subpopulace méné
heterozygotni, nez by bylo v nedélené populaci. Geneticky drift zplsobuje, ze v malych
populacich se ustali jiné frekvence alel a k zafixovani alel dojde rychleji nez ve vétSich
nediferencovanych populacich. Pokles heterozygotnosti zpisobeny rozdélenim populace se
obvykle stanovuje pouzitim F-statistiky. Parové Fsr mezi populacemi a jeho prikaznost jsem
ziskala pomoci programu GenAlEx6 (Peakall & Smouse 2006). Fsr jako jeden z typi
F-statistiky popisuje distribuci genetické diverzity uvnitt a mezi populacemi. Také se mu fika
fixatni index. Fsr je inbreedni koeficient uvnitf subpopulaci vztazeny ke
koeficientu celkovému. Vyjadiuje miru genetické rozdilnosti mezi subpopulacemi, tzn. jaky
mé vliv rozd&leni populace na subpopulace. Dosahuje hodnot 0 az 1. Cim je hodnota Fgr
nizsi, tim jsou si jednotlivé populace vice podobné. Wright (1978) navrhl pro jednoduché 2-
alelické systémy, ze hodnoty vét§i nez 0,25 jiz naznacuji znacnou odliSnost populaci. Pro
hypervariabilni markery s mnoha alelami mohou byt hodnoty vyrazn€ niz$i. Pokud jsou
vSechny subpopulace v Hardy-Weinbergové rovnovaze se stejnou frekvenci alel, potom se
Fsr rovna nule. Lze ho definovat jako miru odliSnosti mezi heterozygotnosti uvnitt populace
(mezi subpopulacemi) a potencialni frekvenci heterozygotl v populaci, kterd by nastala za
ptedpokladu, ze by se jedinci pafili ndhodné a neasortativné. Podle Wrighta se pocita:

Fst= (Hr-Hs)/Hr = 1-(Hs/Hr)

V programu GenAlEx se analogicky k Fsr pro kodominantni-genotypovéa data pouziva

odhad ®pr. V tomto piipadé je potlacena variabilita uvnitt jedinci. Vzorec pro vypocet je:
Dpr= Vap/(VartVwp)

Vap je variabilita mezi populacemi, Vwp je variabilita uvniti populaci.

V tomtéz programu jsem vypocitala analyzu molekuldrni variance (AMOVA), ktera
vyjadiuje pomér variability v rdmci a mezi populacemi. Amova je metoda odhadu popula¢ni
diferenciace piimo z molekularnich dat.

V GenAlExu jsem ziskala i seznam privatnich alel vyskytujicich se v jednotlivych

populacich.

Fstat 2.9.3 (Goudet 2001) byl pouzit pro zjisténi poctu alel na jednotlivych lokusech
v jednotlivych populacich. Dal§imi z vystup tohoto programu byly také vypocty Fis pro
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jednotlivé populace a stanoveni genové diverzity. Genova diverzita je prumérnd ocekdvand
heterozygotnost na lokus v populaci. Fis je inbreedni koeficient individui vztazeny na
subpopulaci. Vyjadiuje miru snizeni heterozygotnosti individua vlivem nenahodného pareni
uvniti subpopulace.

Fis = 1-(Hi/Hs)

V programu Genetix 4.05.2 byla provedena korespondenéni analyza. Ta je vhodna pro
analyzu mnohorozmérnych kategorizovanych dat a patra po vnitini struktufe v datech — to,
zda jsou si n€které objekty bliz§i nez ostatni (Zima et al. 2004). DokaZe snizit piivodni pocet

proménnych na mensi pocet transformovanych proménnych.

Program Structure 2.3.3 (Pritchard et al. 2000, Falush et al. 2003, Falush et al. 2007)
rozdéluje jedince do K skupin (clusterti). Je to volné dostupny software, ktery pouziva
genotypova data pro vyfeSeni populacni struktury. Dokdze odvodit pfitomnost odliSnych
populaci a zaradit do nich jedince. PouZzit byl admixture model, ktery pfedpoklada smiseny
ptuvod jedinct (jedinci zdédili ¢asti svého genomu od predkti z riznych populaci). Analyza
byla nastavena na 300 000 burn-in a pocet MCMC opakovani byl 600 000. Hodnota K byla

nastavena na 1 - 17 a pro kazdou se pocitalo 10 iteraci.

CorrSieve 1.6-1 (Campana et al. 2011) filtruje vystupy Q hodnot z programu Structure.
CorrSieve byl pouzit pro vypocet AK a AFgr. Tyto vypofty pomadhaji urcit hodnotu

optimalniho K.

StructureSum (Ehrich et al. 2007) byl pouzit pro shrnuti vystupil z programu Structure.
Vsechny vypocty zde provedené slouzi k ureni optimélni hodnoty K. Jsou to graficka
znazornéni InP(D), koeficientu podobnosti mezi vSemi dvojicemi béhl ze Strukturu pro dané
K, AK (snazi se urc¢it optimalni K metodou podle Evano et al. 2005) a koeficient zvany
clusteredness, ktery popisuje, zda jsou jedinci zafazeni spiSe do jednotlivych skupin (kazdy
jedinec je s velkou pravdépodobnosti zatazen do jediné skupiny) nez do kombinace nékolika
skupin (jedinci jsou spiSe bud’ hybridniho plivodu nebo je jejich zatazeni nejasné). Zaroven se
zde vytvaii priméry Q matic pro individua, které jsou vystupem z programu Structure. Tato

primérnd matice pak slouzi jako vstupni soubor pro program Distruct.

Pro odhaleni populaéni struktury byly pouZzity jesté programy BAPS (Bayesian Analysis
of Population Structure; Corander & Marttinen 2006, Corander et al. 2008) a TESS. BAPS
byl spustén vicekrat s riznym nastavenim pro K max. Jako model byl zvolen admixture.

V programu TESS byly nastaveny parametry pro vypocet nasledujicim zplsobem: pocet
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skupin byl pro riizné béhy nastaven na K=2,3,4,.... 15, pro kazdé¢ deset opakovani.

Celkovy pocet krokt byl 200 000, z toho burn-in 50 000. Pouzity model byl opét s admixture.

Pro grafické znadzornéni populacni struktury byl pouzit program Distruct (Rosenberg
2004). Jako zdrojova data se pouzily vystupy z programu Structure, BAPS a TESS — Q

matice pro individua a pro populace.

3.2 Mitochondrialni DNA

3.2.1 Protokol na PCR CR mtDNA
Pouzity byly dva primery: Thr-L15926 (5-CAATTCCCCGGTCTTGTAAACC-3") a DL-
H16340 (5'-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3") (Durka et al. 2005), které amplifikuji
kontrolni oblast mitochondridlni DNA.

Primery byly nejprve ze zdsobniho roztoku (koncentrace 0,1 mM) desetkrat nafedény
destilovanou vodou (v poméru 1 : 9) na vyslednou koncentraci 0,01 mM. PCR jsem provedla
v celkovém objemu 30 pl na jeden vzorek. Pouzila jsem 10 ul DNA a 20 pl reakéni smési. Na

PCR byla pouzita polymeraza a pufr DNA polymerase a Reaction Buffer 10x s 2 mM MgCl,

(Biotools). Protokol viz tab. 4.

3.2.2. Kroky PCR CR mtDNA
Vsechny PCR reakce byly opét provadény na thermocycleru Mastercycler (Eppendorf,
Némecko). Protokol viz. tab. 5.

Slozky PCR smési Objem na 1 vzorek (nl) Zdrojova koncentrace

Pufr 3

dNTPs 3 2 mM
Primer F 2 0,01 mM
Primer R 2 0,01 mM
polymeraza 0,2

H,O0 9,8

DNA 10

Celkovy objem 30

Tab. 4: Protokol na PCR CR mtDNA
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Teplota Délka Pocet cyklu

96 °C 4 min Ix
96 °C 40 s
55°C 45 s 35x
72 °C 60 s
72°C 10 min Ix

Tab. 5: Program na PCR pro CR mtDNA

3.2.3 Elektroforéza a sekvenace

Vysledek PCR byl kontrolovan pomoci elektroforézy na agarézovém gelu. Pouzila jsem
gel 1 %. Pro kontrolu spravného prubéhu elektroforézy se ke vzorkim na gel ptidaval
standard GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Fermentas). Elektroforéza byla nastavenéd na
napéti 100 V a bézela po dobu 30 minut. Po tuto dobu migrovaly vzorky DNA ke kladné
elektrodé (anoda). V ptipadé€, Ze PCR probehla zdarné, byly vzorky odeslany na sekvenaci do
korejské firmy Macrogen. Odeslano bylo veskeré zbyvajici mnozstvi PCR produktl (tedy
25 ul od kazdého vzorku) a natedény forward primer, ktery byl pouzit uz pti amplifikaci (v
pfipad¢ oboustranné sekvenace se odesilal forward i reverse primer). Primery se posilaly
v samostatnych zkumavkach (jejich koncentrace byla 0,01 mM) a to v mnozstvi 10 pl na

kazdy z prvnich péti vzorki a 5 pl na kazdy dalsi vzorek.

3.2.4 Editace sekvenci

Z ptichozich sekvenci jsem v piipadé oboustranné sekvenace vytvofila v programu DNA

Baser 3.2.5 (Heracle Software, Lilienthal, Némecko) contig. Tim jsem obé sekvence spojila

v jednu vyslednou, kterd byla zaroven i o néco delsi a 1épe se hodila pro néasledné analyzy.
Sekvence jsem editovala a alignovala v programu BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999) s pomoci

Clustal W (Thompson et al. 1994). Ptipadné chyby v sekvencich, zpisobené Spatnym

rozpoznanim programem, byly opraveny manudlné. Vysledna délka sekvenci byla upravena

na 489 bazi.
3.2.5 Analyza dat

Celkem se mi podafilo ziskat 142 sekvenci. Pro ti¢ely analyzy jsem do mého datasetu pouzila

1 data uvedend v praci Durka et al. (2005), kde bylo osekvenovano 152 jedinct pochazejicich
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z v&tSiny refugidlnich oblasti. Vysledky této i1 pfedchozi prace Ducroz et al. (2005) jsou
uloZzeny v genetické bance (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank; pfistupové kody

AY623632-43 a DQ088700-03). Sestnact unikatnich haplotyptl, které jsou zde ulozeny, bylo

pouzito jako referen¢nich pro porovnani s nasimi vzorky.
Data jsem si rozdélila do jednotlivych haplotypid v online programu FaBox, ve kterém

jsem si pfipravila i vstupni soubor pro dalsi analyzy.

Pro znazornéni vztahi mezi haplotypy jsem pouzila dva programy. V programu

Network 4.6.0.0 (http://www.fluxus-engineering.com, Bandelt et al. 1999) byla metodou
Median-joining vytvoiena haplotypova sit. Pro kontrolu a podporu vysledkii jsem pouzila

jesté program TCS1.21 (Clement et al. 2000).

Pro odhad polymorfismu DNA jsem pouzila nukleotidovou a haplotypovou diverzitu.
Obé jsem vypocitala v programu DnaSP5.10.01 (Librado & Rozas 2009). Nukleotidova
diverzita se oznacuje jako m a predstavuje primérny pocet rozdilnych nukleotidli mezi dvéma
sekvencemi DNA. Odhad nukleotidové diverzity ziskdme standardizaci primérného poctu
parovych nukleotidovych rozdila (IT) pfes celkovou délku sekvence DNA (L). Pokud je
pafeni v populaci ndhodné (panmiktické), potom je nukleotidova diverzita odhadem
heterozygotnosti na molekuldrni Grovni.

n=1II/L

Haplotypova diverzita se pak da vypocitat podle vztahu:

N . -
pOEG
i

H__-“-f—l

Jako dal$i z vystupli programu DnaSP jsem ziskala hodnoty Tajimova D. Jeho tcelem je
rozli§it mezi DNA sekvencemi vyvijejicimi se nahodn€ (neutrdln€) a vyvijejicimi se
nendhodnymi procesy (directional selekce a balancing selekce, demografické expanze nebo
kontrakce, genetic hitchhiking nebo introgrese). Frekvence neutralnich mutaci se v populaci
méni ndhodné vlivem genetického driftu. Sila genetického driftu zévisi na populacni
velikosti. Ukolem Tajimova D je identifikovat sekvence, které neodpovidaji modelu neutralni
teorie pfi rovnovdze mezi mutacemi a genetickym driftem. Negativni hodnota znamena
nadbytek low frequency polymorfismii, coz naznacuje populaéni expanzi (napf. po
bottlenecku nebo selekénim vymeteni) a/nebo purifying selekci. Pozitivni Tajimovo D
znamenda nizkou uroveil low a high frequency polymorfismi, naznacujici sniZeni populacni

velikosti a/nebo balancing selekci.
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AMOVA pro sekvenéni data byla vypocitana v programu GenAIlEx6. SnaZi se urcit
genetickou strukturu porovnavanim jednotlivych haplotypt a jejich frekvence v populaci.

Umoziuje hierarchické rozdéleni genetické variability mezi populacemi a odhad F statistik.

35



4. VYSLEDKY

4.1 Zakladni charakteristika mikrosatelitovych lokust a populaci

Celkem se ndm podafilo ziskat a analyzovat vzorky 283 jedinct z 23 oblasti Eurasie (tab. 7)
— viz. Apendix. V téchto oblastech je zahrnuto i vSech osm refugii, ve kterych bobr ptezival
na konci 19. stoleti. VSechny ostatni populace vznikly samovolnym S$ifenim z téchto refugii,
nebo zdmérnym vysazovanim. Pro analyzy bylo nakonec pouzito celkem 11 mikro-
satelitovych lokust.

V nasich populacich jsou v§echny lokusy polymorfni. Pocet alel byl ale pomérné nizky,
v rozpéti od dvou do sedmi alel na lokus. To je vyrazné¢ méné, neZ bylo zjisténo u populaci
bobra kanadského. Tomu odpovidaji i pomérné nizké hodnoty heterozygotnosti. Pouze u
lokusu Cca76 byla hodnota pozorované heterozygotnosti vyssi nez 0,5 a také jen pro tento
lokus byla pozorovand heterozygotnost vyssi nez hodnota ofekavané heterozygotnosti. Pro
vSechny ostatni lokusy byla H(Obs) vyrazné nizsi nez H(Exp). Pozorovana heterozygotnost

se pohybovala od 0,007 do 0,583 (tab. 6).

C. fiber C. canadensis
Lokusy Pocet alel N H(Obs) H(Exp) PocCet alel H(Obs) H(Exp)
Cca19 7 283 0.314 0.726 12 0.87 0.82
Cca4 7 254 0.339 0.796 10 0.70 0.77
Ccab 4 271 0.166 0.343 11 0.32 0.62
Ccab2 6 282 0.301 0.744 7 0.46 0.82
Cca13 4 283 0.261 0.634 6 0.45 0.48
Cca92 5 281 0.281 0.577 6 0.56 0.76
Cca56 5 282 0.216 0.667 5 0.36 0.33
Cca20 2 280 0.007 0.108 7 0.23 0.78
Cca76 2 283 0.583 0.491 12 0.56 0.78
Ccail8 2 283 0.184 0.394 5 0.50 0.51
Cca8 4 225 0.173 0.613 10 0.80 0.84

Tab. 6: Zdkladni charakteristiky jednotlivych lokusu. N predstavuje pocet zgenotypovanych
jedincii, H(obs) je pozorovana heterozygotnost a H(Exp) je ocekavand heterozygotnost. Pro
srovnani jsou uvedeny i udaje z literatury o C. canadensis (Crawford et al. 2008b, Pelz-
Serrano et al. 2009)

Fis vyjadfuje sniZzeni heterozygotnosti jedince vinou nendhodného pareni v populaci.
Vysoké hodnoty Fis by pak mély naznacovat vysokou miru inbreedingu. Hodnoty Fis, které
jsme ziskali pro ndmi studované populace jsou celkem nizké a proto tedy nenaznacuji, Ze by

v soucasné dob¢ dochdzelo v jednotlivych subpopulacich k inbreedingu.
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Z tabulky 7 je jasné vidét, Ze noveé zalozené populace maji vyssi primérny pocet alel na
lokus (jednostranny Wilcoxon rank sum test, W = 37.5, p-value = 0.04188). V refugialnich
populacich je nejméné 1,182 alely na lokus (Francie, Tuva, Mongolsko) a nejvice 2,364
(bélorusky Minsk). V nové zalozenych populacich pak tato proménné dosahuje hodnot 1,273
(Bavorsko a Durynsko, coZz jsou populace jen sjednim studovanym jedincem) az 2,727
(Litva). Z toho tedy vyplyva, Ze nové populace jsou o poznani heterogennéjsi nez refugia.

Tomu odpovidaji 1 hodnoty genové diverzity, které pfedstavuji primérné ocekavané
heterozygotnosti. Vyrazn¢ vyssi (jednostranny Wilcoxon rank sum test, W = 7, p-value =
0.001931) jsou v reintrodukovanych populacich (od 0,125 v CR na Labi do 0,419 v Ceském
lese) nez v refugiich (0,056 v Mongolsku a Tuvé az 0,325 v Minsku). To tedy znamena, Ze

nové zalozené populace jsou vyrazné heterozygotnéjsi (tab. 7).

Pocet Pramérny pocet Genova
Populace jedinct Fis alel na lokus diverzita
Refugia:
Francie 8 0,243 1,182 0,060
Némecko - Labe 20 -0,073 1,273 0,096
Norsko 17 -0,181 1,546 0,243
Bélorusko - Grodno 5 0,042 2,000 0,323
Bélorusko - Minsk 21 -0,157 2,364 0,325
Bélorusko - Gomel' 1 * 1,500 *
Bélorusko - Vitebsk 7 -0,488 1,636 0,262
Rusko - Voronéz 16 0,044 1,546 0,190
Rusko - Tuva 43 -0,172 1,182 0,056
Rusko - Yugra 9 0,371 1,364 0,112
Mongolsko 7 -0,121 1,182 0,056
Nové zalozené populace:
Polsko 7 0,175 2,273 0,359
Litva 34 0,013 2,727 0,392
Ceska republika - Labe 15 -0,338 1,455 0,125
Némecko - Bavorsko 1 * 1,273 *
Némecko - Durynsko 1 * 1,273 *
Ceska republika - Cesky les 7 0,163 2,182 0,419
Ceska republika - Kladensko 1 * 1,333 *
Rumunsko 1 * 1,546 *
(?eské republika - jizni Morava 35 0,018 2,546 0,399
Ceska republika - Litovelské
Pomoravi 5 -0,156 2,000 0,393
Rusko - Kirov 17 -0,015 2,273 0,365
Rusko - Sibif 5 -0,143 2,091 0,318

Tab. 7: Charakteristika jednotlivych populaci. *Hodnoty Fis a genové diverzity neni mozné
pocitat pro populace s jednim jedincem.
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4.2 AMOVA a parové Fst

Do téchto analyz byly zahrnuty pouze populace ¢itajici vice neZ jednoho jedince. Vyfazeno
bylo proto pét populaci (Bé&lorusko-Gomel', z Némecka Bavorsko a Durynsko, Z Ceské

republiky kladenska populace a jedinec z Rumunska).

4.2.1 AMOVA

Analyza molekularni variance jasné ukazala, Ze nejvétsi ¢ast variability (74 %) se da vysvétlit
rozdélenim na subpopulace a ze je tedy toto déleni opravnéné. Mnohem méné variability
(26 %) se pak vyskytuje v ramci populaci (tab. 8 a graf 1). I hodnota ®gr (je analogické Fsr)
jasné¢ ukazuje na vysokou diferenciaci jednotlivych populaci a je jednoznacné pritkkazna

(tab. 8).

Stupné
Source volnosti SS MS Est. Var. %

Mezi populacemi 17 1938,502 114,030 7,445 74 %
V ramci populaci 260 673,204 2,589 2,589 26 %

Celkem 277 2611,706 116,619 10,035
Stat Value Prob
Dgr 0,742 < 0,001

Tab. 8: Vysledky analyzy molekularni variance pro mikrosatelitovad data

Percentages of Molecular Variance

Within Pops
26%

Among Pops
74%

Graf 1: Graf znazornujici vysledek vypoctu AMOVA- rozdéleni genetické variability v ramci
a mezi populacemi.
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4.2.2 Parové Fst

Parové Fst bylo vypocitano podle Weira a Cockerhama (1984) a je uvedeno v tabulce 9.
Takovéto Fst je opatfeno korekci na velikost vzorku a pocet subpopulaci. Byly vzijemné
porovnavany vsechny populace (Citajici vice nez jednoho jedince), aby bylo mozné posoudit
jejich rozriiznéni. Takovato mira rozdilnosti subpopulaci je zpiisobena snizenim genetického
toku a ndslednym vyraznym vlivem genetického driftu na jednotlivé subpopulace.

Kromé tfi hodnot (zvyraznény Cerveng) byly vSechny signifikantni (tj. p < 0,05). Velmi
vysoké hodnoty, které se pfi parovém srovnani Casto objevily, naznacuji velmi vysokou
diferenciaci populaci. V nékterych ptipadech (napf. pii srovnéni populaci z Francie, Némecka
¢i z Tuvy s ostatnimi populacemi) se tyto hodnoty téméf blizi k jedné. Znamena to, Ze
v téchto subpopulacich jsou fixovany alternativni alely.
toku Labe (0,0271), béloruskych populaci z Minsku a Grodna (0,0190) a bobrii z Grodna a
Litovelského Pomoravi (0,1610). Tyto hodnoty vySly navic nesignifikantné. Tyto Udaje
naznacuji, Ze jsou si porovnavané populace navzajem podobné.

Ocividné jsou i vysoké hodnoty pii srovnani francouzskych bobrl se vSemi ostatnimi
(az 0,9658 Francie — Tuva). Napadna je vyrazn& nizsi hodnota p¥i porovnani Francie — Cesky
les (0,3891), coz by naznacovalo vzajemnou podobnost téchto dvou populaci. Obdobnd je
situace 1 u némeckych jedinct. Hodnoty parového srovnani dosahly az 0,9568 (Némecko —
i populace z Norska, Tuvy, Yugry a Mongolska.

O néco nizsi hodnoty a tedy 1 vétsi podobnost se ukazala pfi vzdjemném porovnavani
vychodoevropskych populaci (Polsko, Litva, Grodno, Minsk, Vitebsk) a také pfti jejich

srovnani s bobry z Litovelského Pomoravi a jizni Moravy.
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Némecko 0,9304

Norsko 0,8360 0,8699

Polsko 0,7885 0,8562 0,6179

Litva 0,7070 0,7749 0,5409 0,1899

Grodno 0,8413 0,8848 0,7011 0,3919 0,3409

Minsk 0,7939 0,8449 0,6761 0,3652 0,3355-
Vitebsk 0,9083 0,9184 0,7622 0,3843 0,1491 0,6805 0,6378

Voronéz 0,8622 0,8961 0,8151 0,5867 0,5880 0,7310 0,6855 0,7650

Tuva 0,9658 0,9568 0,8916 0,8898 0,8095 0,9326 0,8864 0,9455 0,9325
Z:g'.adistr. 0,9163 0,9159 0,8218 0,6765 0,6184 0,8010 0,7579 0,8250 0,7899 0,9517

Mongolsko| 0,9520 0,9343 0,8341 0,7725 10,7326 0,8788 0,8339 0,9195 0,8740 0,9390 0,8684

Labe 0,9315 - 0,8572 10,8394 0,7525 10,8734 0,8297 0,9164 0,8915 0,9586 0,9130 0,9377

Cesky les 0,3891 0,8311 0,6395 0,4703 0,4938 0,5211 0,5967 0,5944 0,7029 0,9098 0,7326 0,7730 0,8067
jI\Illzc?rlava 0,6456 0,7322 0,4296 0,3243 0,3028 0,3140 0,2926 0,5144 0,5482 0,7805 0,6074 0,6790 0,7038 0,4580

Litovelské
Pomoravi 0,8262 0,8901 0,5953 0,1948 0,1409- 0,1922 0,5569 0,6777 0,9188 0,7582 10,8485 0,8800 0,4752 0,2076

Kirov 0,7433 0,8234 0,6195 10,2483 10,2117 04336 0,4588 0,3573 0,4708 10,8688 0,6076 0,7530 0,8032 0,4817 0,2782 10,2848
Sibir 0,8443 0,8933 0,7090 0,2444 0,3026 0,5592 0,5163 0,6093 0,5788 0,9325 0,6032 0,8587 0,8862 0,4607 0,2902 0,3910 0,2059
Yugra .
auth. Mon- Cesky jizni Lit.
Francie Némecko Norsko Polsko Litva Grodno Minsk Vitebsk Voronéz Tuva distr. golsko Labe les Morava Pomor. Kirov

Tab. 9: Parové Fst pro dvojice populaci obsahujici vice nez jednoho jedince. Hladina pritkaznosti byla nastavena na 0,05. Cervené hodnoty jsou
nepriikazné, ostatni hodnoty jsou signifikantni. Zluté 0,05 > p > 0,001 a neoznacené p < 0,001.



4.3 Odvozeni populaéni struktury

Do téchto analyz byli zahrnuti Gplné€ vSichni jedinci ze vSech 23 populaci. Populacni strukturu
jsem se pokusila urc€it pouZitim tfi programi — Structure, BAPS a TESS.

Pro vypocty z programu Structure se jako optimalni ukazalo rozd¢€leni jedinct do deviti
skupin (K =9). Potvrdily to i vysledky z programu StructureSum, ktery pravé slouzi k urc¢eni
optimalniho poctu skupin. Pti porovnani primérnych AK pro vSechna K podle Evano et al.
2005 je jasn¢ viditelny vrchol v K =9 (graf2). A i u ostatnich vystupl je zfejmé, Ze spolu
nejlépe konverguji béhy pravé pro K=9 (graf3, graf4 a graf5). Metodou popsanou
v Campana et al. 2011, kdy se zkoumaji zmény v hodnotadch Fst vici jednotlivym K, byla
hodnota optimalniho K stanovena na K =2 (graf 6). To vSak neni biologicky pfili§ validni a
proto se da predpokladat, ze spravnéjsi bude rozdéleni na devét skupin. I Campana et al. totiz
pisi, ze v nékterych ptipadech je pro uréeni K vhodnéj$i pouzit metodu sledujici AK a

v jinych ptipadech AFgr.
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Graf 2: Metoda urceni optimdlniho K podle metody Evano et al. 2005. Hodnota spravného
K se da nejlépe odvodit z grafu pro priimerné AK — vytvari jasny peak.
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Graf 3: Grafické znazornéni koeficientu zvaného Clusteredness, ktery ukazuje, zda jsou
konkrétni jedinci zarazeni spise do jedné skupiny nez do kombinace nékolika skupin, coz by
naznacovalo nejspise hybridni piivod
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Graf 4: Odhad posteriornich pravdépodobnosti pro jednotliva K
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Graf'5: Koeficient podobnosti jednotlivych béhii pro kazdé K
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Graf 6: Metoda urceni optimalniho K podle metody navrzené Campanem et al. 2011

V programu TESS jsme optimalni hodnotu K ur¢ili porovnanim hodnot DIC (vystup
z programu) pro jednotlivé b&hy. Jako idedlni se ukédzala ta hodnota, kde se kiivka lomi a
zacina vytvaret platé (graf 7), coz bylo K =9 (stejné jako ve Structure). Pro vizualizaci jsme
pak vybrali takovy béh, ktery mél pro K =9 nejnizsi hodnotu DIC. Pro BAPS jsme provedli
celkem deset b&hi. Pro Sest znich vyslo jako optimalni K =12, pro ¢tyfi to bylo K= 13.

Proto jsme vyslednou vizualizaci provedli pro obé K (obr. 9).
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Graf 7: Odhad optimalniho K, pro vypocty v programu TESS. Optimalni hodnota je v miste,
kde se krivka lomi a vytvari plato (K = 9)
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V programu Structure se jasn¢ ukdzalo (obr. 8), Ze spolu velmi dobfte klastruji (vykazuji
vysokou podobnost ve vysledcich genetickych analyz) populace z Némecka a naseho Labe,
z Francie a Ceského lesa, a piekvapivé i jedinci ze dvou refugii (Yugra a Mongolsko) maji
stejny vzor. U zadné z refugialnich populaci nebyla zaznamenana téméi zadna hybridizace.
ProtoZe jsme vSechny bobry z Béloruska povazovali za piedstavitele jednoho refugia, je
zajimavé, ze dvé beloruské populace (Grodno, Minsk) maji evidentné upln¢ jiny vzor nez
zbylé dvé (Gomel a Vitebsk).

Naproti tomu v téméf vSech reintrodukovanych populacich je jasné patrny hybridni
puvod. Jedinci z Polska a Litvy vykazuji stejny vzor, ktery odrazi stopy zejména béloruskych
refugii a v mensi mife také voronézského a norského. Nase hybridni populace v Litovelském
Pomoravi a na jizni Moravé spolu vykazuji stejny unikatni vzor. Objevuje se v nich naznak
puvodu z Béloruska a Norska. NejvéEtsi cast variability ale vykazuje zcela novy vzor, pficemz
tento se nenachazi v Zadné jiné populaci a proto nevime nic ani o jeho piivodu. Patrny je i vliv
béloruskych a voronézskych bobrii na noveé vytvoienou populaci v Kirové. Sibifska populace
je pak smési béloruskych, voronézskych a zapadosibitskych (ptipadné mongolskych) vzort.

Ze vsech nové vzniklych populaci, pouze nase labskd populace nenaznacuje zadny
hybridni ptivod a dobte klastruje s jedinci z némeckého Labe. Jedinci z Ceského lesa aZ na
drobné vyjimky pak zase velmi dobte klastruji s francouzskou populaci. Objevuji se u nich
ale 1 znamky béloruského ptavodu.

Tyto vysledky byly potvrzeny i pouzitim dal$ich dvou klastrovacich programii — BAPS
(obr. 9) a TESS (obr. 8). Drobny rozdil se objevil pfi pouziti programu TESS, kde vSechny
béloruské populace a i jedinci z Polska a Litvy maji téméf totozny vzor. Celkové jsou
vysledky ztohoto programu ,,CistSi“ nez ze Structure. Dalsi mald zména se vyskytla pfi
pouziti programu BAPS (obr. 9), kdyz se vzor mongolské a zépadosibitské populace (dosud
klastrujici spolu) zcela odlisil. Jinak jsou si ale vysledky ze vSech tfi programt (Structure,

BAPS a TESS) velmi podobné.
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Obr. 8: Populacni struktura ziskana v programech Structure (vlevo) a TESS (vpravo)
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Obr. 9: Populacni struktura ziskand v programu BAPS pro K = 12 (vlevo) a K = 13 (vpravo)
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4.4 Prostorova analyza

Pouzitim korespondencni analyzy se ukazalo, ze v pouzitych datech existuje urcita vnitini
struktura. Na obrazku 10 jsou barevné znazornény vSechny studované populace. Kazdé
populaci zde odpovida jedna barva. Je zde vidét, ze vétSina populaci se shlukuje do jedné
oblasti vlevém hornim rohu. Z tohoto shluku se oddéluje jen néckolik populaci.
Nejvzdalengjsi je skupina zcela vpravo (tmavé fialovd), kterd pochdzi z Tuvy. V jejim
nejbliz§im sousedstvi je svétle modra skupina, kterd odpovidd mongolskym bobrtim. Obé¢ tyto
skupiny jsou jasn¢ oddé€leny od hlavniho shluku. Odpovida tomu i geografickéd poloha téchto
dvou populaci. Jak bylo vidét jiz na obr. 4, tyto dvé populace se nachazeji pomérné blizko

sebe a obé¢ jsou pak vzdalené od vSech ostatnich.

L

e 2 (15,63 %)

Ax= 3 (8,59 %)

8 PR |
Axa 116,23 %) 10000 121000

Obr. 10: Korespondencni analyza zobrazujici vsechny studované populace. Kazda z populaci
je zndzornéna jinou barvou.

Dalsi dvé vydé@lujici se skupiny jsou pro piehlednost zndzornény v samostatnych
obrazcich. Na obr. 11 a obr. 12 jsou zvyraznény populace z Francie a Ceského lesa, které
velmi napadné vytvateji jednu skupinu nalevo od hlavniho shluku. Radi se mezi né i jedinec

z Bavorska (na obr. 10 cervené) a Kladenska (na obr. 10 modry bod uprostied zlutych boda).
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Vsechny tyto udaje odpovidaji i vysokym hodnotam parového Fsr. Tedy Ze labské,
francouzskd, mongolska a tuvinska populace jsou geneticky vyrazné diferenciované a odlisné

od ostatnich.

4.5 AMOVA pro sekven¢ni data a zakladni charakteristika
populaci a haplotypi
Pro nasledujici analyzy bylo pouzito 290 sekvenci kontrolni oblasti mitochondridlni DNA
bobra evropského celkem z 19 populaci (z celkovych 23 populaci ¢itajicich 294 jedinct byly
vyfazeny 4 populace o jednom jedinci).
Analyza molekularni variance ukazala, Ze nejvétsi ¢ast variability (81 %) v sekvencich
se vyskytuje mezi jednotlivymi populacemi (tab. 10 a graf8). Uvnitf populaci je pak
variability mnohem mén¢ (19 %). Z toho vyplyva, ze rozdéleni do jednotlivych populaci je

opravdu smysluplné. I vysoka hodnota ®@gt jasné ukazuje na rozdilnost populaci.

Stupné
volnosti SS MS Est. Var. %
18 104,249 5,792 0,382 81 %
271 24,654 0,091 0,091 19 %
289 128,903 5,883 0,473

Source
Mezi populacemi
V ramci populaci
Celkem

Stat Value Prob
Dy 0,808 < 0,001

Tab. 10: Vysledky analyzy molekularni variance pro sekvence

Percentages of Molecular Variance

Within Pops
19%

Among Pops
81%

Graf 8: Graf zobrazujici rozlozeni genetické variability v ramci a mezi populacemi
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Ve vsech studovanych populacich se vyskytovalo pomérné malo haplotypt (od 1 do 4).
Kromé jiz dfive zndmych haplotypii bylo objeveno i Sest novych. Ty byly oznaceny
nhl —nh6. Vsechny nové objevené haplotypy se vyskytuji vyhradné¢ ve vychodni Evropé,
v Rusku a v oblastech kam byli vychodoevropsti bobfti vysazeni.

Kazdy haplotyp je omezeny na vyskyt u jedine¢ného poddruhu v urcité geografické
oblasti. Ve vSech populacich byl vzdy jeden haplotyp dominantni, majici alespoit 50 %
vyskyt. Nejvice riznych haplotypti (4) bylo nalezeno v Tuvé (tab. 11). Haplotypy uvnitf

refugidlnich populaci se vétSinou lisi jen jednou mutaci.

pocet Tajimovo
populace jedincti Haplotyp (pocet jedincti) n Hd D
BY - Grodno 5 nh2
BY - Minsk 15 nh2
BY - Vitebsk 7 nh4 (1); nh5 (6) 0,01115 0,286 -1,68016
CZ - Cesky les 12 gal (11); nh1 (1) 0,00137 0,167 -1,74687
CZ - jizni Morava 39 fi1 (34); nh1 (5) 0,00612 0,229 -0,09416
CZ - Labe 17 al1
CZ - Litovelské Pomoravi 5 nh1
DE 27 al1 (26); al2 (1) 0,00015 0,074 -1,15354
FR 17 ga1l
LT 12 in2 (9); in3 (3) 0,00168 0,409 0,68788
PO 9 in2
MG 12 bi1 (2); bi2 (6); bi3 (4) * * *
NO 19 fi1
RU - Azas river (Tuva) 39 tu1 (31); tu2 (3); tu3 (1); tud (4) 0,0009 0,36 -1,29186
RU - Kirov 16 nh1 (13); nh3 (1); nh4 (2) 0,00493 0,342 -0,01634
RU - Kondiskyj Zakaznik (Yugra) | 10 po1 (9); po2 (1) 0,00041 0,2 -1,11173
RU - Orél 7 in1
RU - Sibif 6 nh1 (4); nh6 (2) 0,0219 0,533 1,36057
RU - Voronéz 16 nh1
DE - Durynsko 1 ga1l
DE - Bavorsko 1 nh1
RO - feka Mures 1 nh1
CZ - Kladensko 1 ga1l

Tab. 11: Prehled vsech populaci a v nich se vyskytujicich haplotypii. Analyza genetické
diverzity byla provedena jen u populaci obsahujicich vice haplotypii. U téch majicich pouze
jeden haplotyp nelze diverzitu pocitat. m = nukleotidova diverzita, Hd = haplotypova
diverzita. *Tri mongolské haplotypy se mezi sebou lisi jen delecemi a program DnaSP pouzity
pro vypocet je povazuje za jediny haplotyp. Proto u nich nejsou uvedeny hodnoty
nukleotidové a haplotypové diverzity a Tajimova D.

Nukleotidova diverzita (tab. 11) byla vesmés pomérné nizkd. V mnoha populacich ji
nebylo mozno ani pocitat, protoze se v nich vyskytoval pouze jeden haplotyp. Piestoze se u

mongolské populace vyskytuji tii haplotypy, nebyla pro ni nukleotidova diverzita vypocitana.
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Tyto haplotypy se totiz li§i jen jednou, respektive dvéma delecemi. Vyrazn& nejvysSich
v némecké populaci (0,00015).

S haplotypovou diverzitou je situace obdobna jako s nukleotidovou. Pro populace
s jednim haplotypem nema smysl ji pocitat. Nejvyssi hodnotu méla opét v sibifské populaci
(0,074). Haplotypova diverzita a jeji smérodatné odchylky pro jednotlivé populace jsou
znazornény v grafu 9.

VeétSina hodnot Tajimova D ma zaporné znaménko (tab. 11). To by odpovidalo naSemu
predpokladu popula¢ni expanze po neddvno prodélaném bottlenecku. Pro populace z Litvy a
Sibife ale vySla hodnota Tajimova D kladna. To by mélo naznacovat snizovani velikosti

populace nebo balancujici selekci.

0,8 7
0,7 1

" { | |
W |

BY - Cz-Cesky Cz-jizni DE LT RU-Azas RU - Kirov RU - RU - Sibif

Hd

Vitebsk les Morava river Kondiskyj
Zakaznik

Graf 9: Haplotypova diverzita a jeji smérodatné odchylky

4.6 Haplotypova sit’ a vztahy mezi haplotypy

Pro tvorbu haplotypové sité bylo pouzito vSech 294 sekvenci kontrolni oblasti mtDNA bobr
z 23 oblasti. Celkova délka sekvenci byla 489 bazi.

Pro znazornéni vztahi mezi jednotlivymi haplotypy byla vytvofena haplotypova sit’
v programu Network (metodou Median-Joining; obr. 15). Obdobna sit’” byla vytvofena i
v programu TCS (obr. 16).
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Obr. 15: Haplotypova sit’ zrekonstruovand metodou Median-Joining. Novée objevené haplo-
typy jsou vybarveny cervené. Cisla na spojnicich znazornuji odlisna mista sekvenci.
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Dosud se v populacich bobra evropského podatilo objevit celkem malo haplotypl
(celkem 22). Z toho Sest haplotypli bylo nové objeveno pifi mém vyzkumu v rdmci diplomové
prace. Téchto Sest hyplotypl je ve vysledné haplotypové siti vybarveno Cervené a oznaceny
jsou nhl —nh6. Je zjevné, zZe haplotypy pochézejici z jednoho refugia jsou si velmi podobné a
vétSinou se 1isi jen jednou ¢i dvéma mutacemi (napt. inl - in3, bil - bi3, tul - tu4, pol a po2
nebo all a al2; obr. 15). Z celkové topologie sité¢ se zda, jako by zapadoevropské haplotypy
(all, al2, gal a fil) tvorily jednu skupinu a ostatni haplotypy druhou. Podobny vysledek
pfindsi i haplotypova sit’ z programu TCS (obr. 16), kde se ¢ast sit¢ se zapadoevropskymi
haplotypy ani nespojila s t€émi z vychodnich oblasti. Zajimavé je ovSem umisténi noveé
objevenych haplotypli. Pfestoze byly objeveny u populaci z vychodni Evropy a Ruska,
zacClenily se jak mezi zapadoevropské haplotypy tak mezi haplotypy z vychodnich arealt

rozsifeni (obr. 15).

I nh3 c_—l_p 2

nhd o= L —

tu4 tu3
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fi1

nh1 in3
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nh2 poZ

bi3

bi2 %

bi
Obr. 16: Haplotypova sit vytvorend v programu TCS. Cervené oznacené jsou nové objevené
haplotypy.
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S. DISKUZE

5.1 Srovnani populaci

Z ptedchozich vysledkd je jasné vidét, ze pouzité mikrosatelitové lokusy jsou u bobra
evropského mnohem méné polymorfni nez u bobra kanadského (jednostranny Wilcoxon rank
sum test, W = 15, p-value = 0.001424). V nasi studii byly sice vSechny lokusy polymorfni,
ale pocet alel na jednotlivych lokusech byl celkem nizky — od 2 (3 lokusy) do 7 (2 lokusy).
Naproti tomu u bobra kanadského se na stejnych lokusech nachézelo 2 — 12 alel (Crawford et
al. 2008b, Pelz-Serrano et al. 2009). I hodnoty pozorované heterozygotnosti jsou u nami
studovanych populaci vyrazné niz§i nez u americkych populaci bobra kanadského
(jednostranny Wilcoxon rank sum test, W = 14, p-value = 0.001258). D4 se ptfedpokladat, Ze
tento vyrazné niz$i polymorfismus pozorovany u bobra evropského je zpiisobeny nedédvno
prodélanym bottleneckem a razantnim sniZenim populacnich stavl. Dal§im diivodem miize
byt fakt, Ze primery, které jsme pouzili, byly plivodné navrzeny pro studium kanadského
bobra. Vedlejsim efektem takovéto cross-species amplifikace totiz miize byt praveé nizsi pocet
zjisténych alel (Ellegren et al. 1995).

Refugialni populace bobra evropského jsou mnohem méné variabilni nez nové zalozené
nebo reintrodukované populace. Vyplyva to jak z hodnot primérného poctu alel na lokus, tak
z genové diverzity. VEtsi heterozygotnost noveé zalozenych populaci je nejspise odrazem toho,
ze tyto populace Casto vznikly smisenim bobrti z riznych oblasti (refugii). Vzhledem k tomu,
ze AMOVA jasné ukazala, ze nejvétsi podil variability se nachdzi mezi jednotlivymi
populacemi, je ziejmé, Ze se mezi sebou populace celkem hodné odlisuji. Je proto nabiledni,
ze kdyz se smisi takovéto geneticky rozdilné populace, vysledny mix bude o pozndni
heterozygotnéjsi nez zdrojové populace.

Hodnoty parového Fsr jsou v né€kolika ptipadech enormné vysoké. Tak tomu je napt. pii
porovnavani francouzskych, némeckych ¢i tuvinskych populaci s ostatnimi. Hodnoty pti
takovychto srovndnich se Casto blizi az k jedné. Z toho se tedy d& vyvodit, ze zminéné
populace se velmi li§i od ostatnich. Tyto velké rozdily by pak nejspiSe naznacovaly jejich
izolaci od ostatnich. Jasnd odliSnost téchto tfi populaci byla potvrzena i prostorovou
analyzou. I zde populace z Némecka, Francie a Tuvy vytvofily tii jasné odliSné skupiny, které
byly navic 1 pomérné vzdalené od centrdlniho shluku tvofeného vSemi ostatnimi jedinci.
Souhlasné s tim vysly i vysledky z programu Structure a dalSich klastrovacich programi. Ani
zde se neobjevily Zadné znamky hybridizace v téchto populacich. Odpovidalo by tomu i

geografické rozmisténi, nebot’ tyto populace jsou dosti vzdalené od vSech ostatnich refugii
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(jizni Francie, stfedni tok Labe a feky Jenisej a Azas v Rusku). A navic je v téchto oblastech 1
v dnesni dobé¢ areal rozsifeni bobra evropského zna¢né disjunktni.

Vyrazné niz§i hodnoty Fsr vySly pfi srovnani Minsk — Grodno. I v klastrovacich
programech maji tyto dvé populace téméi shodny pattern. Je to nejspise proto, Ze béloruské
populace z Minsku a Grodna jsou si geograficky pomérné blizké a z toho nejspise vyplyva i
jejich genetickd podobnost.

Ve viech populacich, co jsme studovali, jsme zaznamenali velmi malo haplotypi. Casto
se dokonce v celé populaci vyskytuje jen jeden. Navic zadny ze studovanych haplotypti nebyl
Siroce rozsifen — v kazdém refugiu se vyskytuji jedine¢né haplotypy. Nejvice jich bylo v Tuvé
a to Ctyfi. Pokud uz se ale v nekterém refugiu vyskytuje vice haplotypil nez jeden, jsou si

velmi podobné — 1isi se jednou ¢i dvéma mutacemi.

5.2 Prekvapiva variabilita ve vychodoevropském refugiu

Pti studiu populaci bobra evropského jsme kromé jiz diive popsanych haplotypt nasli i Sest
zcela novych, které neodpovidaly Zadnym zndmym sekvencim. Tyto nové haplotypy jsme
pojmenovali nhl — nhé6.

Nejprve jsme objevili dosud nezndmy haplotyp nhl. Poprvé jsme ho zaznamenali
v oblasti Litovelského Pomoravi. Povazovali jsme za celkem pravdépodobné, Ze se jednd o
haplotyp pfitomny v nékterém z refugii, ktery vSak diky malému samplingu doposud unikl
pozornosti. Vzhledem k tomu, Ze do oblasti Litovelského Pomoravi byli reintrodukovani
jedinci pouze z Polska a Litvy (Kostkan & Lehky 1997, Lehky & Prazak 1998, Safai 2002,
John et al. 2010), usoudili jsme, ze pivod tohoto haplotypu bude nejspise n¢kde ve vychodni
Evropé. Posléze jsme ovSem haplotyp nhl detekovali i v dosud neprozkoumaném
voronézském refugiu. Z toho se tedy da usuzovat, Ze by plivod tohoto haplotypu mohl byt
pravé nékde v oblasti Voronéze. Je to dosti pravdépodobné, protoze do oblasti
severovychodniho Polska (odkud pochazeli jedinci pfivezeni do Litovelského Pomoravi) byli
reintrodukovani jedinci praveé z Voronéze (Nolet & Rosell 1998).

V oblasati vychodoevropského refugia (v Belorusku) jsme pak nalezli dalsi velmi
odlisné nové haplotypy — nh2, nh4 a nh5. Vyplyva z toho, Ze toto refugium bude nejspiSe
podstatn¢ heterogennéjsi, nez jsme se diivé domnivali a je docela mozné, Ze jeho celkova
variabilita stdle nebyla odhalena. Odpovidaji tomu 1 vysledky studia mikrosatelitovych
lokusti, kde maji jedinci z Grodna a Minsku Uplné€ jiny vzor nez ti z Gomelu a Vitebsku (v

programu Structure a BAPS). Je ovSem velmi zajimavé, ze haplotypy nh4 a nh5 (nalezené
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v oblasti béloruského Vitebsku) jsou velmi rozdilné a li§i se mnoha mutacemi. Haplotypy v
ramci ostatnich refugii jsou si totiZ jinak velmi podobné.

Pro piivod téchto haplotypii ve vychodoevropském a voronézském refugiu svédci i fakt,
ze haplotypy nhl a nh4 jsme objevili i v introdukované populaci v Kirovské oblasti (Rusko).
Ta totiz vznikla smisenim jedinct pravé z Béloruska a Voronéze (Milishnikov & Saveljev
2001). V Kirové byl objeven jesté¢ dalsi novy haplotyp, oznaceny jako nh3. Nebyl nalezen
v z4dné jiné populaci. A protoze se napadné podoba haplotypu nh4 (lisi se jen jednou
mutaci), da se predpokladat, ze zde i vznikl.

Posledni nové nalezeny haplotyp byl oznacen nh6. Nalezen byl v oblasti Yugra a proto
neni ani moc piekvapujici, Ze se nejvice podoba haplotyplim z oblasti Kondiskyj Zakaznik
(Yugra) ozna¢enym pol a po2. Lisi se od nich jen dvéma respektive tfemi mutacemi.

Nase studium CR mtDNA naznacilo existenci dvou skupin — zapadni (Francie,
Némecko a Norsko) a vychodni (Polsko, Litva, Tuva, Kondiskyj Zakaznik a Mongolsko).
Toto rozd€leni je podpoteno i praci Durka et al. (2005), kde byla fylogenetickymi analyzami
odhalena také ptitomnost dvou mtDNA linii. Velmi zajimavé je ale umisténi nekterych nové
objevenych haplotypt v haplotypové siti. Konkrétné se jedna o nhl, nh3 a nh4. Ty totiz byly
umistény mezi zapadoevropské haplotypy do blizkosti némeckych a francouzskych
haplotyptl. To je zajimavé, vzhledem k tomu, Ze vSechny nove objevené haplotypy pochazeji
vyhradné z béloruskych a ruskych (Voronéz, Kirov a zépadni Sibif) populaci. Vysvétlenim by
mohl byt fakt, Ze v minulosti méli bobfti kontinudlni aredl, kde dochazelo ke styku glacialnich

refugii.

5.3 Puvod nasSich populaci

V dnesni dobé se na nagem uzemi nachazi &tyfi stalé populace bobra evropského: Cesky les,
Labe, Litovelské Pomoravi a jizni Morava.

Z literatury je znamo, Ze na tizemi Ceské republiky se dostali bobii z némecké &asti
Labe a to samovolnym §ifenim (Benda & Sutera 1996). V labské populaci jsme objevili
pouze haplotyp a/l, ktery se vyskytuje i u némecké populace. Na shodny ptvod téchto dvou
populaci ukazuje i1 prostorova analyza, kde spolu tvoii jednu skupinu jasné¢ oddélenou od
vSech ostatnich a také vysledky z klastrovacich programti. Zde je jasné vidét, ze némecka 1
nase labskéa populace maji témét identicky vzor. Na ném je dobfe patrné, ze v nich nedochazi
k Zddnym hybridizacim. Souhlasné¢ navic vySla 1 hodnota Fsr, kterd je pro srovnani

Labe — Némecko velmi nizka a tim padem znaci velkou podobnost populaci.
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Do Ceského lesa pronikli bobfi také samovolng, a to z bavorské reintrodukované
populace (Schwab & Lutschinger 2001, Halley & Rosell 2002). Je zndmo, ze v Bavorsku byli
vysazovani jedinci nejriznéj$iho pivodu (z Norska, Béloruska, Francie a snad 1 z Voronéze —
Halley & Rosell 2002). U analyzovanych jedincii z Ceského lesa jsme objevili prevazné
haplotyp gal. U jednoho jedince se vSak vyskytoval novy nil. To je tedy v souladu s vyse
zminénymi udaji o reintrodukci v Bavorsku. Podle ptitomnych haplotypi se zd4, Ze se k nam
dostali jedinci, kteti méli sviij ptivod ve Francii a Voronézi (a potvrdila se tim 1 reintrodukce
z této oblasti). Haplotyp nAl byl nalezen i u jedince z pomérné blizké lokality v Bavorsku.
Haplotyp gal pak byl objeven také u jedince odchyceného ve Svarové na Kladensku, coz
naznatuje potencidlni moznosti kolonizace rozsahlejsi oblasti ze zapadnich Cech.
Korespondenéni analyza také jasné ukézala, Ze bobii z Francie a Ceského lesa jsou si velmi
podobni a vytvaii v ni samostatnou skupinu. Shodny vysledek byl ziskan i v programech
Structure, BAPS a TESS, kde spolu tyto dvé populace velmi dobie klastruji a také analyzou
francouzské populace s kteroukoliv jinou.

Podle literatury byli do oblasti Litovelského Pomoravi v 90. letech vysazovani bobii ze
severovychodniho Polska a Litvy (Kostkan & Lehky 1997, Lehky & Prazak 1998, Saféf
2002, John et al. 2010). To by podporovaly i pomérné nizké hodnoty parového srovnani
téchto oblasti s Litovelskym Pomoravim. Velmi nizka (i kdyZ nesignifikantni) vysla i hodnota
pro Litovelské Pomoravi — Grodno. To by mohlo byt tim, Zze Grodno lezi v Bélorusku blizko
hranic s Polskem a Litvou a z této oblasti byli udajné pouziti i jedinci pro jiz uvedenou
reintrodukci do Litovelského Pomoravi. Je ovSem zarazejici, Ze v Litovelském Pomoravi byl
objeven pouze haplotyp nhl, ale ten nebyl ani v Polsku ani v Litvé dosud zaznamenan.
Dokonce nebyla jeho pfitomnost zjiSténa ani v sousednim béloruském refugiu. Je ovSem
mozné, Ze je toto refugium diverzifikovanéjsi nez jsme si mysleli a pfitomnost haplotypu nh/
se nam zatim pouze nepodafilo zaznamenat. Na druhou stranu je ovSem také mozné, Ze
zaznamy o provedené reintrodukci nejsou presné a mohli byt pouziti i jedinci z okoli
Voronéze ¢i Kirovské oblasti. Tuto posledni domnénku ale nepotvrzuji vysledky z programu
Structure. Podle nich se jedinci z Litovelského Pomoravi voronéZzskym bobrim absolutné
nepodobaji (i hodnoty Fsr pro Litovelské Pomoravi — Voronéz vysly celkem vysoké).
Caste¢né se podobaji populacim z Polska, Litvy, Grodna a Minsku, coZ by podporovalo
reintrodukci z vychodoevropského refugia. SpiSe ale vykazuji vlastni unikatni vzor, ktery je

velmi podobny jedinclim z jizni Moravy (viz niZe).

58



Na jizni Moravu se bobfi dostali v osmdesatych letech 20. stoleti migraci z rakouského
Dunaje (Halley & Rosell 2002, Safaf 2002). Tam byli vysazeni jedinci skandinavského a
vychodoevropského poddruhu a také bobr kanadsky (Lehky & Prazdk 1998). V nasi studii
jsme na jizni Morav€ zaznamenali dva haplotypy. Byl to seversky fi/ a novy nhl. V souladu
s tim jsou 1 vysledky z programu Structure. Je zde patrny vliv norského a béloruského refugia.
Celkovy vzor jedincii z jizni Moravy je vSak unikatni a pfili§ neodpovidé jedinciim z refugii.
Tento fakt dobfe odpovida jejich ptivodu z nedostatecné ovzorkovaného vychodoevropského
J- Morava — Polsko, j. Morava — Litva, j. Morava — Grodno a j. Morava — Minsk. Shodny
unikatni vzor maji i jedinci z Litovelského Pomoravi. Neni to ani pfili§ ptekvapivé, nebot
nejpozd&ji v letech 1998 nebo 1999 se ob& populace Zijici na fece Moravé setkaly (Safaf
2002).

Jak jiz bylo zminéno vySe, v Rakousku na Dunaji byl krom& poddruhi bobra
evropského vysazen i piibuzny bobr kanadsky. Vzhledem k migraci jedincii z této oblasti
k ndm, by se u nds mohl kanadsky bobr Cisté teoreticky vyskytovat. Zda se ale, ze jedinci
druhu Castor canadensis na Dunaji nejspiSe jiz vyhynuli (Schwab & Lutschinger 2001) a ani

u zadného ¢eského bobra jsme nezaznamenali sekvenci bobra kanadského.

5.4 Geneticka variabilita naSich populaci

V nasich populacich jsme ve srovnéni s pifibuznym kanadskym bobrem zaznamenali pomérné
malou variabilitu. Pocet alel na mikrosatelitovych lokusech byl celkem nizky. Nachdzi se u
nich jen jedna az Ctyii alely na lokus, coZ je vyrazné méné nez u ptibuzného druhu Castor
canadensis. Tento rozdil pravdépodobné odpovidd vyraznym bottleneckim (snizeni poctu
jedincil) v historii evropskych bobrll a obecnému snizeni genetické variability u tohoto druhu.
u jihomoravské populace (na péti lokusech tii alely a na jednom dokonce Ctyfi).

Ukazalo se, Ze eské populace z jizni Moravy, Litovelského Pomoravi a Ceského lesa
jsou o poznani heterozygotné€jsi nez refugialni populace bobra evropského. Vyssi variabilita
by mohla byt zplisobena napt. hybridnim pivodem. Tomu by odpovidal i fakt, Ze je
z literatury znamo, Ze do Ceského lesa se dostali bobii z velmi smisené bavorské populace
(Halley & Rosell 2002). Na jizni Moravu domigrovali bobfi z rakouského Dunaje (Safaf
2002), kde byl vysazen norsky a vychodoevropsky poddruh (Lehky & Prazdk 1998) a
v Litovelském Pomoravi byl vysazen také vychodoevropsky poddruh (Kostkan & Lehky
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1997). Na konci 90. let pak doslo ke kontaktu populaci z Litovelského Pomoravi a jizni
Moravy (Safai 2002). Proto neni ani moc piekvapivé, ze hodnoty udavajici primémy podet
alel na lokus a genovou diverzitu jsou v porovnani s refugiemi celkem vysoké.

zalozenych populaci majicich vice nez jednoho jedince). Svou hodnotou by se spise fadily
mezi refugidlni populace. To tedy znamend extrémné nizkou genetickou variabilitu. Tato
skute¢nost je podporovana i faktem, Ze nasi labsti bobfi odvozuji svlij pivod nejspise jen od
némecké labské populace, jak je uvadéno v literatufe (Benda & Sutera 1996, Safat 2002).

Ve vSech studovanych populacich jsme zaznamenali jen jeden az dva haplotypy CR
mtDNA. V Ceském lese a na jizni Moravé, kde byly nalezeny haplotypy dva, se vzdy jeden
(gal respektive fil) vyskytoval vyrazné castéji nez druhy (v obou ptipadech nhl).
Nukleotidova a haplotypova diverzita se pro populace s jednim haplotypem nedé pocitat. Pro
Jiz zmiflované populace se dvéma haplotypy vySly obé hodnoty dosti nizké, i kdyZ o néco
vy$si jsou piece jen pro jizni Moravu, nebot’ zde ptitomné haplotypy (fi/ a nhl) jsou dosti
odlisné.

Populace bobra evropského se na naSem uzemi od 80. let neustéle rozristaji a obsazuji
stale vetsi a veétsi uzemi. Tomu odpovidaji 1 jasné zaporné hodnoty Tajimova D, které
znamenaji popula¢ni expanzi.

cvwr

zaznamenana u labskych jedinct, nejvyssi naopak na jizni Moravé.

5.5 Hybridni piivod ¢i izolace naSich populaci
NaSe vysledky jasné ukazuji na izolaci Ceskych labskych bobrii a jejich unikédtni pivod
z némeckého labského refugia. Tuto domnénku podporuji jak nizké hodnoty parového
srovnani téchto dvou populaci, tak vysledky prostorovych analyz a klastrovacich programd.
Tato izolovanost labské populace a zni vyplyvajici extrémné nizkd genetickd variabilita
s sebou nese 1 jisté komplikace, jako jsou riizné télesné abnormality (Piechocki 1977).
Naopak vSechny ostatni populace vykazuji jasné zndmky hybridniho ptvodu. Jak jiz
v literarnim piehledu bylo naznaceno a timto nasim vyzkumem posléze prokazéano, je
nesporné, ze tyto populace byly zaloZeny jedinci pochézejicimi zrtiznych refugidlnich
oblasti. Hlavnimi dikazy jsou vyS$§i hodnoty genové diverzity nez v refugiich, naznacujici

vy$§i heterozygotnost naSich populaci a ptitomnost haplotypli pochézejicich z riiznych tzemi.
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5.6 Srovnani s predchozimi studiemi

vvvvvv

et al. 2005) odhalily velmi nizky stupeii genetické variability a ukazaly velkou popula¢ni
strukturovanost ve vSech ¢astech aredlu rozsifeni. V souladu s tim jsou i nasSe vysledky
analyzy mikrosatelitovych lokusti ze vSech refugidlnich a né¢kolika reintrodukovanych
populaci. Analyza molekuldrni variance prokazala, Ze nejvétSi cast genetické variability
(74 %, ®@st = 0,742) se nachazi mezi populacemi a tedy ze jedinci uvnitt populaci jsou si
velmi podobni. I hodnoty parovych srovnani jednotlivych refugii jasn€ ukazuji na diferenciaci
mezi v§emi populacemi. Vnitropopulacni variabilita je pak velmi nizka. I ve skandinavskych
populacich byl metodou DNA fingerprintingu a studiem MHC zjistén extrémné nizky stupen
genetické variability (Ellegren et al. 1993). Je to nejspiSe nasledek velmi silného populacniho
bottlenecku a nasledné drastické ztraty genetické diverzity. Populace ptezivaly v geograficky
vzdalenych a izolovanych populacich. Proto u nich piestal probihat tok gent a velky vliv tak
ziskal geneticky drift. Zna¢na ¢ast pivodniho genetického poolu tak byla jist¢ navzdy
ztracena. Tato zjevnd populacni struktura mize byt i nasledkem jiz diive existujici genetické
struktury, nebot’ bobfi se obvykle §ifi podél fek a tak mohl byt geneticky tok jiz dfive omezen
jen na jednotliva povodi.

V rozporu s nasimi i pfedchozimi vysledky je studie Kautenburger & Sander (2008).
Zde pouzitim RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) zaznamenali v plvodni
populaci na Labi a dvou reintrodukovanych populacich v Bavorsku a Rakousku velmi
vysokou genetickou podobnost. Naopak neprokazali zadnou populacni strukturu. To zcela
odporuje nasemu zjisténi, ze némecka labskd populace se velmi 1i§i od vSech ostatnich
(krom& naseho Labe). Je ale nutné podotknout, Ze metoda RAPD je dosti problematicka,
nebot’ pfi jejim pouziti se mohou vyskytovat artefakty (Rabouam et al. 1999, Atienzar & Jha
2006). Proto je jeji aplikace pro populacni studie pon€kud sporna.

U bobii populace z Kirovské oblasti byla DNA fingerprintingem zaznamenana znac¢na
variabilita (Ellegren et al. 1993). I my jsme v Kirovské oblasti zaznamenali vétsi pocet alel na
lokus a tfi rizné haplotypy mtDNA. Je to ale nejspiSe zpiisobeno tim, ze zdej$i populace
vznikla smisenim jedincl z vice riznych refugii a tudiz se zde i zkombinovala variabilita
v téchto refugiich pfitomnd. Tim se stalo, Ze je tato populace variabilngj$i nez zdrojové
refugidlni populace. Pomoci jaderné i mitochondrialni DNA jsme prokazali pivod kirovské
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populace z bobrl zijicich ve Voronézi a Beélorusku. Stejnych zjisténi jako my dosédhli i

61



Milishnikov & Saveljev (2001) pouzitim allozymovych lokusii a i oni vtéto oblasti
zaznamenali relativné vysoky stupen polymorfismu.

Ve vychodni Evropé Ducroz et al. 2005 zaznamenali velmi homogenni a

nediferenciovanou populaci. Jiz oni ale uvazovali, Ze to mize byt jen nedostatecné velkym
poctem vzorki a tim mohli pfehlédnout velkou ¢ast variability. V naSem vyzkumu jsme méli
k dispozici 1 vzorky z novych oblasti vychodoevropského refugia a skutecné se ukazalo, Ze je
v tomto refugiu pfitomnd mnohem vétsi geneticka variabilita nez se dosud myslelo.
z Mongolska a také byla povaZovana za bazalni skupinu. Naproti tomu ale v naSem vyzkumu
jaderné DNA se jako nejvice vzdalena ukazala byt populace z Tuvy. A to jak na zakladé
vysledkd prostorové analyzy, tak podle extrémné vysokych hodnot parového srovnani a
jedinecného piekvapivé homogenniho vzoru jedincti z Tuvy v klastrovacich programech.
Odpovida tomu i skutecnost, ze je tato populace dosti geograficky izolovana od vsech
ostatnich a hlavné Ze v tomto refugiu pifezilo 19. stoleti jen velmi malo jedinct, asi 30 — 40
(Nolet & Rosell 1998), a tim padem zde doSlo vinou genetického driftu k vyrazné ztraté
genetické variability. Je velmi piekvapivé, ze pravé mongolskd populace (zcela
nejvychodnéjsi ze vSech) v programech Structure a TESS klastruje se zapadosibifskou
populaci. Jedno z moznych vysvétleni je, Ze by tyto dvé populace mohly mit stejny ptvod. I
kdyZ jsou od sebe velmi vzdalené, obé se nachazeji v jednom povodi Ob — IrtyS. Otazkou
tedy zGstava, zda maji opravdu stejny ptiivod, nebo jejich podobnost vznikla konvergenci, ¢i
je to jen dusledek néjaké metodické chyby.

Podle ptedchozich poznatkt (Durka et al. 2005) se zda, Ze zapadoevropské a vychodni
haplotypy tvoii dvé jasné odliSitelné jednotky. Potvrdili to i Horn et al. (2010). Je to
vysvétlovano preckanim ledovych dob ve dvou glacidlnich refugiich. Tuto pfedstavu ale dosti
kazi skutecnost, Ze ndmi noveé objevené haplotypy byly nalezeny sice jen ve vychodnich
oblastech, ale na haplotypové siti se zaradily 1 mezi zdpadoevropské haplotypy. S nasimi
dosavadnimi poznatky se ale tento fakt neda uspokojiveé vysvétlit.

Horn et al. (2010) tvrdi, ze na hranici Polska a Némecka vznikla hybridni zona, kde by
se kifzily labsky a bé&lorusky poddruh. Udajné se tam vyskytuji jedinci s Sernou srsti (jaderny,
recesivné dédény znak, vyskytujici se u béloruské populace) a zaroven labskym haplotypem.
My jsme vSak studiem mikrosatelitovych lokusti mezi némeckymi labskymi bobry zadné
hybridni jedince nenalezli. Také je ovSem mozné, ze se pfimo na Labe tito hybridi jen jesté
nedostali. Souhlasné s citovanymi autory jsme ale v materidlu z Durynska objevili

francouzsky haplotyp s francouzskym vzorem mikrosateliti.
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5.7 Moznosti dalSiho vyzkumu

Dukladné urceni pivodu nasich bobrl a detailnéjsi studium genetické variability miize mit
zasadni vliv pro praktickd rozhodnuti tykajici se ochrany nasich populaci. Objevily se nazory,
ze by hlavnim cilem ochrany bobra v Evropé moho byt udrzeni absolutné nehybridnich
populaci popsanych poddruhii (Halley & Rosell 2002). Diraz by mél byt pii reintrodukcich
kladen na vysazovani nejblizs§ich geografickych forem (Nolet & Rosell 1998). Jak se ale
ukazuje napi. v labské populaci, kterd je dosud izolovana, vyrazné sniZzeni genetické
variability, ztéto izolace plynouci, ma za nasledek napiiklad dentdlni abnormality. Tato
skutecnost pak mlze snizovat i viabilitu takto postizenych jedincti. Proto by mozna bylo
vhodnéjsi neklést takovy diraz na udrzeni geneticky Cistych subpopulaci.

Zajimavé by také bylo diikladnéj$i studium imunitniho systému. Podle jediné provedené
studie se zda, ze ve vétSing refugidlnich populaci bobra evropského se vyskytuje jen jedna
alela genu DRB z komplexu MHC. To je velmi zajimavé, protoZe tyto geny patii obecné mezi
nejpolymorfnéjsi. Proto by bylo dobré jeste¢ dikladnéji prozkoumat vSechna refugia a a
prozkoumat také variabilitu dalSich sloZzek imunitniho systému, napt. Toll-like receptorti.

V neposledni fadé¢ by bylo jisté zajimavé podrobnéji prozkoumat strukturu bobiich

rodin a ovéfit, zda pfedstava monogamnich rodin odpovida skute¢nosti.

63



6. ZAVERY

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Genetickd variabilita vSech zkoumanych refugidlnich populaci je velmi nizka,
zejména ve srovnani s variabilitou pfibuzného bobra kanadského. Velmi nizky byl jak

pocet alel na jednotlivych mikrosatelitovych lokusech, tak pocet zjisténych haplotyp.

Jen ve vychodoevropském a zapadosibifském refugiu byla objevena vétsi diverzita
nez se dosud predpokladalo. Byly zde objeveny nové haplotypy a mikrosatelitové

lokusy vykazuji unikétni vzor.

Pivod naSich bobri je slozity. Labskd populace vznikla pfirozenym Sifenim
z némecké labské populace. Do Litovelského Pomoravi byli bobii v 90. letech 20.
stoleti reintrodukovani. Populace na jizni Moravé a v Ceském lese vznikly §ifenim ze
sousednich stati (Rakousko a Némecko), kde ptedtim dochézelo k reintrodukcim. Je

tedy ziejmé, ze velky vyznam mély jak reintrodukce, tak pfirozené Siteni.

Nase labska populace miize sviij piivod odvozovat pouze z némecké populace (mé jen
haplotyp all). Bobti v Ceském lese obsahuji pievazné francouzsky haplotyp gal,
1 kdyZ se u nich objevil i novy voronézsky haplotyp nhl. V Litovelském Pomoravi se
nachézi jen haplotyp nhl. Ten je pfitomen i u jedinct z jizni Moravy. U nich se vSak

nachazi i seversky haplotyp fil.

Populace na Labi je zatim zcela izolovand. Jinak na nasem tzemi zcela jist¢ dochazi
ke kfizeni jednotlivych poddruhii. Navic jiz jist¢ dosSlo ke kontaktu populace
z Litovelského Pomoravi a jizni Moravy. Diikazem toho je i stejny unikatni vzor

mikrosatelitovych lokusti.

Geneticka variabilita nasich populaci je ve srovnani s kanadskym bobrem velmi nizka,
ovSem ve srovnani s variabilitou pozorovanou v refugiich je o poznani vyssi. Toto
plati pro obé& populace na fece Moravé a v Ceském Lese, které maji hybridni ptivod.
Labska populace vsak stale zlstava velmi mélo variabilni. Nejspise je to proto, Ze je

na rozdil od ostatnich izolovana.

Predchozi studie zkoumajici kontrolni oblast mitochondrialni DNA jsou v dobré
shod€ s nasim vyzkumem za pouziti mikrosatelitovych lokusii. Oboje odhalilo celkové

nizky stupen genetické variability a vyraznou populacni strukturu.
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8. APENDIX

Seznam pouzitych vzorkl s jejich charakteristikami (ptivod, potadové cislo odpovidajici

oznaeni v programu Structure a haplotyp — uveden jen v pfipadé, Ze byl zjiStovan v nasi

laboratofi a pro ucely této diplomové prace). Pro ostatni vzorky byly pievzaty haplotypy
z ¢lanku Durka et al. 2005.

Oznagé. Cislo ve Popu- Haplo-
vzorku Zemé Oblast Lokalita Structure lace typ
208 FR Bracieux, Loir-et-Cher Bracieux, Loir-et-Cher 1 1
106 FR Oblast Vaucluse Dolni tok Rhc“my 2 1
217 FR Oblast Vaucluse Dolni tok Rhény 3 1
196 FR Escrignelles, Loiret 4 1
204 FR Lestiou, Loir-et-Cher Lestiou, Loir-et-Cher 5 1
215 FR Oblast Vaucluse Dolni tok Rh(‘)ny 6 1
216 FR Oblast Vaucluse Dolni tok Rhény 7 1
218 FR Oblast Vaucluse Dolni tok Rhény 8 1
107 DE Bruchgraben Kihnau, Bruchgraben Kihnau, 9 2
Kr. Dessau Kr. Dessau
97 DE Buckower See, bei Buckower See, bei 10 2
Rathenow, Kr: Rathenow, Kr:
Havelland Havelland
103 DE Buch, Kr. Stendal Buch, Kr. Stendal 11 2
104 DE Buch, Kr. Stendal Buch, Kr. Stendal 12 2
15 DE Falkenberg, Kr. Elbe-  Falkenberg, Kr. Elbe- 13 2
Elster Elster
10 DE Hohennauen-Parey, Hohennauen-Parey, 14 2
Kr. Havelland Kr. Havelland
9 DE JelRnitz, Kr. Bitterfeld  JefRnitz, Kr. Bitterfeld 15 2
1 DE Kr. Elbe-Elster Kr. Elbe-Elster 16 2
100 DE Kuhlhausen, Havel, Kr: Kuhlhausen, Havel, Kr: 17 2
Stendal Stendal
4 DE Lauchhammer, Kr. Lauchhammer, Kr. 18 2
Senftenberg Senftenberg
99 DE Leinersee, Kr. Dessau Leinersee, Kr. Dessau 19 2
98 DE Lutherstein, Dubener  Lutherstein, Dibener 20 2
Heide, Heide,
108 DE Muldebriicke Dessau- Muldebriicke Dessau- 21 2
RoRlau, Kr. Dessau RoRlau, Kr. Dessau
17 DE Plauer See, Kr. Plauer See, Kr. 22 2
Brandenburg Brandenburg
12 DE Uebigau, Kr. Elbe- Uebigau, Kr. Elbe- 23 2
Elster Elster
5 DE Uebigau/Falkenberg,  Uebigau/Falkenberg, 24 2
Kr. Elbe-Elster Kr. Elbe-Elster
13 DE Uebigau/Wahrenbriick, Uebigau/Wahrenbrick, 25 2
Kr. Elbe-Elster Kr. Elbe-Elster
14 DE Uebigau/Wahrenbriick, Uebigau/Wahrenbrick, 26 2

Kr. Elbe-Elster

Kr. Elbe-Elster
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Oznagé. Cislo ve Popu- Haplo-
vzorku Zemé Oblast Lokalita Structure lace typ
8 DE Wublitz (A10), Kr. Wublitz (A10), Kr. 27 2
Potsdam-Mark Potsdam-Mark
16 DE Woisteneutzsch, Kr. Woisteneutzsch, Kr. 28 2
Merseburg/Querfurt Merseburg/Querfurt
55 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 29 3
49 NO Bo, Telemark Bo, Telemark 30 3
53 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 31 3
42 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 32 3
45 NO Bo, Telemark Bo, Telemark 33 3
46 NO Bo, Telemark Bo, Telemark 34 3
47 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 35 3
48 NO Bo6, Telemark Bo, Telemark 36 3
50 NO B0, Telemark B0, Telemark 37 3
51 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 38 3
52 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 39 3
54 NO B0, Telemark B0, Telemark 40 3
56 NO Bo, Telemark Bo, Telemark 41 3
57 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 42 3
58 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 43 3
59 NO Bo, Telemark Bo, Telemark 44 3
61 NO Bo6, Telemark Bo6, Telemark 45 3
111 PL Fluk Pastenka, Fluk Pastenka, 46 4
Warminsko-Mazurskie \Warminsko-Mazurskie
110 PL FluR Pastenka, FluR Pastenka, 47 4
Warminsko-Mazurskie \Warminsko-Mazurskie
113 PL Flul Pastenka, FluR Pastenka, 48 4
Warminsko-Mazurskie \Warminsko-Mazurskie
114 PL Nordlich von Ketrzyn,  Nordlich von Ketrzyn, 49 4
Warminsko-Mazurskie Warminsko-Mazurskie
115 PL Nordlich von Ketrzyn,  NOordlich von Ketrzyn, 50 4
Warminsko-Mazurskie \Warminsko-Mazurskie
116 PL Nordlich von Ketrzyn,  Nordlich von Ketrzyn, 51 4
Warminsko-Mazurskie \Warminsko-Mazurskie
117 PL Nordlich von Ketrzyn,  Nordlich von Ketrzyn, 52 4
Warminsko-Mazurskie \Warminsko-Mazurskie
96 LT Giedraiciai, Moletai Giedraiciai, Moletai 53 5
70 LT Giedraiciai, Moletai Giedraiciai, Moletai 54 5
63 LT Giedraiciai, Moletai Giedraiciai, Moletai 55 5
92 LT Giedraiciai, Moletai Giedraiciai, Moletai 56 5
93 LT Giedraiciai, Moletai Giedraiciai, Moletai 57 5
94 LT Giedraiciai, Moletai Giedraiciai, Moletai 58 5
95 LT Giedraiciai, Moletai Giedraiciai, Moletai 59 5
81 LT Kaunas Kaunas 60 5
86 LT Kirsna, Lazdijai Kirsna, Lazdijai 61 5
87 LT Kirsna, Lazdijai Kirsna, Lazdijai 62 5
78 LT Raseinai Raseinai 63 5
79 LT Raseinai Raseinai 64 5
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Oznagé. Cislo ve Popu- Haplo-
vzorku Zemé Oblast Lokalita Structure lace typ
91 LT Silute Silute 65 5
62 LT Silute Silute 66 5
90 LT Silute Silute 67 5
74 LT Ukmerge Ukmerge 68 5
73 LT Ukmerge Ukmerge 69 5
76 LT Ukmerge Ukmerge 70 5
77 LT Ukmerge Ukmerge 71 5
65 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 72 5
72 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 73 5
82 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 74 5
64 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 75 5
66 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 76 5
67 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 77 5
68 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 78 5
69 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 79 5
71 LT Vilkaraistis; Moletai Vilkaraistis; Moletai 80 5
84 LT Vilkavistis Vilkavistis 81 5
85 LT Vilkavistis Vilkavistis 82 5
83 LT Vilkavistis Vilkavistis 83 5
80 LT Zemaitija National Zemaitija National 84 5
Park, Plunge Park, Plunge
88 LT Zemaitija National Zemaitija National 85 5
Park, Plunge Park, Plunge
89 LT Zemaitija National Zemaitija National 86 5
Park, Plunge Park, Plunge
GR14 BY Grodno West Berezinariver, 87 6 nh2
Neman watershed
GR38 BY Grodno West Berezina river, 88 6 nh2
Neman watershed
GR39 BY Grodno West Berezinariver, 89 6 nh2
Neman watershed
GR40 BY Grodno West Berezina river, 90 6 nh2
Neman watershed
GR41 BY Grodno West Berezina river, 91 6 nh2
Neman watershed
Mi13 BY Minsk West Berezina river, 92 7 nh2
Neman watershed
Mi18 BY Minsk West Berezina river, 93 7 nh2
Neman watershed
Mi19 BY Minsk West Berezina river, 94 7 nh2
Neman watershed
Mi20 BY Minsk West Berezinariver, 95 7
Neman watershed
Mi21 BY Minsk West Berezina river, 96 7 nh2
Neman watershed
Mi22 BY Minsk West Berezina river, 97 7 nh2
Neman watershed
Mi23 BY Minsk West Berezina river, 98 7
Neman watershed
Mi24 BY Minsk West Berezina river, 99 7

Neman watershed
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Oznagé. Cislo ve Popu- Haplo-
vzorku Zemé Oblast Lokalita Structure lace typ
Mi25 BY Minsk West Berezina river, 100 7
Neman watershed
Mi26 BY Minsk West Berezina river, 101 7 nh2
Neman watershed
Mi27 BY Minsk West Berezina river, 102 7 nh2
Neman watershed
Mi28 BY Minsk West Berezina river, 103 7 nh2
Neman watershed
Mi29 BY Minsk West Berezinariver, 104 7
Neman watershed
Mi30 BY Minsk West Berezina river, 105 7 nh2
Neman watershed
Mi31 BY Minsk West Berezina river, 106 7 nh2
Neman watershed
Mi32 BY Minsk West Berezina river, 107 7 nh2
Neman watershed
Mi33 BY Minsk West Berezina river, 108 7 nh2
Neman watershed
Mi34 BY Minsk West Berezina river, 109 7 nh2
Neman watershed
Mi35 BY Minsk West Berezina river, 110 7
Neman watershed
Mi36 BY Minsk West Berezina river, 111 7 nh2
Neman watershed
Mi37 BY Minsk West Berezinarriver, 112 7
Neman watershed
Mi17 BY Minsk West Berezina river, 7 nh2
Neman watershed
G10 BY Gomel Ptich river, Pripyat 113 8
watershed
V2 BY Vitebsk Obol river, West Dvina 114 9 nh5
watershed
V3 BY Vitebsk Obol river, West Dvina 115 9 nh5
watershed
V1 BY Vitebsk Obol river, West Dvina 116 9 nh5
watershed
V4 BY Vitebsk Obol river, West Dvina 117 9 nh5
watershed
V5 BY Vitebsk Obol river, West Dvina 118 9 nh4
watershed
V6 BY Vitebsk Obol river, West Dvina 119 9 nh5
watershed
V7 BY Vitebsk Obol river, West Dvina 120 9 nh5
watershed
1vVO RU Voronéz Voronézska pfirodni 121 10 nh1
rezervace
2VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 122 10 nh1
rezervace
3VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 123 10 nh1
rezervace
4VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 124 10 nh1
rezervace
5vVO RU Voronéz Voronézska pfirodni 125 10 nh1
rezervace
6vVO RU Voronéz Voronézska pfirodni 126 10 nh1
rezervace
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Oznagé. Cislo ve Popu- Haplo-
vzorku Zemé Oblast Lokalita Structure lace typ
7VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 127 10 nh1
rezervace
8VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 128 10 nh1
rezervace
9vVO RU Voronéz Voronézska pfirodni 129 10 nh1
rezervace
10vVO RU Voronéz Voronézska pfirodni 130 10 nh1
rezervace
11VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 131 10 nh1
rezervace
12VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 132 10 nh1
rezervace
13VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 133 10 nh1
rezervace
14VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 134 10 nh1
rezervace
15V0 RU Voronéz Voronézska pfirodni 135 10 nh1
rezervace
17VO RU Voronéz Voronézska pfirodni 136 10 nh1
rezervace
180 RU Tuva Azas river, Todzha 137 11
district
190 RU Tuva Azas river, Todzha 138 11
district
166 RU Tuva Azas river, Todzha 139 11
district
171 RU Tuva Azas river, Todzha 140 11
district
175 RU Tuva Azas river, Todzha 141 11
district
177 RU Tuva Azas river, Todzha 142 11
district
178 RU Tuva Azas river, Todzha 143 11
district
182 RU Tuva Azas river, Todzha 144 11
district
18 RU Tuva Azas river, Todzha 145 11
district
20 RU Tuva Azas river, Todzha 146 11
district
21 RU Tuva Azas river, Todzha 147 11
district
23 RU Tuva Azas river, Todzha 148 11
district
24 RU Tuva Azas river, Todzha 149 11
district
25 RU Tuva Azas river, Todzha 150 11
district
26 RU Tuva Azas river, Todzha 151 11
district
27 RU Tuva Azas river, Todzha 152 11
district
30 RU Tuva Azas river, Todzha 153 11
district
31 RU Tuva Azas river, Todzha 154 11
distrikt
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Oznagé. Cislo ve Popu- Haplo-
vzorku Zemé Oblast Lokalita Structure lace typ
32 RU Tuva Azas river, Todzha 155 11
district
33 RU Tuva Azas river, Todzha 156 11
district
37 RU Tuva Azas river, Todzha 157 11
district
38 RU Tuva Azas river, Todzha 158 11
district
39 RU Tuva Azas river, Todzha 159 11
district
40 RU Tuva Azas river, Todzha 160 11
district
41 RU Tuva Azas river, Todzha 161 11
district
164 RU Tuva Azas river, Todzha 162 11
district
165 RU Tuva Azas river, Todzha 163 11
district
167 RU Tuva Azas river, Todzha 164 11
district
168 RU Tuva Azas river, Todzha 165 11
district
169 RU Tuva Azas river, Todzha 166 11
district
170 RU Tuva Azas river, Todzha 167 11
district
172 RU Tuva Azas river, Todzha 168 11
district
173 RU Tuva Azas river, Todzha 169 11
district
176 RU Tuva Azas river, Todzha 170 11
district
181 RU Tuva Azas river, Todzha 171 11
district
184 RU Tuva Azas river, Todzha 172 11
district
185 RU Tuva Azas river, Todzha 173 11
district
186 RU Tuva Azas river, Todzha 174 11
district
187 RU Tuva Azas river, Todzha 175 11
district
188 RU Tuva Azas river, Todzha 176 11
district
189 RU Tuva Azas river, Todzha 177 11
district
193 RU Tuva Azas river, Todzha 178 11
district
194 RU Tuva Azas river, Todzha 179 11
district
132 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 180 12
watershed
133 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 181 12
watershed
140 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 182 12
watershed
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134 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 183 12
watershed
139 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 184 12
watershed
141 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 185 12
watershed
135 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 186 12
watershed
137 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 187 12
watershed
138 RU Yugra auth.distr Konda river, Irtysh 188 12
watershed
121 MG Khovd aimak Bulgan Gol 189 13
128 MG Khovd aimak Bulgan Gol 190 13
129 MG Khovd aimak Bulgan Gol 191 13
125 MG Khovd aimak Bulgan Gol 192 13
127 MG Khovd aimak Bulgan Gol 193 13
126 MG Khovd aimak Bulgan Gol 194 13
131 MG Khovd aimak Bulgan Gol 195 13
11 Cz Labe Podskali 196 14 al1
24 Ccz Labe Boletice 197 14 al1
17 Ccz Labe Nebocady 198 14 al1
19 Cz Labe Svadov 199 14 al1
2 Ccz Labe Svadov 200 14 al1
7 Ccz Labe Svadov 201 14 al1
1 Ccz Labe Svadov 202 14 al1
14 Ccz Labe Svadov 203 14 al1
34 Ccz Labe Boletice 204 14 al1
60 Ccz Labe Ploucnice 205 14 al1
59 Cz Labe Boletice 206 14 al
30 Ccz Labe Boletice 207 14 al1
35 Ccz Labe Chaloupka 208 14 al1
21 Ccz Labe Plou¢nice 209 14 al1
20 Cz Labe Povrly 210 14 al1
38 Ccz Labe Svadov 14 al1
LA2 Ccz Labe Z0OO0 Dé&cin, Povrly 14 al1
58 D Bavorsko Regensburg 211 15 nh1
DE Durynsko Reka Saale 212 16 ga1
32 Ccz Cesky les Hranicni - Stfeble 213 17 gal
16 Ccz Cesky les Sklarna 214 17 ga1l
25 Cz Cesky les Hrani¢ni potok 215 17 ga1l
52 (074 Cesky les Vseruby 216 17 ga1
35 Ccz Cesky les Li8&i u Nyrska 217 17 ga1l
6 Cz Cesky les Vaclavsky rybnik 218 17 ga1l
16 Ccz Cesky les Zebracky zdar 219 17 nh1
15 Ccz Cesky les Farsky horni 17 ga1
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64 Ccz Cesky les Chajda 17 ga1l
17N Ccz Cesky les Farsky horni 17 gal
20N Ccz Cesky les Hranicky 17 ga1l
CL4 cz Cesky les Farsky horni 17 ga1
LA1 Cz Kladensko Svarov 220 18 gal
RO zapadni Rumunsko feka Mures 221 19 nh1
61 Cz jizni Morava Dyje, Pastvisko, ZOO 222 20 fi1
Brno
31 Ccz jizni Morava Dyje, Janohrad 223 20
8 Cz jizni Morava Dyje, zamecky park 224 20 fi1
39 Ccz jizni Morava Jihlava, DaleSice 225 20 nh1
10 Ccz jizni Morava Dyje, kanal 226 20 fi1
12 Cz jizni Morava Lednice, Nova Dyje 227 20 fi1
9 Ccz jizni Morava Lednice, Janohrad 228 20 nh1
40 Ccz jizni Morava Lednice, Janohrad 229 20 fi1
13 Ccz jizni Morava Lednice, Pastvisko 230 20 fi1
28 Cz jizni Morava Lednice 231 20 fi1
27 Cz jizni Morava Lednice, Nejdek 232 20 fi1
26 Ccz jizni Morava Lednice, Nova Dyje 233 20 fi1
54 Cz jizni Morava Nova Dyje 234 20 fi1
46 Cz jizni Morava Nova Dyje 235 20 fi1
53 Cz jizni Morava Nova Dyje 236 20 fi1
55 Ccz jizni Morava Milovice, spodni kanal 237 20 fi1
u VDNM
41 Ccz jizni Morava Lednice, Nova Dyje 238 20 fi1
42 Ccz jizni Morava Bulhary 239 20 fi1
51 Cz jizni Morava Bulhary 240 20 fi1
57 Cz jizni Morava Lednice, Nova Dyje 241 20 fi1
45 Ccz jizni Morava Milovice, Kfivé jezero 242 20 fi1
10 Ccz jizni Morava Lednice, Nova Dyje 243 20
23 Cz jizni Morava Soutok - Podluzi 244 20
27 Cz jizni Morava Soutok - Podluzi 245 20
33 Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 246 20
12 Cz jizni Morava Soutok - Podluzi 247 20 fi1
4 Cz jizni Morava Soutok - Podluzi 248 20 fi1
13 Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 249 20 fi1
18 Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 250 20
29 Cz jizni Morava Soutok - Podluzi 251 20
34 Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 252 20
22 Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 253 20 nh1
11 Cz jizni Morava Soutok - Podluzi 254 20 fi1
5 Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 255 20
2 Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 256 20 nh1
23 Cz jizni Morava Dyje, Pastvisko, kanal 20 fi1
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43 Ccz jizni Morava Nova Dyje 20 fi1
44 Ccz jizni Morava Bulhary, Nova Dyje 20 fi1
47 Cz jizni Morava Bulhary 20 fi1
48 Ccz jizni Morava Zamecka Dyje 20 fi1
49 Ccz jizni Morava Milovice, Kfivé jezero 20 fi1
50 Ccz jizni Morava Lednice, Nova Dyje 20 fi1
8N Cz jizni Morava Bulhary, Nova Dyje 20 fi1
3 Ccz jizni Morava Dyje, Janohrad 20 nh1
14N Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 20 fi1
15N Cz jizni Morava Breclav - mésto 20 fi1
7N Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 20 fi1
9N Ccz jizni Morava Soutok - Podluzi 20 fi1
33 Ccz Litovelské Pomoravi Nové Hrady 257 21 nh1
4 Cz Litovelské Pomoravi Nové Hrady 258 21 nh1
5 Ccz Litovelské Pomoravi Vrapac 259 21 nh1
22 Ccz Litovelské Pomoravi Vrapac 260 21
62 Ccz Litovelské Pomoravi Vrapac 261 21 nh1
25N Ccz Litovelské Pomoravi Vrapac 21 nh1
K62 RU Kirov Cheptsariver, near 262 22 nh1
Ardashi, Vyatka
watershed
K51 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 263 22 nh3
watershed
K58 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 264 22 nh1
watershed
K59 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 265 22 nh1
watershed
K52 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 266 22 nh1
watershed
K53 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 267 22 nh1
watershed
K54 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 268 22 nh1
watershed
K55 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 269 22 nh1
watershed
K56 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 270 22 nh4
watershed
K57 RU Kirov Kotelnich, Vyatka 271 22 nh1
watershed
K60 RU Kirov Cheptsariver, near 272 22 nh1
Ardashi, Vyatka
watershed
K61 RU Kirov Kama river (upper), 273 22 nh1
near Perm region
border
K63 RU Kirov Belaya Kholunitsa 274 22 nh1
river, Vyatka
watershed
1Ki RU Kirov Slobodskoi distr., 275 22

Cheptsa watershed
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2Ki RU Kirov Slobodskoi distr., 276 22 nh1
Cheptsa watershed

3Ki RU Kirov Slobodskoi distr., 277 22 nh4
Cheptsa watershed

4Ki RU Kirov Slobodskoi distr., 278 22 nh1
Cheptsa watershed

S1 RU Yugra auth.distr Kuma river, Konda 279 23 nh1

watershed

S2 RU Yugra auth.distr Satyginski Tuman, 280 23 nh6
Konda watershed

S3 RU Yugra auth.distr Kanda river, near 281 23 nh6
Satyginski Tuman

S4 RU Sverdlovskaya oblast’ Chornaya river, left 282 23 nh1
tribut. Tavda river

S5 RU Yugra auth.distr Landina river, tribut. 283 23 nh1
Kuma river, Konda

watershed
S6 RU Kondinski district Vesnice Mortka, 23 nh1

rozvodi fek Konda a
Tavda
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