Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Zoologie

Bc. Andrea Hajkova

Neutralni genetick& variabilita a struktura populaci kamzika horského

na Slovensku

Neutral genetic variability and structure in chasnpopulations in Slovakia

Diplomova prace

Skolitel: Prof. RNDr. Jan Zima, DrSc.

Konzultantky: Mgr. Petra Hajkova Ph.D., Mgr. Barbora Zemanova

Praha 2011



Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem zaérecnou praci zpracovala samostaim Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informé&ni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podsiatast nebyla

piedloZena k ziskani jiného nebo stejného akadenctitttu.

V Praze, 25. 6. 2011



Pod’akovanie

Na tomto mieste by som sa radadp&ovala moéjmu

SkolitePovi prof. RNDr. Janovi Zimovi, DrSc. za odborné eack,

konzultacie a odpoti@ania p@as vzniku tejto prace. Taktiez moj
velkd waka patri konzultantke Mgr. Petre Hajkovej, Ph.@. z
odborné vedenie v laboratoriu, prispracovani \disd®, mnohé cenné rady a
pripomienky. Mgr. Barbore Zemanovej a Mgr. Janoirnd@vi ml. dakujem za pomoc
v laboratoriu a pri genotypizacii. Za zasvatenienggktorych programov k analyze dat
d’akujem Mgr. Petrovi Mikutikovi, Ph.D., Doc. Mgr. et Mgr. Josefovi Bryjovi, Bh a
Mgr. Natalii Martinkovej, Ph.D. Bc. Jozefovi RuZké&nu dakujem za vytvorenie
programu na porovnavanie genotypov jednotlivychkopani PCR a celkovd podporu
najma technického razu. V neposlednom rade by sada rpd’akovala celému
kolektivu pracovnikov z Odteni popul&ni biologie Ustavu biologie obratlofrc
Akademie w¥d CR, v.v.i. v Studenci za vytvorenie Rrai dobrych podmienok a
prijemného pracovného prostredia pre pracu v labovea p@&as analyz.

Osobitne chcem ptakova naSim spolupracovnikom, strdZzcom a zooldégom z
jednotlivych narodnych parkov za poskytnutie vziorikaniv, krvi, srsti a trusu. Tato
praca by nemohla vznikkldez pomoci Miroslava Lehockého, Mgr. Jozefa Koréilean
a Ing. Vladimira Muchu zo Spravy Narodného parkav8hsky raj,dalej Miroslava
Brezovského, Juraja Ksiazeka a Bdilana Ballu zo Spravy Tatranského narodného
parku, Ing. Barbary Chovancovej, Ph.D. zo Statnjesov Tatranského narodného
parku, Ing. Stanislava Ondrusa z Narodného parkkeNiatry,RNDr. Petra B&kora,
Ph.D. z Fakulty prirodnych vied Univerzity Matej&lB v Banskej Bystrici, Ing. Marie
Bodovej a Ludovita Remenika zo Spravy Narodného parku’kdeFatra. Za
poskytnutie fotografii a podkladov pre spracovame&p d’akujem Miroslavovi
Brezovskému, Jurajovi Ksiazekovi a Mgr. Jozefoerikartikovi.

Otcovi Ing. Bedichovi Hajkovi d'akujem za obetavd pracu pri koordinacii
terénnych prac a ziskavani vzoriekalej za motivaciu k zooldgii a vedeckej préci,
vyskumu Ziv@ichov a ich ochrane.

ESte razdakujem vSetkym, ktori akymKeek sposobom prispeli k vzniku mojej
diplomovej prace.

Tato praca vznikla s fingnou podporou Grantové Agentury Akademi&dv
Ceské republiky (grant. IAA6009306009).



OBSAH

LLUVOU. ..ttt ettt e et et s e et 1
1.1 Systematické zaradenie a ochranarsky stainisgia a ekologia kamzika ........ 2
1.2 Populacie kamzikov na SIOVENSKU........ccceeeeeiiieeeeeec e 5

1.2.1Kamzik vrchOVSKY tatranSKy..........ccooeiiiiceeeeeiiiiiiieiiiiieeeee e 6
1.2.2Kamzik VIChOVSKY @IPSKY ......uuuiiiiiiiiiiees s eeeeeesseiiineneeeeeeeeeeeeaeaeeeeas 10
1.3. Ochranarska genetiKa ...........coooiiieeeeeeeeie e 15
1.3.1 Evolucia v malych populaciach .........ccccccvvvvvveiiiiiiiiiiiiiiee e, 6.1
1.3.2Mikrosatelity a ich vyuZitie pri Stadiu popuao-genetickej Struktdry.....19
1.3.3Neinvazivna genetickd metoda.............c.ueeeeeeeeeeeeeeiiiiieieceeee 19
1.4 Geneticka variabilita a Struktira populacii kéta v Eurdpe............ccccevvvvvenens 21
1.5 Ciele diplomOVe] PrACE.........cuuuiuiiiiiieee e e et e e e e e e e e e e e e eeeeeeees 22

2. MAterial @ MELOAY.......ceviiiiiiieieee et e e e e e e e e e e e e s eeees 24
2.1Charakteristika SkUmanych UZeMi.........cccuuueiiiieiiiiiiiiiiciiiiiieeeeee e 24.
2.2Ziskavanie a skladovanie VZOIEK............coceeerrrrriiiiiiiiiiiiiaeeeeeees e 26
2.3 Laboratorne analyzZy.............uuuvuuvmmmmmmmi e eeeeeeeeeeeer e enaaaa e e e 29

P2 B o] F= Tor = N I ] P PPPRRR 29
2.3.2 PCR a fragmertiad analyza ...........ccoooeiiiiiiiiiiieeeeees e 29
P AN g F= 117 W o - | 30

G T VA2 1T |42 32
3.1 GenetiCka variabilital ..............cooe s e e e e e 32
3.2 Geneticka Struktira populacii a detekcia hybéicle ..., 35
3.3 Detekcia bottlenecku a odhady efektivnékesti populacii ............ccccceeeennn... 38

] (U - PP 40
4.1 Geneticka variabilita .............oooo i 40
4.2 Geneticka Struktlra populacii a detekcia hyb&itle .............c.ccevvevvviiiiiiinnnnenn. 42
4.3 Detekcia bottlenecku a odhady efektivndjkaesti popul&cii .............ccccvvvneeee. 44

D SUNIN et e e e —————————a s 46

1] = LU = PP 47



1. UVOD

Kamzik vrchovsky Rupicapra rupicapra Linnaeus, 1758) je najpetnejSim
druhom horského kopytnika zijuceho v Eurépe a rnakBm Vychode. Hoci ako druh
nie je ohrozeny a dosahuje celkovef@mosti az 250-350 tis. @RLATTI et al. 2011),
viacero poddruhov Zije v malych izolovanych popidéh. Takymto poddruhom je aj
kamzik vrchovsky tatranskyR(picapra rupicapra tatrica Blahout, 1972), ktory sa
prirodzene vyskytuje len na Uzemi Vysokych, Zapating Belianskych Tatier na
Slovensku ’alej v texte len Vysoké Tatry) adasti pd’skych Tatier. Tento poddruh je
povazovany za kriticky ohrozeny (BAGNIER et al. 2008) a jeho ochrane i vyskumu je
na Slovensku venovandlk& pozornog. V rdmci ochranarskych opatreni bol kamzik
vrchovsky tatransky v 70. rokoch minulého sti@antrodukovany do oblasti Nizkych
Tatier. Zarove vSak eSte pred popisom samostatného poddruhuabdV@ Gzemia na
Slovensku, do Vikej Fatry a Slovenského raja, introdukovany kamwzi&hovsky
alpsky QRupicapra rupicapra rupicapra). Nepriaznivy demograficky vyvoj
autochtonnej populéacie tatranského kamzika vo Waok Tatrach, spolu s
introdukciami kamzikov do oblasti Nizkych TatierglWej Fatry a Slovenského raja,
vytvorili pomerne komplikovana situaciu. Vo VysolycTatrach doslo v priebehu
minulého stordia k dvom vyraznym poklesom getnosti, nasledovanym dlhodobo
nizkymi stavmi a az na giatku 21. stordia zaala p@&etnos op& narasté. Na Uzemi
Nizkych Tatier, ktoré susedia s Rkeu Fatrou a Slovenskym rajom, mobzZze zase
potencialne dochadg& hybridizacii medzi tatranskym a alpskym poddmuhd/ tejto
situadcii mézu vyznamné poznatky priniegenetické metddy. Zistenie genetickej
variability a Struktlry populacii, detekcia pripagrhybridizacie, odhady efektivnej
velkosti populécii a analyza demografickej historiezad&lade genetickych markerov
mOoZu vyrazne prispiek ochrane i planovaniu managementovych opatrenpppulacie

kamzika vrchovského na Slovensku.



1.1 Systematické zaradenie a ochranarsky status,dddgia a ekoldgia kamzika
Systematické zaradenie a ochranarsky status

Kamzik vrchovsky Rupicapra rupicapra) patri do tribu Rupicaprini, padlade
Caprinae, ¢elade Bovidae, radu Cetartiodactyla. Véasnosti sa rozliSuje sedem
poddruhov kamzika vrchovskéhR: r. asiatica, R. r. balcanica, R. r. carpatica, R. r.
cartusiana, R. r. caucasica, R. r. rupicapra a R r. tatrica (obr. 1). Okrem
autochtonnych populacii bol poddrér. rupicapra introdukovany i na Novy Zéland,
do Ceskej republiky, na Slovensko a do ArgentinggCATTI et al. 2011). V tejto praci
sa zaoberam dvoma poddruhmi kamzika vrchovskéhmozikam vrchovskym alpskym
(introdukované populécie), a najma kamzikom vrckgns tatranskym (autochténna a
introdukovana populacia), ktory bol opisany ako astainy poddruh v roku 1972
Milicom Blahoutom (BAaHOUT 1972). Rozdiely vymedzujuce kamzika vrchovského
tatranského su kvantitativne — lebkové miery, teédesozmery, hmotnds a tiez
kvalitativne — tvar fontanely, letné sfarbenie is(BiLAHOUT 1975,1976). Spravnas
zaradenia bola neskor potvrdena na morfologickejp@tt & KouBek 1984,KOUBEK &
HRABE 1984, ZiIMmA et. al. 1990) &iastaine aj genetickej Urovni @RDIKOVA &
HAMMER 2001, PEREZ et al. 2002,RaNDI et al. 2002,CRESTANELLO et al. 2003,
HAMMER et al. 2003). Kamzik vrchovsky tatransky jeCervenom zozname IUCN
(IUCN Red List of Threatened Species) klasifikovaao kriticky ohrozeny (angl.
wcritically endangered”) v kateg6rii C2a (menej aR00 dospelych jedincov, klesajuci
populany trend, iba jedna populacia) (AAGNIER et al. 2008). Kamzik vrchovsky (ako
druh) je v Cervenom zozname IUCN Kklasifikovany ako ,najmenepmokojujuci®
(angl. ,least concern*) (ALAGNIER et al. 2008; obr. 1)Dalsim poddruhom uvedenym v
tomto zozname j&R. r. cartusiana (endemicky poddruh z Massif de la Chartreuse
Francuzske Alpy), ktory je zaradeny do kategorieapitd’ny” (angl. ,vulnerable®)
(AULAGNIER et al. 2008).
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Obr. 1. RozSirenie kamzika vrchovského a jeho zaradenimedzinarodnomcervenom
zozname (IJUCN Red List). Upravené fad IUCN, stiahnuté 19.5.2011,
http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/3%20/rangemap




Dalsim druhom kamzika vyskytujiceho sa v Eurdpe gmak stredozemny,
Rupicapra pyrenaica, s troma poddruhmR. p. pyrenaica, R. p. ornata, R. p. parva. Na
zaklade najnovsSich vysledkov genetickych analyzurddipicapra niektori autori
(CRESTANELLO et al. 2009,RODRIGUEZ et al. 2010) navrhuju poddruR. p. ornata
povyst na samostatny drutRupicapra ornata. Kamzik stredozemny je €ervenom
zozname |UCN zaradeny do kategérie ,najmenej znapg@kci“ (angl. ,least
concern®), ale poddrulR. p. ornata do kategorie ,zranifey“ (angl. ,vulnerable)
(HERRERO et al. 2008). Tento poddruh preSiel v minulosti agyrym zniZenim
pocetnosti (menej nez 100 jedincov na konci 40. rokomulého stordia), ale \Waka
prisnej ochrane, chovu v zajati a reintrodukciana fpgho pd@etnos zvySend az na 800
jedincov v roku 2003 (BITANI et al. 2003) a v s@asnosti je odhadovana az na 1100

jedincov (HERREROet al. 2008).

Biolégia a ekoldgia kamzika vrchovského

Kamzik vrchovsky vyuziva biotopy alpinskeho az 4$pipskeho pasma
vysokohorského prostredia, idealne s vapencovynboaldolomitovym podlozim.
V lepSej orientacii a pohybe v n&romm teréne mu pomahajdroce vysunuté do stran,
robustnejSie kosti, prétené zadné kaatiny atiez 3Specidlne prispdsobené ratice
(HAJKOVA 2007). ZvéSenim vékosti srdcového svalu sa kamzik adaptoval na vzduch
s nizSim obsahom kyslika (BHouT 1976). Osrstenie zabezpge dokonalu izolaciou
pred nepriaznivymi klimatickymi vplyvmi. Typickynminakmi kamzikov su ké&ovito
zahnuté rohy s blizko leZiacimi pachovyniiazami. Trofick( z&klatl predstavuju
travnaté a bylinné porasty horskych Uk kratkehget&ného obdobia s pomerne malou
druhovou diverzitou potravy. Zavaznymi ochorenianavplyviujucimi Zivot
a paetnos kamzikov je infekna slepota (BGIORGIS et al. 2000, @ COMETTI et al.
2002) a praSivina ERNANDEZ-MORAN et al. 1997, Rssiet al. 2007). Vyznamny je aj
vplyv parazitov, najmalgicnych a gastrointestinalnych nematoas@NCcikovA et al.
1999, ATTLEROVA-STEFANCIKOVA 2005). Negativny vplyv na populacie kamzikov
maju aj aktivity ¢loveka, najma rozSirujuci sa turisticky ruch, hem#ctvo,
skialpinizmus, vysokohorsk& turistika, zachrannéyfdiadkové lety, paragliding
(INGOLD et al. 1993, GSINEC 2002). Vyznamnym negativnym faktorom je ilegélay |
(GASINEC 2002, LovARI 2002).



Z&kladnou socialnou jednotkou kamzikowjeeda. Kamzice u&inu roka, okrem
obdobia rodenia mé#at, ziju vériedach spolu s nedospelymi jedincami. Dospeli samc
vytvaraju mensie skupinky, oddelene od samic; istsafnci su véSinou samotari.
Patetnog ¢ried sa pohybuje od 2-3 jedincov aZz po 12-15, vyxtime aj viac (RAHOUT
1976). Ruja prebieha na jéser oktobri az decembri (BRHOUT 1976, RDUCH & KARC
1981, lovARI & LocATi 1991). Gravidita trvd Sésnesiacov a mifata (1-2) sa rodia
v maji — juni (BLAHOUT 1976, RICKSTUHL & INGOLD 1999).

1.2 Populacie kamzikov na Slovensku

Na Slovensku sa vyskytuju dva poddruhy — kamzikhevsky tatransky
(Rupicapra rupicapra tatrica) a kamzik vrchovsky alpskyR(picapra rupicapra
rupicapra). Jedinou autochtonnou populéaciou je populécia Zikan vrchovského
tatranského na Uzemi Vysokych Tatier. Introdukovao@ulacia kamzika vrchovského
tatranského zije v Nizkych Tatrach. Okrem toho bw U(zemie Slovenska
introdukovany kamzik vrchovského alpsky do I'k&j Fatry a Slovenského raja
(HAJkoVA 2007; obr. 2).

R. r. tatrica
—— R. . rupicapra

Obr. 2. RozSirenie kamzika vrchovského na Uzemi Slovenska.



1.2.1 Kamzik vrchovsky tatransky
Vysoké Tatry

Kamzik vrchovsky tatransky Zije ako pévodny poddervo Vysokych Tatrach,
vratane Zapadnych a Belianskych Tatier a ickskej casti. Z geografickeéholladiska
predstavuje najsevernejSitas’ arealu prirodzeného vyskytu kamzikov v Eurépe.
Najstarsi literarny Udaj o tatranskych kamzikocbhgmlza z roku 1517 @VAC 2002).
Na zaklade historickych udajov (najma d’@enickych a pytliackych aktivitach) mozno
usudzové, Zze az do 17. stok@ bola péetnos kamzikov v Tatrach relativne vysoka
(BoHUS 1957). V 18. stor@d sa Zivotné podmienky kamzikov zme zhorsili, najma
z dévodu rozvoja pastierstva a pytliactvao@®s 1957). Z konca 19. stotia pochadza
odhad poetnosti priblizne 1000 jedincov (BiuS 1959, ANIGA & ZAMECNIKOVA
2002). Vyrazny vplyv na tatransku populaciu malavetova vojna, kedy v roku 1912
bolo eSte priblizne 1600 kamzikov, ale uz v rok22 ®ola ich pdetnos odhadovana
len na 300 jedincov @+us 1957). Za hlavny dbévod bola povaZzovana ,kriza,laena
moralka, nedostatoy dozor a pritomna'svojenskych oddielov vo Vysokych Tatrach,
ktoré viedli k obnovenému rozvoju pytliactva“ gBus 1959). Tento drasticky ubytok
vyvolal vyrazné ochranarske Usilie (zakaz lovu abwl10 rokov) a v roku 1931 uz bola
pocetnos odhadovana v rozmedzi 800-900 jedincovofdRek 1931). Populécia
nafalej rastla, napr. z roku 1932 je udavanéghoos 1249 jedincov (BHUS 1972).

V roku 1935 bol wasopise Lovec publikovany anonymny uUdaj ¢ginosti 1705
jedincov (BoHuS 1957), ktory predstavuje najvySSiu ¢etnos v recentnej historii
tatranskej populacie. Je vSak pravdepodobné, dadkodnoteny, ke poda udaného
poctu kamzikov boli vydavané povolenia k lovu. PadNEmcA (1938) bola v roku 1936
realna poetnos’ vysokotatranskej populacie priblizne 1300 jedineov roku 1938 uz
len 800 - 850 jedincov. Jednym z vyznamnych dévoplakiesu poetnosti mohol bty
rozméhajlci sa turisticky ruch, najma novy druhréipe- lyZovanie, ktoré vyrazne
ruSilo kamziky v narénom zimnom obdobi. Tomu naswegli aj najvySSie straty,
uvadzané z okolia Popradského a Strbského plesaydio lyzovanie najviac rozsirené
(NEMEC 1938).

Prelomovym obdobim bola 2. svetova vojna, s eSt8irddopadom na znizenie
pocetnosti ako predoSla. Hoci v roku 1939 nariadiljiksky Grad zastavenie odstrelu
kamzikov, reprezentaé pdovatky Slovenského Statu, narast pytliactvacam

vojnovych rokov a pritomndshitlerovskych vojenskych oddielov v poslednej faze



vojny zapré€inili znacné Skody (BHUS 1972). Z roku 1950 @UDIKOVA & CHUDIK
(1978) uvadzaju pmtnos kamzikov len 164 jedincov. Iné odhady z povojnavéh
obdobia uvadzaju 230-250 jedincovH@ik 1968, KOREN et al. 2001). Z vojnového
Soku sa kamgia populacia zéala zotavové aZz po vyhlaseni Tatranského narodného
parku v roku 1949 (KReN et al. 2001). Z roku 1964 je uz udivan&gqinos az 944
jedincov (G4upik 1968),¢0 bol az do roku 2011 najvySSi stav od obdobiav@tovej
vojny. V rokoch 1966-1973 sa ¢etnos pohybovala okolo 500-700 jedincovHDik
1968, 1974). \WalSich rokoch p&etnos mierne klesala a v roku 1995 bola odhadovana
uz len na 408 jedincov @lL & CHOVANCOVA 1995).

Konkrétne dévody poklesu petnosti vysokotatranskej populacie nie su znanee, al
diskutovalo sa o viacerych faktoroch. Jednym z miebze by letecka doprava —
turistické vyhliadkové a zachranné lety Vriikom vyvolavaju riedach paniku
amobzu zaptinit pad a zranenie kamzikov AGNEC 2002). Stres spdsobeny
turistickym ruchom (osobitne skialpinizmom a homsletvom), spolu s nedodrziavanim
sezonnych uzaverov alpinskej zony, vyruSuje kamgikgnzitivnom obdobi (parenie,
porody) a spdsobuje zmeny v dennej aktivitei ik 1969). Daldimi faktormi mézu
byt zmenena vekova Struktlira a odchylky v pomere pohdadsobené selektivnym
lovom ako aj série nepriaznivého gasia pdas zimy a obdobia rozmnozZovania
(CHOVANCOVA & GOMORY 1999, GiovANCOVA 2009). Za vémi vyznamny faktor je
povazované pytliactvo ((&&INEC 2002). Diskutuje sa aj o vplyve Rkgich predatorov
(medvel, vlk, rys), ktori mézu prilezitostne ulaviaj kamzika (RDUcH 2002a,
CHOVANCOVA 2009).

V roku 1998 GIOVANCOVA & GOMORY (1999) uvadzaju getnos uz len priblizne
200 jedincov na slovenskej a asi 80 jedincov niske strane Tatranského narodného
parku (TANAP). Tato kriticka situacia viedla k vgmovaniu Projektu zachrany
kamzika vrchovského tatranského na roky 2001-2@@kument obsahoval analyzu
sitasného stavu, hodnotenie faktorov ohrozenia i ditejr ochrany a navrhoval
opatrenia na zlepSenie stavuofkN et al. 2001). Hlavnymi cleni tohto projektu bol
monitoring p@etnosti kamzika a jeho straZzenie, a tiez zvySenfermovanosti
uzivatéov regionu Tatier (RDUCH 2002b).

S&ag’ou projektu zachrany bol pravidelny monitoring pidgie. Preto su z tohto
obdobia k dispozicii relativne podrobné Udaje aepmosti, a z niektorych rokov
i 0 Struktare populacie (napr. o qte tohor@énych mlarat), ktoré boli priebezne

zverejiované formou tlgovych sprav na web stranke www.kamzik.ésficidlna

v



webova stranka projektu). Po skeni projektu boli idaje o pravidelnychitaniach
(v&Sinou 2x r@ne) zveragjované na web stranke Spravy Tatranského narodreka p

www.spravatanap.ordPri itani na jar roku 2001 bolo zistenych 286 jedinqmiom

z tohto pdétu bolo len 48 midiat (Udaje sa vzdy tykaju celkovej qggnosti, vratane
pol'skej ¢asti). V juni 2002 bola zistend getnos’ 333 jedincov, ale napriklad z jesene
2005 je udavana petnos az 486 jedincov (vratane 62 nildt). P@etnos populacie sa

I nadde] postupne zvySovala — napriklad v juli 2008 boeépaitanych 701 jedincov
(vratane 114 mi@at) a v oktébri 2010 841 jedincov. NajnovSi Udajpaetnosti
pochadza z jula 2011, kedy bolo ptitani zaznamenanych 967 jedincov (z toho 98
samcov, 238 samic, 149 tohtdngch mlarat, 84 minulorénych miafat - tzv.

h&ikarov a 398 newenych; www.spravatanap.grg

V poslednych rokoch teda doSlo k zastaveniu kriiek poklesu peetnosti
a v si¥asnosti je mozné pozoravgej pomerne vyrazny narast (obr. 3). Ktomuto
priaznivému trendu pravdepodobne najvyraznejSisppta intenzivna strézrénnos’
v teréne a pravidelny monitoring populacie, a moinaiektoré d’alSie opatrenia
(revitalizacia kamgiich biotopov, udrziavanie zriadenych solisk, apoBgda prace
CHOVANCOVA (2009) vSak ndialej pretrvava nepriazniva Struktira populacie
v prospech samic a mladych jedincov. Tiez ladiska natality a mortality je stav
populacie hodnoteny ako priemerny az nepriazniyg@ka mortalita midiat a r@énych

jedincov; GHOVANCOVA 2009).
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Obr. 3. Vyvoj pacetnosti populacie kamzika vrchovského tatranské@hgysokych Tatrach.



Nizke Tatry

Okrem autochténnej populacie vo Vysokych Tatrdgk hia Uzemi Slovenska
kamzik vrchovsky tatransky eSte v Nizkych Tatradrato populacia vznikla
introdukciou z vysokotatranskej populacie. V skutusti vSak nejde o introdukciu, ale
presnejSie restitaciu, BZe kamzik vrchovsky tatransky sa v tomto pohortohisky
vyskytoval (nélez lebiek a inych fragmentov kosfrav zvySkov z jasky Demanovska
ladova jaskiya a Medvedia jaskia z obdobia posledného glacidlu az starSieho
holocénu; @ucH 1977, 1981). V praci vSak dialej pouzivam pojem introdukovana
populacia K prvému neuspesnému pokusu introdukcie kamzikahowského
tatranského z Vysokych Tatier do Nizkych Tatierlda& v roku 1935, kedy tu bolo
vypustenych 12 kamzikov, dva jedince vSak uhyndisledkom prepravy a zvySok
zlikvidovali rysy (BoHUS1957, HRNCIAR 1972).

V 60.-70. rokoch minulého stafia sa opé z&alo uvazova nad introdukciou
kamzika vrchovského tatranského. Hlavnym dévodomo beytvorit nahradnu
Zivotaschopnu populaciu pre pripad kritického obroa vysokotatranskej populécie
v dosledku neovplyvnitmych nepriaznivych faktorov (BHouT 1968, HLL &
CHOVANCOVA 1995). V roku 1967 bol vypracovany ,Navrh na vysadetatranskych
kamzikov v inych horstvach Slovenska“L@iouTt 1968, \ELIC 1981). Pre realizaciu
projektu bolo z troch Uzemi (Nizke Tatry, k& Fatra, Mala Fatra) vybrané Uzemie
Nizkych Tatier, z dévodu najvhodnejSich podmienokadmorska vyska, klimatické
podmienky, konfiguracia terénu gic 1981). Odchyt jedincov vo Vysokych Tatrach
a ich vypustenie v Nizkych Tatrach prebehlo v r¢k@869 az 1976. V roku 1969 bolo
do aklimatiz&nej zverntky v Lomnistej doline vypustenych 12 kamzikovt{gamcov,
Styri dospelé a tri subadultné samicepScHA1976, \ELIC 1981). V roku 1970 bolo
vypustenychd’alSich osem jedincov (samic). V rokoch 1972-197k lvdkazdom roku
vypustena jedna’alSia kamzica, v roku 1975 tri samce a v roku 19@6ledné Styri
jedince — traja samci a jedna samic& HIAR 1972, $ROCHA 1976, RDUCH & KARC
1983, HLL & CHOVANCOVA 1995, uDRUS 2002). Spolu bolo teda vypustenych 30
jedincov, ktoré sa uspeSnecah rozmnozova a rozSirovéd areal (RDUCH & KARC
1983). Vyvoj pdetnosti populacie v nasledujucich rokoch mal klagigriebeh
sigmoidnej krivky: populacia v rokoch 1969 az 198ftala vyrovnanu stupajucu
tendenciu bez vyraznejSich vykyvov (exponencialagt)r a v roku 1980 dosiahla
pocetnog 121 jedincov (HLL & CHOVANCOVA 1995). VdalSich rokoch p&etnos



kolisala v rozmedzi 100-120 jedincov a v rokoch 62895 sa populécia stabilizovala
na odhadovanom pte 120 — 140 jedincov @®UCH & KARC 1983, IDRUS 2002).
Maximum, az 150 jedincov, je uvadzané z roku 1989DRUS 2002). V nasledujucich
rokoch sa péetnos pohybovala v rozmedzi 120-140 jedincov, ale v rdRA9 poklesla
na priblizne 100 jedincov (®RuS 2002). Z roku 2000 je udavanagetnos 105-115
jedincov (QWDRUS 2002). Ohady pdetnosti z rokov 2003-2009 su dostupné
v publikaciach BCKOR & VELIC (2008) a BCKOR & URBAN (2009). Najaktualnejsi
Gdaj je 97 jedincov v roku 2009 ABKOR & URBAN 2009). Vyvoj p&etnosti populacie
znazotiuje obr. 4.
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Obr. 4. Vyvoj pacetnosti populacie kamzika vrchovského tatranskéNazkych Tatrach.

Hoci populacia kamzika v Nizkych Tatrach nie je ad@na doCerveného
zoznamu IUCN, jej ochrane bola venovana dost&t@ozornaos na urovni slovenskej
legislativy. Poddruh kamzik vrchovsky tatranskyz(lbezliSenia populacii) je uvedeny
ako chréaneny vo Vyhlaske MZP SR24/2003 k Zakonu NR SR 543/2002 o ochrane
prirody a krajiny (BCKOR & URBAN 2009). V narodnontervenom zozname je
zaradeny do kategorie kriticky ohrozeny drumgZ& UrRBAN 2001).

1.2.2 Kamzik vrchovsky alpsky

Skér nez bol opisany tatransky poddruh kamzikaBuTt 1972), na Slovensku

sa uskutonili dve introdukcie kamzikov alpského pévodu. Kual960 bolo na uzemi
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Verkej Fatry vypustenych 20 jedincov kamzika vrchovekealpského z Jesenikov
a LuZzickych hér a vroku 1963 bolo do Slovenskéaja wypustenych Ségedincov

z Jesenikov. Na rozdiel od ochranarskeho vyznamnodukcie tatranského kamzika do
Nizkych Tatier, bola introdukcia alpskych kamzikde Ve’kej Fatry a Slovenského

raja motivovana predovSetkymljmwnickymi (Eelmi (KRATOCHvIL 1981).

Verka Fatra

Introdukcia kamzika vrchovského alpského do oblagérkej Fatry bola
uskut@nend v zaujme vyuZzitia relativne vhodnych startopi® jeho existenciu, a tym
rozSirenia pbovnickych moznosti v danej oblastin®g 1981). V priebehu rokov 1956
az 1960 bolo do aklimatizaej zverntky v Gaderskej doline dovezenych 21 jedincov
kamzika vrchovského alpského z Lesného zavathska Kamenica a Rumburk
(Luzické hory, 19 jedincov) a Léna nad Desnou (Jeseniky, dva jedincex(s 1965,
SiMO 1981). KRNCIAR (1972) a HiLL & CHOVANCOVA (1995) uvadzaji vypustenie len
20 jedincov, z toho Siestich samcov, 11 samic éhtrkamzéat. 1Slo o sekundarnu
introdukciu, pretoze populacia kamzika v Luzickyblerach vznikla introdukciou
v rokoch 1909-1910 z jedincov dodanych Hagenbeckonrzoologickych zahrad vo
Viedni a Salzburgu (EINRICH 1958, MoTTL 1958) aneskdr eSte z Bavorska
(BRIEDERMANN 1962, BRIEDERMANN & STiLL 1987). Populécia v Jesenikoch vznikla
vrokoch 1913-1914 z kamzikov (pravdepodobne O&snjitincov) dovezenych
z pdovného reviru cisara Frantiska Jozefa |. v MirastagStajerskych Alpéch
v Rakusku (RBE 1963, BERAN 1973).

Patas Stvorréného chovu v zvertke bol celkovy prirastok 10 jedincov, ale doslo
aj k niekdkym uhynom — 15 jedincov, na nasledky zraneni piéhyte a transporte,
ulovenim rysom a v dosledku parazitarnych nakaan(thr 1972). Obmedzeny
priestor a z toho vyplyvajaci Uzky kontakt zvierspdsobili vysoku invadovants
kamzikov vnuatornymi parazitmi, najm&qrnymicervami. Preto bola v decembri roku
1960 zvernika otvorena a postupne sa kamziky rozptylili doliek@HRNCIAR 1972,
Simo 1981). Po vypusteni kamzikov dol'mej prirody bol v roku 1961 g@toiny stav
17 jedincov (HRNCIAR 1972). Do roku 1970 populacia narastla na 43 jedin(ElELL &
CHOVANCOVA 1995). Z roku 1977 pochadza Udaj 53 jedincoumdS 1981).

V nasledujucich rokoch getnos mierne klesala a napr. v roku 1992 bol&ginos

odhadovana uz len na 32 jedincoe(d & CHOVANCOVA 1995). Poetnos’ kamzikov v
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rokoch 1993-2008 bola 34-40 jedincov,dprn posledny udaj z roku 2009 uvadza 54
jedincov,¢o je maximum od zaloZenia populacieugtta 2009).

Z grafu na obr. 5 si mdZeme vSimrgxponencialny rast populacie az do polovice
70. rokov, ale odvtedy jej @etnos vyrazne nenarastd a ma celkovo skor klesajucu
tendenciu. P&inou zastavenia @tatotného rastu populacie a naslednej stagnéacie
az poklesu peetnosti bolo pravdepodobne viacero faktorov — nvéladnych biotopov,
nedostaténa potravna zaklad, silny predény tlak rysa, orla skalného a vlka,
medzidruhova konkurencia s j&t®i zverou a pribuzenské krizeniguRik 1981, $vo
1981, HLL & CHOVANCOVA 1995).
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Obr. 5. Vyvoj pacetnosti populacie kamzika vrchovského alpského eltk&] Fatre.

Viaceri autori poukazuju na to, Ze v dosledku majbovujacich podmienok vo
Velkej Fatre je zvySena pravdepodobhasigracie jedincov do okoliaDURik 1981,
HELL & CHOVANCOVA 1995). Do roku 1972 boli zaznamenané najma migraci
zapadnym, ale aj severnym smerom (do&kgch vrchov a do M#&okrivanskej Fatry)

a severozapadnym smerom (do Strazovskych vrchovydialenosti 6-43 km a tiez na
vychod (HeLL & CHOVANCOVA 1995). Kamziky migrujuce na severozapad by pritom
museli prekreéit’ bariéru husto osidleného Udolia Vahu s dopravrgmnami, teda je
mozné, Ze do Cliského pohoria a \f&okrivanskej Fatry mohli prenikmt nie
fatranskeé, ale skoér tatranské kamziky zo Zapadmyatier (KARC & RADUCH 1978).

Nebezpéné su najmd migracie vychodnym smerom, z dévodunejobybridizacie
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a ohrozenia genofondu nizkotatranskej populdier(k 1981, HLL & CHOVANCOVA

1995). Vroku 1981 bolo na konferencii venovanehrace kamzika rozhodnuté
o elimin&cii introdukovanych populacii z dévodu oy genofondu pdévodného
tatranského kamzika, krealizacii tohto rozhodnuwdak nedoSlo. V obdobi
aklimatizcie vypustenych kamzikov bola ochrantotpppulacie zaistena #gnenim

uvedeného Uzemia z vykonu praval@mictva a obmedzenia hospodarskijnosti

(SiMo 1981). Neskor bol kamzik vrchovsky na Slovenskkoram chranenym druhom,
bez rozliSovania poddruhu, bol vSak povoleny tzeguta&ny odstrel, najmad vo
vychodnej¢asti arealu, aby bolo eliminované riziko moznyclyracii. Od roku 2003 je
zédkonom chrdnenym druhom uz iba kamzik vrchovskanaky a populacia kamzika

vo Velkej Fatre je obhospodarovana uzemne prislusnyiiavpymi zdruzeniami.

Slovensky raj

Populacia kamzika v Slovenskom raji vznikla intreciou Siestich jedincov
kamzika vrchovského alpského. V aprili 1963 bolilokalite Ve’ky Sokol vypustené
Styri samice advaja dospievajuci samci z JesenikdRNCIAR 1972, HUEK &
OGURCAK 1981, HLL & CHOVANCOVA 1995). Populacia kamzika v Jesenikoch vznikla
introdukciou jedincov z oblasti Mirzstegu v Alpa¢BERAN 1973). Po priamom
vypusteni do nového prostredia sa kamziky v Sldw@ms raji zngne rozptylili.
Postupne si vSak nasli vyhovujuce prostredie viol&iftatenej a v roku 1969 ich
pocetnos’ na tejto lokalite bola 11 jedincov RNCIAR 1972). V nasledujucich rokoch sa
kamziky postupne rozsirili do vSetkych vyhovujucgitalnatych biotopov Slovenského
raja, ale najblizSi udaj o ich petnosti 40-45 jedincov pochadza az z roku 198&i€H
& OGURCAK 1981). V roku 1981 bolo pri¢cBani zaznamenanych 48 kamzikov, ale
celkova pdetnos populacie v Slovenskom raji bola odhadovana aB(i&5 jedincov
(HAJEK 1981). VdalSich rokoch sa getnos populacie odhaduje na priblizne 50-55
jedincov (HAJEK & BuDzIk 1985). Po roku 1989 sa k legalnemu reguéemu odstrelu
pridalo intenzivne pytliactvo, ktoré vyrazne redu&id paetnos najma v juznegasti
Slovenského raja (Hajek in litt.). NajblizdalSi dostupny Udaj o pgetnosti pochadza
z roku 1992, kedy gmvné zdruZenia odhadovali celkoviéptnos’ populacie kamzika
v Slovenskom raji na 78 jedincov EH. & CHOVANCOVA 1995). Od roku 1996 sa
kamzikom v Slovenskom raji venovala intenzivnejp@zornog a kazdoréne bolo

uskut@nované ich &itanie. V roku 1996 bolo zaznamenanych 50 jedinezomho 11
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mladat (LEHOCKY & HAJEK 1997). Pri kazdomdalSom sitani bol zisteny narast
populacie (obr. 6) a v rokoch 2001-2002 populadsiahla péetnos az 104 jedincov
(LEHOCKY & HAJEK 2001, 2002). Udaj o najvy3sejdanosti pochadza z roku 2004 —
106 jedincov, z toho 19 mi&at (LEHOCKY & HAJEK 2004). Poetnos kamzikov v roku
2005 bola 93 jedincov @Hocky & HAJEK 2005), v rokoch 2006-2009 90-100
jedincov, préom posledny udaj (rok 2009) je 96 jedincov (Hajeklitt.). Patetnos
a Struktara populacie v jednotlivych rokoch bolaplgviiovana jednak prirodzenymi
faktormi (Uhyn, pripadne predacia — hlavne rysorale vyrazne aj legalnym
a nelegalnym odstrelom (e sa legalne ulovi 4-6 jedincov; Héjek in litt.).

Vyvoj pocetnosti tejto populdcie mal exponencialny charaktdrem poklesu
v druhej polovici 90. rokov) a zda sa, Ze kamzikyngplno vyuZzili vhodné biotopy
(obr. 6). Na tomto Uzemi, na rozdiel od populaceVvie’kej Fatre, kamzik prosperuje.
Biotopy Slovenského raja pravdepodobne lepSigagp jeho ekologické a potravné
naroky (HAJEK & OGURCAK 1981). Jednym z dévodov mézethgj vyraznd teplotna
inverzia v roklinach Slovenského raja¢isn mbze suvisié lepSia dostupnaspotravy

a SirSia potravna ponuka (Hajek in verb.).
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Obr. 6. Vyvoj pacetnosti populacie kamzika vrchovského alpskéhamvediskom raji.

Uzemie Slovenského raja sa v3ak tiez nachadza ografickej blizkosti
s Uzemim Nizkych Tatier — pohoria su prepojené roesiv Krdovej hole. KARC &

RADUCH (1978) uvadzaju, Ze po vypusteni kamzikov v Slekem raji boli
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zaznamenané migréacie nigkgch samostatnych jedincov az do vzdialenosti 1km9
ale o trvalom vyskyte kamzikov v okoli Ki@ej hole nie su Ziadne spravyAltk &
OGURCAK 1981). Z vychodnejcasti Nizkych Tatier sice pochadzajicite¢ udaje

0 migrujucich jedincoch, nie je vS8ak mozné zisti Slo o jedince zo Slovenského raja
alebo z Vysokych Tatier (AEK & OGURCAK 1981, HLL & CHOVANCOVA 1995).
Podobne ako u Vkofatranskej populacie, na konferencii v roku 19®io rozhodnuté
o eliminécii aj tejto populacie; okrem pravidelnyagula&nych odstrelov vSak nedoslo
k realizacii ziadnychdalSich opatreni. Legislativne postavenie tejto paope je
rovnaké ako vo Vikej Fatre. V suvislosti s vyskytom kamzika v Slosleam raji sa
tiez pomerne intenzivne diskutovalo o moZznom negath vplyve kamzika na

vegetaciu skalnych biotopov (nepublikovana studsa&tie Daphne z roku 1995).

1.3 Ochranérska genetika

Vyrazné zmeny krajiny, deStrukcia poévodnych biotgppneistenie prostredia,
priame inepriame vyuZivanie a prenasledovanie vihoené introdukcie viedli
k zniZeniu poetnosti mnohych druhov. V niektorych pripadoch do&lz k ich
vyhynutiu na witych Uzemiach a k naslednému vzniku fragmentovianyt
izolovanych populacii. Tieto skutoosti viedli v poslednych de@gaciach k vzniku
noveého vedného odboru — ochranarska biolégia. \Wzh& populénej a evoldnej
bioldgie, ekoldgie, biogeografie a genetiky, a tie@cerych aplikovanych odborov ako
napr. lesnictvo alebo rybéarstvo RBsSARD 2000). Jej dolezitou sas’ou je tzv.
ochranarska genetika (z anglického ,conservatiareties”; niekedy tiez ,konzer¢aa
genetika), ktorej hlavhou namu je Studium genetickej variability v populaciach
vzacnych a ohrozenych druhovRBIA & HAJKOVA 2006). Charakteristickym znakom
tychto druhov je, Ze Ziju v malych a fragmentovanymopulacidch, preto skimanie
genetickych a evolinych procesov v malych populaciach tvori zaklatiracarskej
genetiky (RRANKHAM et al. 2002). Tato mlada disciplina méze vyznamnuarou
prispig’ k ispesnej druhovej ochrane a k zniZeniu rizikinkgie ohrozenych druhov.

V systéme kategorizacie ohrozenych druhov TpodUCN je vékos' (tj.
pocetnos) populacie najvyznamnejSim kritériom (QR@GDY et al. 2004). Druhy,
ktorych p@&etnos dospelych jedincov je menSia ako 50, 250 aleb® 180 povaZzované
za kriticky ohrozené, ohrozené alebo zrdimée(FRRANKHAM et al. 2002). Ako pravidlo
~hrubého odhadu” pri odhadovani rizika extinkcietieg pouziva tzv. pravidlo 50/500
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zavedené RANKLINOM (1980), ktoré hovori, Ze kratkodoba efektivnékest’ populécie
by nemala by nizSia ako 50 a z dlhodobého fiatlu by nemala kleskitpod 500
jedincov (ALBRECHT et al. 2005). Efektivha Vkos’ populacie, ktora zdha iba
pohlavne dospelé a biologicky plnohodnotné jedir{bk; niekedy tiez nazyvana
geneticka efektivha Vkog” populacie), je zwajne len 20-30 % z celkovej getnosti
populacie, N (KLINOWSKI & WAPLES 2002, MLLS 2007), u niektorych druhov i len 10
% ¢i menej (RANKHAM 1995). Efektivna vi&kost” populacie zavisi od pomeru pohlavi
v populécii a parovacieho systému, variability ¥teopotomkov, fluktuacii p&etnosti
populacie a prekryvu generacii (naprANKKHAM et al. 2002, ALENDORF & LUIKART
2007). Potla definicie efektivha v&os’ populacie zodpoveda ,Vkosti idealizovanegj
populacie, ktora by stratila genetickl diverzitlef® sa stala inbrednou) rovnakou
mierou ako skuttna populacia“ (RANKHAM et al. 2002). Takato ideélna populacia ma
konStantnu vikos” a oddelené generécie, v ktorych je reprédakispesnasjedincov
ndhodna a rovnaka — v takomto pripade N &(MiLLs 2007). Preto bola zavedena
premenna I ktora zofiadiuje faktory ako nerovny pomer pohlavi pri reprodukc
(napr. haremové druhy), fluktuacia detnosti populacie vase a variabilita
v reproduknej uspesnosty dosledku réznych faktorov vratane vekovej a doeja
Struktury. V takejto realnej populacii je vzdy K N.

1.3.1 Evolucia v malych populaciach

Hlavnymi  evolénymi  mechanizmami v populaciach  je  mutécia,
migracia/rekombinacia, selekcia a geneticky déftLENDORF & LUIKART 2007). Prvé
tri mechanizmy maju dujuci vplyv vo vekych populaciach; v malych populaciach je
vSak ich pésobenie vyrazne ovpipwvané nahodnymi (stochastickymi) efektami.
Geneticky drift (nazyvany tiez nahodny genetickgymm) vyplyva z nahodného vyberu
gamét pri pohlavnom rozmnoZzovani, kedy v désledialejrp@etnosti populacie méze
nadhodne dojs k Uplnej a trvalej strate niektorych alel R@EKHAM et al. 2002).
Désledkom tohto procesu su strata genetickej dityenzahodné zmeny frekvencie alel
Z generacie na generaciu, zvysena pravdepodobiiagcie alel v rdmci populacie
a rychlejSia diverzifikacia populécii vzniknutych jednej populacie - pripad
fragmentovanej populacie ENKHAM et al. 2002, ALENDORF & LUIKART 2007).

Migréacia jedincov alebo ich gamét zabeage tok génov a rekombinaciu alel.

Migracia znizuje geneticku diferenciaciu medzi pdgiami a mdéze dokonca obnévi
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stratenu genetickd variabilitu. V malej, izolovaragbo fragmentovanej populécii je
vSak tok génov limitovany fFANKHAM et al. 2002).

Mutécia je ndhodna geneticka zmena v alele alelbonubzéme. Je primarnym
zdrojom vsetkej genetickej diverzity W(EGR 2005). W&inok mutacii je vaSinou
Skodlivy, iba vzacne sa objavuju mutacie pre organis prospesné. V malych
populaciach je w&ina novych mutécii ndhodne stratenych.

Podobne aj efektivnésselekcie je v malych populaciach nizka. To spOgnlie
Skodlivé alely nie su dosledne od#tmaané a dokonca mdze ddjk ich fixacii. Tato
skutanos’” mbéze priamo vigs k redukcii reproduénej fitness a k zvySeniu rizika
extinkcie (RANKHAM et al. 2002).

Malé populacie su vyrazne ovphované nahodnymi efektami, ato nielen
genetickou stochasticitou (geneticky drift), aled@mografickou a environmentalnou
stochasticitou a prirodnymi katastrofamic(@rFFer 1981). Fluktuacia v p®tnosti
populacie mbéze vigs az kvyraznému poklesu @etnosti — tzv. poputaému
bottlenecku (nazyvany tiez geneticky bottleneclg. td nahle zniZzenie petnosti
populacie, ktoré vedie k narazovej strate genetidkerzity (,bottleneck effect”, efekt
.hrdla lahve"). Vysledky pésobenia bottlenecku sirmaké ako vplyvom genetického
driftu, zasadnym rozdielom je vSalasové Hadisko, ktoré je v pripade bottlenecku
velmi kratke (RANKHAM et al. 2002). Osobitnym pripadom bottlenecku jekef
zakladatéa — ,founder effect”. Je to zaloZenie novej popigd@malého p&tu jedincov
— teda vlastne V¥eni silny bottleneck v jednej generacii. Foundereeff sp6sobuje
zmenu genetického zloZenia populécigasto vedie k strate alel, zniZeniu genetickej
variability a genetickému driftu FANKHAM et al. 2002).

V malej populacii s nedostatoym mnozstvom jedincov nevyhnutne dochadza
k pribuzenskému krizeniu — inbridingu (,inbreeding?zajomna pribuznasjedincov
v populécii sa tak zvySuje a mozitidgiZzenia nepribuznych jedincov klesa. Inbriding
zvySuje pravdepodobnfisZe jedinec bude na lokuse homozygotny. Spodsotake
redukciu heterozygotnosti a moéze ¥ieaZz k zniZeniu Zivotaschopnosti jedincov —
inbredna depresia. Pri inbrednej depresii dochadzsegativnemu ovplyvneniu
mnohych aspektov reprodirkej UspeSnosti — mnozstvo potomstva, preZivanie'aba
dizka Zivota, schopnéspérenia, kvalita a kvantita spermii, materské pobeti,
schopnog kompeticie u potomstva apod.Aty et al. 1996, RLDAN et al. 1998,
FRANKHAM et al. 2002). Vplyv inbrednej depresie sa zvytge v drsnejSich, menej

priaznivych podmienkach. Experimentalne to bolo&@né napriklad na drozofilach v
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laboratornom chove (B.smA et al. 2000). Negativne pbsobenie inbridingu¢s@o
v zvySovani homozygotnosti, a teda v zniZovani tiekej variability. To méze jednak
priamo negativne ovplymva’ reproduknda uspesnas a zZivotaschopnds (fitness)
populacie alebo druhu, a zaravebriding redukuje ich evoémy adaptivny potencial,
dolezity z poliiadu ich dlhodobej existencie.

Inbriding vSak mdZe ntaaj ugity pozitivny efekt. Vzacne Skodlivé recesivne
alely sa prostrednictvom inbridingu mézu désta homozygotného stavu, kedy mézu
byt  efektivnejSie  odstranené prirodzenou selekciou HARCESWORTH &
CHARLESWORTH 1999). Takyto proces sa nazyva ,purging“v preklade priblizne
,ocistenie“. Purging je vSak¢inny iba u alel vékého ®&inku (napr. letélnych alel)
a jeho vplyv je vEmi nizky u alel malého dinku, ktoré takmer dosahuju setek
neutralitu (RANKHAM et al. 2002). Okrem toho purging mozéinkova’ iba pri
relativne pomalom poklese &inosti, kedy k inbridingu dochadza postupne vhgtiel
nieka’kych generacii. Ak je inbriding nahly, vplyv drifje omnoho vyraznejSi ako
vplyv selekcie, teda dojde k nahodnej fixacii a kigelekcii (RANKHAM et al. 2002).

Pre populaciu, ktora sa nachadza v inbrednej depme&ze by vel'mi vyznamna
introdukcia ilen vémi malého poétu migrantov (BRLLMON et al. 2004). Takto bola
napriklad ,zachranena“ Skandinavska populacia YBanis lupus), ktora vznikla iba
zdvoch jedincov akde po prichode iba jedinéhdgriamta doslo k zvySeniu
heterozygotnosti a k exponencialnemu pognéanu rastu (VA et al. 2003).
Introdukcia novych jedincov vSak nemusitbyzdy iba prospesSna. Medzipoptr
krizenie v niektorych pripadoch mdze vidszniZeniu fitness jedincov F1 generacie.
Takyto jav sa nazyva outbredna depresia (,outbreedepression®). M6ze k nej déjs
vtedy, ak je populacia adaptovana na lokalne poukyi@ po hybridizacii s jedincami
z inej populacie sa tato lokalna adaptacia nargSiMANDS 2006). Pomerngasto
citovanym, hoci mozno nie Uplne déveryhodnym, jéad kozoroZca vrchovského
(Capra ibex) vo Vysokych Tatrach, spominany aj ¥ebnici ochranarskej genetiky
FRANKHAM et al. (2002). Na prelome 19. a 20. stimoboli do Tatier introdukované
kozorozce z Alp a neskér z Turecka a Sinajskéhogpalva, pom ich kriZzenie viedlo
k naruSeniu rozmnoZovacieho cyklu a nevhodnémiaswvaniu pérodov, nasledkom
¢oho cela populéacia vyhynula. HadBoHUSA (1958) vSak situacia kozorozca v Tatrach
bola omnoho komplikovanejSia, pretoZze knieza Habtemltu v priebehu 40-50 rokov
introdukoval jedince z rdznych populacii: z Altaj&inaja, Kaukazu, atiez kozy

bezoarové Qapra hircus aegagrus), ktoré sa medzi sebou rézne krizili. Neskor, roku
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1953, bola uskutmenédalSia introdukcia - kozoroZca sibirskehGapra sibirica);

vSetky tieto pokusy vSak sk&ii nezdarom (BHUS 1958). Prinou neuspechu
teoreticky mohla by outbredna depresia, alebo aj mnohé iné faktorgy.nmevhodné
podmienky prostredia. Neskér boli v literatire apis dalSie priklady outbrednej

depresie u viacerych rastlinnych a Ziigmych druhov (BEMANS 2006).

1.3.2 Mikrosatelity a ich vyuZitie pri Studiu populaéno-genetickej Struktiry

Mikrosatelity (angl. ,short tandem repeats”, STRjegstavuju nagstejSie
vyuZivané genetické markery pri poptna-genetickych analyzach. Su to vysoko
polymorfné kodominantne deutié jadrové molekularne znaky rozptylené po celom
génome. \Waka vysokej variabilite umaiju analyzy nielen na Urovni populacie, ale aj
na urovni jedincov, napr. &wvanie paternity alebo hybridizacieRIBOLFSSON et al.
1997, ESTOUPEt al. 1998, RNDI et al. 2007).

VSeobecne su mikrosatelity povaZzované za neutéiaky. Nachadzaju sa vsak
aj v oblastiach kodujacich proteinyaAGNE & LAGODA 1996, TOoTH et al. 2000).
Zarover su okrem jadrového gendému, pritomné aj v chlosiplaom a v mensSom
mnozZstve aj v mitochondrialnom gendéme.

Mikrosatelity su tvorené Usekmi DNA s nidkgmi (max. 100) tandemovo
usporiadanymi 2-6 bp dlhymi repeticiamic(@6TTERER& HARR 2001). Pri analyzach
su nafastejSie vyuzivané dinukleotidoveé repeticie, népA),, ale aj trinukleotidove,
napr. (GTG) a tetranukleotitoveé repeticie, napr. (GATAJARNE & LAGODA 1996). Na
z&klade kontinuity méZzeme mikrosatelity rozdetia dokonalé (napr. CACACACA),
zlozené (napr. CACAGTGT) a preruSované (napr. GQG(GCA(CA),CGA).
Variabilita mikrosatelitov zavisi od ptu repeticii (8HLOTTERER & HARR 2001),
stability (stabilnejSie preruSované mikrosatelityajin nizSiu variabilitu v porovnani
s dokonalymi; BTEset al. 1997) a @ky repeticie (v pripade dinukleotidovych repeticii
je muta&na rychlogs vysSia v porovnani s trinukleotidovymi a tetraradtidovymi
repeticiami; KRUGLYAK et al. 1998).

1.3.3 Neinvazivna geneticka metoda

V pripadoch, kedy je ziskanie dostatého mnozZstva vzoriek z populacie
problematické (ako napr. u vzacnych a chranenyahair), rieSenim moéze Byouzitie

neinvazivnych genetickych metdd. Tieto techniky éfugl urienie druhu, pohlavia
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i identifikaciu konkrétnych jedincov, ako aj Studiugenetickej variability a Struktary
populacie bez nutnosti priameho kontaktu so &@stwom (TBERLET et al. 1999).
Vdaka objavu polymerazovej ti@zovej reakcie, ktord umbidje amplifikova
pozadovany Specificky Usek DNA takmer v neobmeda@enmnozstve, péiom
mnozstvo pbévodnej vzorky DNA moéZe thyextrémne malé (KA et al. 2004), sa
molekuldrne metddy stali prinosnymi aj pre klasigkplogicky a ekologicky vyskum.
Ako zdroj DNA mdze sluZi napr. vypadana gtsalebo perie, trus, ngp zvletena
pokoZka, vajcové Skrupiny, vyvrzky dravcov a sdVasto je najdostupnejSim
materialom prave trus, obsahujuci burtkgvnej sliznice, z ktorych je mozné ziskanie
DNA daného jedinca (ale aj jeho parazitoypotravy).

Neinvazivne ziskavanie vzoriek ma vSak vazne licieta Pokid sa jedna
o mikrosatelity, m6zZe nastaituacia, ze sa amplifikaciou neziska PCR prodaleho
sa ziska nespravny genotypAgERLET et al. 1999). Objavia sa tzv. genotygizé
chyby, kedy pozorovany genotyp jedinca nesuhlass$iaaanym genotypom. K tzv.
vypadnutiu alely (,allelic dropout®) dochadza, ak s heterozygota naamplifikovala iba
jedna alela a jedinec je chybne o&ray za homozygota. Dochadza k tomu nahodne pri
vzorkach obsahujacich malé mnoZstvo DNA alebo dimyand DNA (RBERLET &
LUKKART 1999). FalosSné alely (,false alleles”) vznikna, a@a pri amplifikacii
u homozygota objauf’alSia alela. K tomuto javu rigstejSie dochadza, ak nadizdku
amplifikatcného procesu doéjde k posunu (,poSkmyknutiu polymgda alebo ak sa
pospdjaju fragmenty DNA a takyto artefaktdalej namnozi (ABERLET et al. 1996).
LCudska chyba&asto predstavuje hlavnu @riu chyb, potla HOFFMAN & AMOS (2005)
moze by zodpovedna az za 80 % vSetkych vyskytujucich sgb.ciChyby mézu
vzniknl zamenou vzoriek, pri pipetovani i pri vyhodnocovedat (ROMPANON et al.
2005).

UginnG prevenciu proti namnozeniu nedpecifickych piddv predstavuje
pouzitie ,hot start PCR", ktora zvysuje Specificaicitivos” DNA amplifikacie (Beia-
PEREIRA et al. 2009). WuzZiva sa termostabilnd polymerazajcéstejSie Taq
polymeraza), ktora je aktivha az po dlhSej inkubpdi vysokej teploteco vyrazne
redukuje amplifikaciu necfevych produktov.

NajcastejSie vyuZivanym postupom na eliminaciu genagpiych chyb
(faloSnych alel, kontaminacii a vypadnutia alelvjacnasobné opakovanie PCR, tzv.
~.multiple tubes approach”. Ide o nidkanasobné nezavislé opakovania kazdej PCR

(NAaviDI et al. 1992). Vysledny genotyp je potom stanoveayaklade série opakovani.
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Nevyhodami tohto pristupu je jeho firgrd acasova narénos’, moznos vycéerpania
ziskanej DNA a taktieZzastejSou manipulaciou sa zvySuje riziko genotyrigah chyb
(Pudska chyba, kontaminacia) EB\-PeREIRA et al. 2009).

1.4 Geneticka variabilita a Strukttra populacii kanzika v Eurépe

NajcastejSie pouzivanymi genetickymi markermi pre $tddi genetickej
variability a Struktlry populacii kamzika su mikabaslity. Bolo publikovanych viacero
prac, popisujucich mikrosatelitové primery, ktoréaraver prinaSaju zakladné
informéacie o genetickej variabilite (pet alel, heterozygotndps réznych populacii
kamzika vrchovskéheoi stredozemného.dLIA et al. (2005) a &SSAR et al. (2007)
publikovali sety mikrosatelitovych primerov pre s@ populacieR. r. rupicapra,
LORENzINI (2005) pre apeninsku populackRi pyrenaica ornata, ZEMANOVA et al.
(2011) pre tatranské populadRer. tatrica a MAUDET et al. (2004) pre viacero druhov
ohrozenych kopytnikov, ktoré testovali aj u niBkgch jedincov R. rupicapra
z franctizskych Alp aR. pyrenaica zo 3panielskych Pyreneji. Najvy33ie hodnoty
genetickej variability boli zistené u alpskych p&mii R. r. rupicapra, naopak veEmi
nizke u apeninskej populadie pyrenaica ornata a tatranskych populadi. r. tatrica.
VSetky tieto pradce popisujuce primery su vSak zahéZzna analyze relativne malého
poitu jedincov. Studiom fylogeografie kamzikowRupicapra spp.) na zéklade
mikrosatelitovej DNA sa zaoberalERez et al. (2002). Do tejto Studie boli zahrnuté aj
tri jedince kamzika vrchovského tatranského. Gekéti dosledky translokacii
a fragmentacie biotopov u kamzika skimaRESTANELLO et al. (2009). Ich préaca je
zaloZena primarne na Studiu deviatich poévodngicmtrodukovanych populacii. r.
rupicapra zo zapadnych a vychodnych Alp v Taliansku a dvoapulaciiR. pyrenaica
z Talianska a Spanielska, ale analyzovali aj rik&o vzoriek (5-10) zo
stredoeurdpskych populacii, vratane Vysokych a Wikk Tatier, Vé&kej Fatry
a Slovenského raja. Na zaklade analyzy dvoch miodhalnych markerov a 11
mikrosatelitov zistili vyznamnu genetickl difere@ciu medzi vSetkymi Studovanymi
populaciami kamzikov a tieZ jasné genetické stagiptickych translokaciiDalsie dve
Studie (RODRIGUEZ et al. 2009, 2010) sa zaoberali fylogenetickymialumi medzi
kamzikmi. Prva je zaloZena len na analyze cytochrénimtDNA), druha je rozSirena

o analyzyd’alSich Styroch mitochondrialnych markerov a 20 wslatelitov. Tato praca
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zahma aj vSetky poddruhy (vratane 10 jedincBvr. tatrica) a cely aredl vyskytu
kamzikov, aviak venuje sa len Studiu evniich vz'ahov.

Jedind rozsiahlejSia praca zaoberajuca sa analyzaopul&no-genetickej
StruktaryR. r. rupicapra pochadza z talianskych Alp@8LIA et al. 2010). Analyzou 26
mikrosatelitovych markerov u 209 jedincov zo Sigstipopulécii bola zistena eSte
o nieco vySSia geneticka variabilita ako v predoslychdgtdch (FERez et al. 2002,
CRESTANELLO et al. 2009). Medzi skimanymi populaciami boliteme jasné genetické
rozdiely, ktoré v niektorych pripadoch zodpovedadiolation-by-distance” modelu,
vinych vplyvu recentnych poklesov ¢minosti, resp. fragmentéacii biotopu. Najma
populacie v periférnych oblastiach boli vyraznejSiglyviiované genetickym driftom
a nizkou mierou migracie (&LIA et al. 2010).

Okrem analyz mitochondrialnej DNA a mikrosatelitool u kamzikov Studovany
aj MHC (major histocompatibility complex) polymafnus, a to konkrétne gépRB
(MHC class Il). $HASCHL et al. (2004) charakterizovali tento gén a jehdakmlitu
u59 jedincov z vychodnych a zapadnych Alp. d&alSej praci sa zaoberali
rekombinaciou a pévodom variability sekvencii tolgénu uR. pyrenaica a R.
rupicapra (SCHASCHL et al. 2005). Rekombinécia v spojeni s pozitiveelekciou bola
pravdepodobne gfinou rychlej evollcie peptid-viazdcich miest v danogéne
(ScHASCHL et al. 2005). Nasledne UXAREz-BUSTO et al. (2007) skamali variabilitu
a evoluciu tohto génu u dvoch poddruhov kamzikedszemnéhoR, p. pyrenaica aR.

p. parva). U oboch zistili relativne nizku variabilitu, @ hajma uR. p. parva — iba tri
alely — kde to zdoévatbvali bottleneckmi v désledku lovu a recentnychag#érnych

infekcii.

1.5 Ciele diplomovej prace

Na Slovensku sa vyskytuju dva poddruhy kamzika awského Zijuce v Styroch
populaciach. Vo Vysokych Tatrach sa vyskytuje jédiutochténna populacia kamzika
vrchovského tatranského. Do oblasti Nizkych Tatied introdukovany tatransky
kamzik, zatiéi ¢co do susediacich Uzemi (M& Fatra, Slovensky raj) kamzik vrchovsky
alpsky. Na zaklade demografickej historie (botttkyea dlhodobo nizka @etnos) je
u vysokotatranskej populacie moZznéakava nizku genetickl variabilitu. Podobne
tomu mdZe by aj u vSetkych troch introdukovanych populacii, dskédku efektu

zakladatéa. Okrem toho, k&Ze Uzemia Nizkych Tatier, Vkej Fatry a Slovenského
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raja su geograficky blizke, mohlo medzi jednotlivypopulaciami déjst k migracii
a naslednej hybridiz&cii. diem mojej diplomovej prace preto bolo:

1. charakterizové neutralnu genetickd variabilitu jednotlivych pogcii kamzikov na
Slovensku pomocou mikrosatelitovych markerov;

2. popisa& geneticku Strukturu tychto popul@cii;

3. zistit’ pripadnu hybridizaciu medzi tatranskym a alpskyddsuhom;

4. overit existenciu recentného bottlenecku/efektu zaklddate odhadnii efektivnu

vel’kod’ jednotlivych popul@cii.
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2. MATERIAL A METODY

2.1 Charakteristika skimanych uzemi

Pbévodna populécia kamzika vrchovského tatranskéfdiuge pohorie Vysokych
Tatier (zalnajuc Vysoké, Belianske a Zapadné Tatry, vratandsks casti).
Introdukovana populacia tohto poddruhu sa vyskytweNizkych Tatrach.
Introdukované populacie kamzika vrchovského alpsladid’uju pohoria Vékej Fatry
a Slovenského raja (obr. 7). VSetky Styri pohokitane pdiskejc¢asti Vysokych Tatier
su chranené ako narodné parky: Tatransky narodrk; patrzaiski Park Narodowy,

Narodny park Nizke Tatry, Narodny parki¥éa Fatra a Narodny park Slovensky raj.

Tatrzanski
Park Narodowy

Tatransky narodny park

Liptovshky Mikulas
L]

!I Narodny park Nizke Tatry

Hl Czemie trvalého viskytu kamzika vrechovského tatranského

L]
Poprad

Narodny park
Velka Fatra

Narodny park
Slovensky raj

Spisska
M.Ves

TS Bt s Bl (zcomie trvalého vyskytu kamzika vrehovského alpského

/\/ hranica narodneho parku véitane ochranného pasma

P A .
10 0 10 20 30 40 50 km £ M Statna hranica
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Obr. 7. RozSirenie kamzika vrchovského (alpské i tatramskgulacie) na Uzemi Slovenska.
Mapa je vytvorena v ArcView GIS, na zaklade podklagoskytnutych pracovnikmi

danych narodnych parkov.

Vysoké Tatry (VT)

Vysoké Tatry maja vysokohorsky charakter a sU najvySSimi eurgpsk
velhorami leziacimi severne od Alp (Gerlachovsky 2654 m n. m. je najvy3sim
v celych Karpatoch). Su nielen najvysSim, ale @jlanitejSim horstvom na Slovensku

i v celom 1 200 km dlhom karpatskom obluku. Vysdlegry su pohragnym pohorim,
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ktorého priblizne 20 % lezi v susednoml’'slai. Vnuatorne sélenia na Zapadné Tatry,
Vysoké Tatry a Belianske Tatry. Dé&saysokotatranskych vrchov prevySuje nadmorsku
vySku 2600 m dalSich patnads vrchov je vysSich ako 2500 m. Hlavny
vysokotatransky hreieméa dzku 26 km, tiahne sa od zapadu k vychodu, ma tvar
smerom na juh vypuklého oblika a takmer vobec sékfd nadmorskd vysku 2 000
m (AMBROZ et al. 2009). Vo Vysokych Tatrach sa kamziky zardja predovSetkym v

skalnatych hreb@vych¢astiach a v zaveroch dolin.

Nizke Tatry (NT)

Nizke Tatry su rozlohou najggim a po Vysokych Tatrach druhym najvySSim
pohorim na Slovensku. Tiahnt sa od zapadu na vyellitke vySe 80 km. Najvy3sim
vrchom je Dumbier 2043 m n. m. a okrem nehkalSie tri nizkotatranské vrchy
prevysuju 2 000 m n. m. K najg&im prirodnym hodnotdm Nizkych Tatier patri kras.
Vé&cSina krasovych oblasti sa nachadza v seveastj horského masivu (#BROz et al.
2009). Kamziky sa tu vyskytuju najma v skalnatyokbl@iovych castiach a v zaveroch

dolin.

Verka Fatra (VF)

Verka Fatra je krasovym Uzemim s typickymi suvislyesrhi, dlhymi bralnatymi
dolinami a chrbtami. Nie je vysokym pohorim, nagiygrch Ostredok dosahuje vysku
1592 m n. m. (ABROz et al. 2009). Typickym biotopom pre kamziky su badé
doliny a chrbty prezentované najma Gaderskou dolindo Vekej Fatre alpinske
pasmo uplne chyba a subalpinske je zastupené hajvyssSich polohach, ktoré su ale

pre kamzika relativne nevhodné z dévodu malej mwitusti skal (WRTA 2009).

Slovensky raj (SR)

Slovensky raj je krasovym Gzemim s typickymi br&na roklinami a kaonmi.
Pre rokliny a kaony je charakteristicky teplotny zvrat — inverZkedy najchladnejSie
su v najvysSich nadmorskych vySkach v hornyaktiach roklin. Dolné€asti roklin sa
nachadzaju v nadmorskej vySke okolo 800 m a hoasé roklin okolo 1 000 m n. m.

(HAJEK 2009). Kamziky sa tu vyskytuju najmé v skalnatyaktiach roklin a ke&onov.
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2.2 Ziskavanie a skladovanie vzoriek

V&¢sinu analyzovaného materialu tvorili tkaniva (svaa) — 95 vzoriekDalej
boli analyzované vzorky krvi - gavzoriek a neinvazivne ziskany material, konkrétne
p& vzoriek srsti a 88 vzoriek trusu. Celkovycpbvzoriek bol 193, z toho 47 pochadza
z Uzemia Vysokych Tatier, 37 z Nizkych Tatier, 28efkej Fatry a 83 zo Slovenského
raja. Preliad p&tu jednotlivych typov vzoriek z danych GUzemi je dery v tab. 1

a lokalizacia miest zberu vzoriek je znazornenabra8-11.

Tab. 1. Preffad p@tu jednotlivych typov vzoriek zo skimanych Gzemi.

Tkaniva Krv Trus Srst Spolu
Vysoké Tatry 22 1 20 4 47
Nizke Tatry 7 4 25 1 37
Velka Fatra 9 - 17 - 26
Slovensky raj 57 - 26 - 83
Spolu 95 5 88 5 193

Vzorky tkaniv a krvi boli poskytnuté pracovnikmirodnych parkov. V pripade
tatranskych populécii vzorky pochadzali prevaznéhynov v lavinach, pripadne
z odberu krvi pri odchyte vramci telemetrickéhedslvania. U alpskych kamzikov
pochadzali vzorky tkaniv predovSetkym z legalnebgufa&ného lovu. Vzorky trusu
a srsti boli v teréne zbierané v spolupraci s praoni narodnych parkov a na zaklade
vynimky krajskych Gradov Zivotného prostredia MZMR.SZber vzoriek priebehal
v chladnych mesiacoch, idealne zo snaberstvy trus bol zbierany v teréne priamo do
skumaviek so silikagélom dalej skladovany pri izbovej teplote, alebo do skuiela
s 96 % etanolom, ktoré bolialej skladované pri -20 °C. S$rdola zbierana do
silikagélu a skladovana pri izbovej teplote. Vdejiraci su pouZzité len vzorky trusu
a srsti s koncentraciou templatovej DNA nad 1000QuhgKoncentracia templatovej

DNA bola zig'ovana pomocou real-time PCR (Hajkova & Zemanovauhk data).
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Poprad

Il Uzemie trvalého vyskytu kamzika vrchovského tatranského
lokalizacia zberu vzoriek trusu a tkaniv
/\/ hranica narodneho parku véitane ochranného pasma
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Obr. 8. Lokalizacia miest zberu vzoriek — Vysoké Tatry.*

* Liptovsky Mikulas

«

Narodny park Nizke Tatry

Il Uzemie trvalého vyskytu kamzika vrchovského tatranského
Banska Bystrica A lokalizacia zberu vzoriek trusu a tkaniv
/\/ hranica narodneho parku véitane ochranného pasma

Obr. 9. Lokalizacia miest zberu vzoriek — Nizke Tatry.*
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Narodny park
Velka Fatra

Uzemie trvalého vyskytu kamzika
vrchovského alpského

A lokalizacia zberu vzoriek trusu a tkaniv

hranica narodneho parku véitane
ochranného pasma

Obr. 10. Lokalizacia miest zberu vzoriek — Y& Fatra.*

@ Narodny park
Slovensky raj

" Spisska
Nova Ves

I Uzemie trvalého vyskytu kamzika vrchovského alpského
5 0 5 10 km A lokalizécia zberu vzoriek trusu a tkaniv

N BN BN /\/ hranica nérodneho parku v&itane ochranného pasma

Obr. 11. Lokalizacia miest zberu vzoriek — Slovensky raj.*

* Mapy boli vytvorené v ArcView GIS na zaklade pdailov poskytnutych pracovnikmi

danych narodnych parkov.
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2.3 Laboratérne analyzy

VSetky genetické analyzy sme vykonavali v laboliat@ddelenia poputaej bioldgie
UBO AV CR, v.v.i. v Studenci.

2.3.1 Izolacia DNA

Zo vzoriek tkaniv, krvi a srsti bola DNA izolovap&mocou DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen), pda protokolu poskytnutého vyrobcom. Jedina modifikésa
tykala posledného kroku, kedy bola DNA z membragynyvané v dvoch krokoch,
zakazdym so 100 pl pufru AE a po 5-minatovej inkaiba/ pripade srsti boli pouzité
len odstrihnuté korienky a izolacia prebiehala mnwazivnom laboratoriu. Trus bol
izolovany pomocou QIlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagervzorky trusu skladované
v etanole boli vysuSené pri teplote 56 °C v inkob&ta omyvané pufrom ASL (&3’
QIAamp DNA Stool Mini Kit) 25-50 minut (&ne a na vortexe). V pripade vzoriek
trusu skladovanych v silikagéli boli zrilka silikagélu opatrne odstranené a bobky
omyvané ako je uvedené vysSie. Na jednu izolaciu gmuzité zvyajne 2-3 bobky
(v zavislosti od vEkosti) a mnoZstvo pufru ASL na omyvanie povrchistrinolo 2000-
2800 pl.Dalej sme postupovali pdd protokolu vyrobcu so zavermou modifikaciou
rovnako ako je uvedené v pripade izolacie zo vkoti@niv. Izolacia DNA z trusu

prebiehala v neinvazivhom laboratoriu vo flow-boxe.

2.3.2 PCR a fragmenté&na analyza

Analyzovali sme 18 mikrosatelitov oztemych OarFCB20, OarFCB304,
SRCRSP05, SY84, CSSM66, ETH10, SY434, INRA121l, SBER, TGLAS5S3,
SY259, BOBT24A, BM1258, SRCRSP09, ETH225, ILSTOBIRAMP1, MAF214.
Sekvencie primerov, rozsahlkesti alel ad’alSie Udaje tykajuce sa pouzitych lokusov
su uvedené v prilohe 1. VSetky pouzité mikrosatalit dinukleotidy. Pohlavie jedincov
sme utovali na zaklade pritomnosti nepritomnosttasti génuSy (WILSON & WHITE
1998), ktory sa nachadza na chromozéme Y.

Jednotlivé lokusy sme zoradili do troch multipleyolr setov. Pri amplifikacii
sme pouzili QIAGEN Multiplex PCR Kit (Qiagen). Posibly PCR (zloZenie reg&kych
zmesi a teplotné profily reakcii) pre jednotlivétysslu uvedené v prilohe 2 a 3.
Amplifikdcia prebiehala na termalnych cykleroch Masycler epgradient S

(Eppendorf). Jeden z paru primerov kazdého lokusli flourescetine zn&eny
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niektorym zo Styroch flourochréomov (FAM, PET, NEBIC). Na analyzu produktov
PCR sme pouzili automaticky sekvenator ABI 3130 &ien Analyzer (Applied
Biosystems). Na fragmeritad analyzu sme pripravili zmes zloZzent z PCR pramuk
(2 wl v pripade trusu a srsti; 1,pl v pripade tkaniv a krvi), formamidu (1g@l)
a ve’kostného Standardu GeneScanTM — LIZ500TM (i) (Applied Biosystems).
Nasledne sme zmes vystavili teplote 95 °C po ddhtich minut (denaturacia DNA)
a hnel’ potom ochladili na’ade (5-10 minut). Vysledky kapilarnej elektroforéaye
spracovali pomocou softwaru GeneMapper 3.7 (AppBaxsystems). Kazdu PCR sme
pre jednotlivé lokusy niek&okrat opakovali, tzv. ,multiple-tubes approachbyyasme
maximalizovali pravdepodobnbsiskania spravneho genotypualhDi et al. 1992,
TABERLET et al. 1996). Pre tkaniva a krv sme PCR opakaladkrat, pre neinvazivne
ziskané vzorky trikrat az Styrikrat (vynidree i viackrat). Takyto pget opakovani bol
dostatény, kedZe Slo o vzorky s relativne vysokou koncemitu templatovej DNA,
nad 1000 ng/ul (Zemanova & Hajkova, nepubl. data).

2.4 Analyza dat

Vysledky jednotlivych opakovani PCR pre kazdu veorgme porovnavali
pomocou makra vytvoreného v programe Excel, ktoygneti odliSujuce sa alely.
V tychto pripadoch boli vykonavangalSie opakovania PCR, az kym nebolo mozné
spd’ahlivo ukit genotyp. Kdze v pripade neinvazivne ziskaného materialu moze
viacero vzoriek pochadgand toho istého jedinca, genotypy pre jednotlivériky boli
porovnavané pomocou programu GenAlex, funkcia Nhdtis Matches (BrKALL &
SMOUSE 2006). Do vysledného suboru dat sme ponechalelden genotyp pre kazdého
jedinca (priloha 4). Zakladné charakteristiky geakef variability (N» — paet alel na
lokus, Ax — alelova diverzita (,allelic richness”; pet alel na lokus upraveny pre
rozdielnu vékos” vzorky), H — ofakavana heterozygotnds (,expected
heterozygosity*), 4 — pozorovana heterozygotwo§observed heterozygosity*), d--
koeficient inbridingu) sme spiali pomocou programu Fstat ¢GDET 2001). Poéty
privatnych alel (alely vyskytujuce sa len v jedmpgpulécii) boli zistené pomocou
programu GenAlex (ErKALL & SMousk 2006). Odchylka od Hardy-Weinbergovej
rovnovahy u jednotlivych lokusov bola testovana poou programu Genepop
(RAYMOND & RousseT1995). Celkova hodnota koeficientu diferenciaéigr) a parovée

hodnoty medzi jednotlivymi dvojicami populacii bdpaitané pomocou programu
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Fstat. Pre analyzu popdleo-genetickej Struktary sme pouzili faktoridlnu
korespondetnt analyzu v programe Genetix 4.05.2E(BHIR et al. 1996-2004)
a Bayesiansku zhlukovaciu analyzu v programe STRURH 2.3.1 (RITCHARD et al.
2000, FALUSH et al. 2003). P&t opakovani MCMC (Markov Chain Monte Carlo) bol
500 000 krokov (burn-in 100 000), model Admixtufdlele Frequencies Correlated.
Patet klastrov (K) bol testovany od 1 do 6 ac¢ebopakovani pre kazdé K bol 5.
Program utuje pravdepodobnéss akou kazdy jedinec patri do prislusného klastru
hodnotu Q (odhadasti gendému, ktora u daného jedinca patri k pm&ogs klastru;
~-membership coeficient*). NajvhodnejSie K bolotagané postupom pdd EvANNO et
al. (2005).

Vyskyt hybridizacie bol zi®vany aj pomocou programu NewHybrids 1.1
(ANDERSON & THOMPSON 2002). Program pouZiva Bayesianske klastrovani€NIG
simulacie) k zisteniu posteriérnej pravdepodobngstsiusnosti jedincov do vopred
definovanych kategoriicisty druh 1 gisty druh 2, hybrid F1, hybrid F2, spatny krizenec
(,backcross*) s druhom 1, spatny krizenec (,backstpbs druhom 2). Pre analyzu boli
pouzité oba typy ,priors” (Jeffrey’s priors a Unifo priors), péet opakovani MCMC
bol 50 000 (burn-in 10 000).

Skutanog’, ¢i populécie presli recentnym vyraznym zniZzenimcéghoosti
(bottleneckom) bola testovana pomocou programuldButk (ORNUET & LUIKART
1996). Populéacie, ktoré presli recentnym bottlenetkvykazuju znizeny @get alel aj
heterozygotnosti (B, pricom paet alel kles& rychlejSie ako heterozygothd?reto je
v takychto populaciach heterozygottiogySSia ako by bola sakavana pri ekvilibriu
vypocitanom z pozorovaného ¢ta alel za predpokladu populacie stalejl’laesti
(LUIKART et al. 1998). Program umiadje testovd 3 modely: Infinite Allele Model
(IAM), Stepwise Mutation Model (SMM), Two-phased & (TPM). Pre TPM model
bola pouzita variancia 11 a frekvencia SMM 85 %ceR iteracii bol pre vSetky testy
1000 a pre hodnotenie bol pouZzity Wilcoxonov test.

Pre odhady efektivnej Vkosti populacii bol pouzity program OneSAMP
(TALLMON et al. 2008). Tento webovy program pouziva met@gproximate Bayesian
computation a pre odhad stgednacasova vzorka s mikrosatelitovymi datami. Ako
minimalna hodnota ,priors* pre efektivhu kes populacie bola vo vSetkych
populaciach pouzita hodnota 2, ako maximum 200 ipagie Vysokych Tatier a 50

v pripade ostatnych populacii.
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3. VYSLEDKY

Z celkového pe&tu 193 ziskanych vzoriek bolo 29 vzoriek duplicithy
(neinvazivne ziskané vzorky). Preto bolo v nasletngnalyzach pouzitych len 164
genotypov: n = 40 z Vysokych Tatier, n = 26 z Nidkylatier, n = 21 z \ikkej Fatry,
n= 77 zo Slovenského raja. Celkova UspeSmgmnotypizacie bola 99,8 %, vratane
neinvazivne ziskanych vzoriek (boli pouZité len okes kvalitné vzorky, s
koncentraciou templatovej DNA zistenej pomocou -temé PCR nad 1000 ng/ul;

Zemanova & Hajkova nepubl.).

3.1 Geneticka variabilita

Geneticka variabilita na uUrovni mikrosatelitove] BNbola celkovo nizka
u vSetkych sledovanych populécii.dbalel na lokus (N) sa pohyboval len v rozmedzi
1-4, hodnoty pozorovanej heterozygotnostio\H rozpéati 0-0,810 a takavanej
heterozygotnosti (B 0-0,754 (tab. 2-5). Priemerné hodnoty pre jedvdtbopulacie su
uvedené v tab. 6. Priemerna alelova diverzita) (& Ziadnej populacii nepresiahla
hodnotu 3 a v pripade heterozygotnosti hodnotu \@,Bizkotatranskej populacii boli
vSetky analyzované lokusy polymorfné, ale v ostettingopuléciach boli 1 az 2 lokusy
monomorfné (miera polymorfizmu 89 % vo Vysokychréah a vo Vékej Fatre, 94 %
v Slovenskom raji). NajnizSia variabilita bola &is& u vysokotatranskej populaciez(A
= 2,13, K = 0,36). Mierne vysSie hodnoty boli zistené uadtrkovanych populacii
kamzikov vo Vékej Fatre a Slovenskom raji (tab. 4-5). NajvySSaxiabilita bola
zaznamenana u nizkotatranskej populaciee (A 2,91, H = 0,45). V populacii
v Nizkych Tatrach boli najpolymorfnejSie lokusy S34(Na = 4, H:= 0,67) a CSSM66
(Na = 4, H:=0,55); vo Vysokych Tatrach CSSM66AN 3, H:=0,67) a SY434 (N=
3, He=0,59); v Slovenskom raji BOBT24A (\= 3, H:= 0,66), ETH225 (N = 3, K=
0,64) a SY434 (N = 3, H= 0,64); avo VEkej Fatre NRAMP1(N =4, H-=0,75) a
ILSTO30 (Na» = 4, H = 0,74). Odchylka od Hardy-Weinbergovej rovnovahylab
zistenda len v pripade dvoch lokusov (TGLA53, MAFR®d vysokotatranskej populécii
(tab. 2).
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Tab. 2. Charakteristika neutrdlnej genetickej variabiliypopulacii kamzika vrchovského
tatranského vo Vysokych Tatrach (n = 40), N paet alel na lokus, A— alelova
diverzita, H — otakavana heterozygotnysHo, — pozorovana heterozygotio$s —

koeficient inbridingu.

Lokus Na Agr He Ho Fis
OarFCB20 2 1,992 0,162 0,175 -0,083
OarFCB304 3 2,947 0,249 0,275 -0,103
SRCRSPO05 2 1,929 0,096 0,100 -0,040
SY 84 1 1,000 0 0 -
CSSM66 3 3,000 0,672 0,675 -0,005
ETH10 2 2,000 0,479 0,575 -0,199
SY434 3 3,000 0,595 0,625 -0,051
INRA121 2 2,000 0,437 0,325 0,256
SRCRSP11 2 2,000 0,453 0,425 0,062
TGLAS3 2 2,000 0,504 0,300 0,405*
SY259 2 1,475 0,025 0,025 0,000
BOBT24A 2 2,000 0,497 0,615 -0,239
BM1258 2 2,000 0,330 0,359 -0,088
SRCRSPO09 2 2,000 0,403 0,450 -0,116
ETH225 3 2,929 0,546 0,475 0,130
ILSTO30 3 2,999 0,456 0,475 -0,042
NRAMP1 1 1,000 0 0 -
MAF214 2 2,000 0,501 0,725 -0,448*
priemer 2,167 2,126 0,356 0,367 -0,030

*  |lokus mimo HWE, P < 0,05

Tab. 3. Charakteristika neutralnej genetickej variabiliypopuléacii kamzika vrchovského

tatranského v Nizkych Tatrach (n = 26). PouZitétsirsu rovnaké ako v Tab. 2.

Lokus Na AR He Ho Fis
OarFCB20 3 2,195 0,182 0,192 -0,059
OarFCB304 4 3,931 0,444 0,538 -0,213
SRCRSPO0O5 3 3,000 0,458 0,538 -0,176
SY 84 2 1,996 0,145 0,154 -0,064
CSSM66 4 3,730 0,550 0,538 0,021
ETH10 2 2,000 0,209 0,154 0,265
SY434 4 3,931 0,672 0,731 -0,087
INRA121 2 2,000 0,415 0,577 -0,389
SRCRSP11 3 2,931 0,548 0,462 0,158
TGLA53 3 2,999 0,492 0,577 -0,172
SY259 3 2,731 0,270 0,308 -0,140
BOBT24A 3 2,731 0,526 0,423 0,196
BM1258 4 3,760 0,478 0,560 -0,173
SRCRSP09 3 2,996 0,566 0,615 -0,087
ETH225 3 2,731 0,519 0,538 -0,037
ILSTO30 3 3,000 0,645 0,731 -0,134
NRAMP1 3 2,760 0,400 0,520 -0,300
MAF214 3 2,989 0,523 0,360 0,312
priemer 3,056 2,912 0,447 0,473 -0,059
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Tab. 4. Charakteristika genetickej variability v populakamzika vrchovského alpského vo

Verlkej Fatre (n = 21). Pouzité skratky su rovnakéalab. 2.

Lokus Na Ar He Ho Fis
OarFCB20 3 3,000 0,625 0,542 0,162
OarFCB304 4 4,000 0,650 0,619 0,048
SRCRSPO05 2 2,000 0,283 0,333 -0,176
SY 84 3 3,000 0,654 0,667 -0,020
CSSM66 3 3,000 0,536 0,429 0,200
ETH10 2 2,000 0,250 0,286 -0,143
SY434 3 3,000 0,629 0,810 -0,288
INRA121 1 1,000 0 0 -
SRCRSP11 3 3,000 0,617 0,619 -0,004
TGLA53 2 2,000 0,440 0,333 0,243
SY259 3 3,000 0,430 0,381 0,114
BOBT24A 3 3,000 0,615 0,381 0,381
BM1258 4 4,000 0,612 0,667 -0,089
SRCRSPO09 2 2,000 0,317 0,286 0,098
ETH225 1 1,000 0 0 -
ILSTO30 4 4,000 0,743 0,810 -0,090
NRAMP1 4 4,000 0,754 0,684 0,093
MAF214 3 3,000 0,654 0,667 -0,020
priemer 2,778 2,778 0,489 0,473 0,036

Tab. 5. Charakteristika neutralnej genetickej variabiliypopulacii kamzika vrchovského

alpského v Slovenskom raji (n = 77). Pouzité skratk rovnaké ako v Tab. 2.

Lokus Na AR He Ho Fis
OarFCB20 3 2,994 0,532 0,519 0,023
OarFCB304 3 2,998 0,592 0,558 0,057
SRCRSPO0O5 2 2,000 0,481 0,532 -0,107
SY 84 2 2,000 0,458 0,494 -0,077
CSSM66 3 2,434 0,489 0,429 0,124
ETH10 2 2,000 0,394 0,351 0,109
SY434 3 3,000 0,639 0,571 0,106
INRA121 1 1,000 0 0 -
SRCRSP11 2 2,000 0,487 0,429 0,120
TGLAS3 2 2,000 0,502 0,545 -0,086
SY259 2 2,000 0,416 0,429 -0,030
BOBT24A 3 3,000 0,657 0,597 0,091
BM1258 3 2,992 0,494 0,455 0,079
SRCRSP09 2 1,869 0,087 0,091 -0,041
ETH225 3 3,000 0,642 0,636 0,009
ILSTO30 3 3,000 0,597 0,545 0,086
NRAMP1 3 3,000 0,526 0,481 0,087
MAF214 3 3,000 0,624 0,558 0,105
priemer 2,500 2,460 0,479 0,457 0,046
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Tab. 6. Charakteristika neutrélnej genetickej variability vSetkych populaciach kamzikov na
Slovensku — priemerné hodnoty. VT — Vysoké Tatry, NNizke Tatry, VF — VEka
Fatra, SR — Slovensky rajrA- alelova diverzita, H— otakavana heterozygotnydo

— pozorovand heterozygotno$s — koeficient inbridingu.

POpUIé.Cia Ar He Ho Fis
VT 2,126 0,356 0,367 -0,030
NT 2,912 0,447 0,473 -0,059
VF 2,778 0,489 0,473 0,036
SR 2,460 0,479 0,457 0,046

3.2 Geneticka Struktara populacii a detekcia hybridzacie

Medzi populaciami bola zistena relativne vysokarendiferenciacie: &= 0,396
(P = 0,05). Pri pouziti parovych testov, teda paéoxani kazdej populacie s kazdou
(tab. 7), najmenSia diferenciécia bola zistena rinegkokotatranskou a nizkotatranskou
populaciou (kr = 0,070), ale aj tato hodnota je Statisticky sigmiitna. Naopak
najvasia diferenciacia populacii bola zaznamenana madzkotatranskou populaciou
a populaciou kamzika v Slovenskom rajis{= 0,487). Pomerne vysoka je aj
diferenciacia oboch populéacii alpského p6vodu, teddzi populaciou vo &ej Fatre
a v Slovenskom raji @t = 0,246). Tieto hodnoty teda ukazuju, Ze sa obeuldoe
alpskych kamzikov navzajom liSia a zamvea odliSuju od populacie kamzika vo
Vysokych Tatrach. Od nizkotatranskej populacie b& alpské populacie odliSuju

menej.

Tab. 7. Miera diferenciacie medzi Studovanymi populéciargjadrena fixgnym indexom
(Fs1). VT — Vysoké Tatry, NT — Nizke Tatry, VF — Yi& Fatra, SR — Slovensky raj.

*P <0,05
VT NT VF SR
VT — 0,0699* 0,4805* 0,4869*
NT 0,0699* — 0,3664* 0,4059*
VF 0,4805* 0,3664* — 0,2456*
SR 0,4869* 0,4059* 0,2456* —

Na diferenciaciu populécii poukazuje aj existengiavatnych alel. Tieto boli
zistené vo vSetkych populaciach okrem Nizkych Talepopulacii v Slovenskom raiji
i vo Velkej Fatre bol zisteny rovnaky pet privatnych alel, sedem. V populacii vo

Vysokych Tatrach boli zistené tri privatne alely.
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Genetickad Struktira populacii boldalej skimanad pomocou faktorialnej
koreSpondetnej analyzy (FCA). Tato analyza ukézala, Ze obalpddy kamzika su na
Slovensku geneticky Veni dobre oddelené. Obe alpské populacie su larete
diferencované, vytvaraju samostatné zhluky (obj). P®pulacia v Slovenskom raji je
znane homogénna. Diferenciacia je naj$i@a v populacii vo Vikej Fatre, ¢o
poukazuje na réznorododgedincov, ktori sa podfali na jej vzniku. Obe tatranské
populacie sa zobrazili spolu v jednom zhluku, rakktoré jedince z Nizkych Tatier su

posunuté smerom k alpskym populaciam.
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Obr. 12. Rozmiestenie genotypov jedincov v dvojrozmernoiegtore na zéklade faktorialnej
koreSpondetnej analyzy. VT — Vysoké Tatry, NT — Nizke Tatryf-¥ Vd’ka Fatra,
SR — Slovensky raj.

Nasledne bola populao-genetickd Struktira hodnotena Bayesianskou
zhlukovacou analyzou v programe STRUCTURE. Ako haginejSie sa ukézalo
rozdelenie do dvoch zhlukov (K = 2, obr. 13), ktaxédpovedaju tatranskému
a alpskému poddruhu (obr. 14). Pri rozdeleni dehtrhlukov (K = 3) sa oddelili zvI&s
populacie v Slovenskom raji a Yeej Fatre, zatik ¢o tatranské populacie zostali
spojené (obr. 15). V nizkotatranskej populacii mzqrovaténa hybridizacia medzi
tatranskym a alpskym poddruhom. Za hybridov boNgimvané jedince s hodnotou
Q > 0,15 (pre alpsky poddrul¥p sme zistili u siedmich jedincov, teda 27 %. V&g
boli konzistentné pri K = 2 i K = 3. Jediny rozdtabl v pripade jedinca NT89, ktorého
by sme pri K = 2 poth nasho kritéria (Q > 0,15) eSte nepovazovali Zaritig (Q =
0,132-0,134), ale pri K = 3 uz ano (Q = 0,157-0)16T0eda v pripade K = 3 by miera
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hybridizacie bola 31 % (osem jedincov). Vysledkylgm naznauju, ze k hybridizacii
doSlo v désledku migrécie jedincov zIej Fatry aj zo Slovenského raja. Z 6smich
jedincov oznaenych ako hybridi sa v analyze u troch jedincovzuij@ geneticky podiel
hlavhe z Vé&kej Fatry, u dalSich troch jedincov hlavne zo Slovenského raja
a u poslednych dvoch jedincov priblizne rovnakyipbd oboch tychto popul&cii (obr.

15).
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13. Hodnoty pravdepodobnosti InPr pre jednotlivé hdgnié (K = 1-6). Faza plato
nastava pri K = 3. Naj\&i rozdiel InPR je pri K = 2 (pdd BEvANNO et al. 2005).
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Obr. 14. Geneticka Struktura slovenskych populécii kamzikahovského na zaklade

Bayesianskej zhlukovacej analyzy, K = 2. VT — Vy&dlatry, NT — Nizke Tatry, VF
— Velka Fatra, SR — Slovensky raj. Jednotliipest zodpovedaju jedincom z danej
populacie a farby jednotlivym zhlukom. V pripade, sipec je viacfarebny, pomer
farieb vyjadruje, priblizne akdas’ genému patri k danému zhlukpinfembership
coeficient, Q). Jedince sa rozdelili do zhlukov presne zoégayicim tatranskému
a alpskému poddruhu. V Nizkych Tatrach je pozomdvet hybridizacia medzi

tatranskym a alpskym poddruhom.
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Obr. 15. Genetickd Struktura slovenskych populécii kamzikahavského na zaklade
Bayesianskej zhlukovacej analyzy, K = 3. Jedincezéelili do troch zhlukov: obe
populécie tatranského podduhu vytvorili jeden spjozhluk, zati# ¢o jedince
alpského pdévodu sa zoskupili oddelene a presne oxed@ju populdciam vo
Velkej Fatre a Slovenskom raji. V Nizkych Tatrach jp&b pozorovaténa

hybridizacia medzi tatranskym a alpskym poddruhom.

Hybridizacia bolad’alej analyzovana pomocou programu NewHybrids. \{8etk
jedince z Vysokych Tatier sa zaradili k diskrétsiejipine 1 (tatransky poddruh). VSetky
jedince z Vékej Fatry a Slovenského raja sa zaradili k dislegskupine 2 (alpsky
poddruh). V populacii v Nizkych Tatrach bol zisteryskyt hybridov. V kategériach F1
a F2 nebol detekovany ziadny hybrid, ale do kateggpatny krizenec s poddruhom 1
(,backcross" s tatranskym poddruhom) sa zaradilenogedincov. Zistena miera
hybridizécie v populécii v Nizkych Tatrach tedadall %.

3.3 Detekcia bottlenecku a odhady efektivnej Y&osti populacii

Skuta:nog’, ¢i populécie presli vyraznym recentnym poklesondgioosti, bola
zistovana pomocou programu Bottleneck. Existencia iteédo bottlenecku bola
potvrdena u vSetkych Styroch skimanych populado, @i pouziti vSetkych mutaych
modelov (IAM, SMM, TPM), okrem nizkotatranskej pdgcie, kde bol bottleneck
zisteny len pri IAM modeli (tab. 8).
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Tab. 8. Detekcia bottlenecku — hodnoty pravdepodobn®3tné zaklade Wilcoxonovho testu.
Hodnoty P < 0,05 znamenaju signifikantny vysledekta (potvrdenie recentného
bottlenecku), hodnoty P > 0,05 nesignifikantny egielk (oznaené *). IAM — Infinite
Allele Model, SMM — Stepwise Mutation Model, TPMIwo-phased Model.

IAM SMM TPM
VT 0,00053 0, 03696 0,01070
NT 0,00912 0, 73869* 0,41586*
VF 0,00001 0,00042 0,00005
SR 0,00001 0,00002 0,00004

Odhady efektivnej vdosti populacii (N) boli ziskané pomocou programu
OneSAMP. V pripade vSetkych populacii bola zisteizka N, iba 17 az 20 jedincov.
Odhady priemernych hodnét a medianov sd’'mie podobné a 95 % interval
spd’ahlivosti odhadu je pomerne Uzky (tab. 9). Najwy3SBodnota bola zistena pre
introdukovanu populaciu kamzika v Slovenskom rajippremer 19,6. Odhad N
autochtonnej vysokotatranskej populacie bol dokaetta o ni€o nizSi — priemer 17,8.
Len o malo niZSie su aj odhady Nre d’alSie dve introdukované populacie — priemer
16,9 pre Nizke Tatry a 16,5 pre é Fatru.

Tab. 9. Odhady efektivnej ui&osti populacii — priemer, median a 95 % interyailahlivosti

pre posteriornu distribUciuN

priemer median 95 % interval djadnl.
VT 17,798 17,624 15,199-23,463
NT 16,897 16,862 14,934-19,973
VF 16,485 16,468 14,295-20,704
SR 19,579 19,516 17,208-23,761
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4. DISKUSIA

4.1 Geneticka variabilita

Vo vSetkych populaciach kamzika vrchovského na &ieku sme zistili nizku
geneticka variabilitu mikrosatelitovej DNA. NajnigShodnoty boli zistené v jedinej
pévodnej populacii endemického kamzika vrchovskéhwanského vo Vysokych
Tatrach, ale aj variabilitu v ostatnych Studovanpopulaciach je mozné povazavza
nizku. Okrem naSich vysledkov (tato pracaemZNOVA et al. 2011, EMANOVA et al.
in press) existuju udaje o variabilite mikrosatalgj DNA kamzika vrchovského
tatranského v niekltych d’alSich publikaciach, i ki tieto su zaloZzené len na malom
pocte skimanych vzorieleREZ et al. (2002) pouzili 25 mikrosatelitovych lokuspre
Stadium fylogeografie rodiRupicapra a do analyz zahrnuli aj tri jedince kamzika
vrchovského tatranského. Z pouzitéh@tpd25 lokusov bolo u tychto troch jedincov 79
% polymorfnych a priemerny pet alel na lokus bol 2,29, H= 0,47 a K = 0,43.
CRESTANELLO et al. (2009) v Stadii genetického vplyvu tranglok a fragmentécie
biotopov popri analyze mitochondridlnej DNA pouzidj 11 mikrosatelitovych
markerov. Z vysokotatranskej populacie analyzogal vzoriek a zistili priemerny
pocet alel na lokus 2,18, H= 0,33 a K = 0,42. Ozn&nie populacii v taldke
a hodnoty uvadzané v texte vSak nie su Uplne wdsuldajnovsia Studia fylogeografie
rodu Rupicapra (RODRIGUEZ et al. 2010) zatta okrem rozsiahlych analyz
mitochondrialnej DNA aj analyzu 20 mikrosatelitoflytokusov. Kamzik vrchovsky
tatransky je v praci zastupeny 10 jedincami. Z g8lyovanych lokusov bolo u tohto
poddruhu 15 polymorfnych, priemernyded alel na lokus bol 2,45,dHj Ho = 0,33.

V nasSej praci sme na zaklade analyzy 18 mikrosatgich lokusov zistili nasledovné
hodnoty pre vysokotatransku populaciu: 89 % lokusolymorfnych, alelova diverzita
2,13, H = 0,36 a K = 0,37. Priemerny pet alel na lokus vo vysokotatranskej
popul&cii bol teda vani podobny vo vSetkych Stadiach (2,13-2,18). V pRa@DRIGUEZ

et al. (2010) bola sice zistena mierne vysSia had(®@45), ale nie je tam uvedeny
povod jedincov (Vysoké alebo Nizke Tatry, resp. edané obe populacie). Hodnoty
otakdvanych a pozorovanych heterozygotnosti su tielimiv podobné, v préaci
RODRIGUEZ et al. (2010) mierne niZSie, naopak v praerez et al. (2002) mierne
vySSie. Tieto malé rozdiely su pravdepodobne dadiSroymi mikrosatelitovymi
lokusmi pouzitymi v jednotlivych Stadiach, pripadnméznym p@tom jedincov

pouzitych pre analyzy. Celkovo su vSak hodnoty oshktelitovej variability vo
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vSetkych pracach veni podobné a je potrebné zdoéraznie ide o znée nizke
hodnoty. Zd’alSich nami skiimanych popul&cii je mozné len panigns RESTANELLO
et al. (2009), ktori v ramci vySSie spominanej &lahalyzovali aj dewavzoriek z
nizkotatranskej populacie a seworiek z Vé&kej Fatry. V nizkotatranskej populécii
zistili priemerny pdet alel na lokus 2,82, 0,41 a kb = 0,40 a u vzoriek z T&ej
Fatry priemerny péet alel na lokus 2,18, H= 0,28 a K = 0,27. NaSe vysledky
tykajuce sa nizkotatranskej populacie slinvepodobné, resp. o trochu vysSier(A
291, H =0,45, i = 0,47). V populacii z Vikej Fatry sme zistili vysSiu variabilitu
mikrosatelitovej DNA (& = 2,78, H = 0,49, K = 0,47). AvSak aj v tychto
introdukovanych populéciach ide celkovo o nizkertaigl genetickej variability.

Nizka geneticka variabilita je v pripade vysokaatikej populacie
pravdepodobne désledkom opakovanych vyraznych poklep@etnosti, ktorymi
populacia preSla. Ostatné populacie maju nizku tggdevariabilitu v désledku efektu
zakladatéa, kel'Ze boli vytvorené len z niekRkych jedincov. Podobne nizke hodnoty
boli zistené aj v populaciacfalSich druhov kopytnikov, ktoré boli v minulosti na
pokraji vyhynutia. V populacii kamzika abruzskeéld fyrenaica ornata), ktora mala
na konci 40. rokov minulého statia menej nez 100 jedincov, bolo zistenych 2,1 alely
na lokus a | = 0,44 (LorReNziNnI 2005). Geneticka variabilita v siedmich alpskych
populaciach kozorozca vrchovskéh@agpra ibex), ktorého areal bol v 18. statio
zredukovany na jedinu populaciu s 90-200 jedincéwlia podobne nizka (\= 2,4; H
= 0,40; MAUDET et al. 2002). Zubor eurdépskBiéon bonasus) v minulosti vo vdnej
prirode Uplne vyhynul a iba nieRm desiatok jedincov tohto druhu bolo chovanych
v zoologickych zahradach. Z nich sa len nitdmjedincov stalo zakladdimi sitasnej
populacie¢omu op& zodpovedaju zistené hodnoty neutralnej geneticaability (Na
= 2,8, H = 0,26; TOoKARSKA et al. 2009). Pre porovnanie, hodnoty veoych
populaciach kamzika vrchovského v Alpach a kamzeenejského K. pyrenaica
pyrenaica) v Pyrenejach, ktoré nepresli dramatickym demagkgi vyvojom, sa
pohybuju v rozpati N = 3,5-7,2 ald = 0,43-0,74 (BrRez et al. 2002, @SSAR et al.
2007, RESTANELLO et al. 2009, RDRIGUEZ et al. 2010, 8§GLIA et al. 2010). Geneticka
variabilita mikrosatelitovej DNA v tychto populacia je teda priblizne dvakrat vysSia
ako u kamzika vrchovského tatranského.
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Je zaujimavé, Ze variabilita v slovenskych popaldti ktoré boli vytvorené
introdukciou iba niekikych jedincov — v pripade Slovenského raja dokabaaiestich
— bola v porovnani s pévodnou populaciou tatranskéamzika vysSia. To je
pravdepodobne dané genetickou rozmatitos zakladatéov populacii alpského
kamzika, ale zaroweto poukazuje na vyznammnbss akou ovplyiuju dramatické
zmeny pdéetnosti, pripadne dihodobo nizkaéptnos, geneticku variabilitu populacie.
Variabilita nizkotatranskej populacie je oproti w@isetatranskej mierne vySSia
v dosledku hybridizacie nieRkych jedincov s alpskym poddruhom.

Extrémne nizka variabilita — iba jedina alela —abpistena vo vysokotatranskej
populéacii aj v pripade adaptivnej variability, koéthe u génlDRB (MHC class II).
V Nizkych Tatrach boli zistené dve, vo Rkej Fatre tri a v Slovenskom raji Styri alely
(ZEMANOVA et al. in press). Naproti tomu vo vychodnych AlpacTaliansku bolo
v desiatich populaciach alpského kamzika zisterdl3 (priemer 8,7) alel (WINA et
al. 2008). Celkovo bolo doteraz identifikovanych al@l génuDRB v populaciach
kamzika vrchovského alpského a 13 u kamzika steedpgho Rupicapra pyrenaica)
(SCHASCHL et al. 2004, S8HAscHL et al. 2005, AVAREZ-BusTO et al. 2007, MNA et al.
2008). Teda na zéklade doterajSich vysledkov sa zéa geneticka variabilita
slovenskych populacii kamzika je nizka v pripadeutnddnych (mikrosatelity)

i adaptivnych (géRB, MHC class Il) markerov.

Nizka geneticka variabilita mdze pre populaciu zeaa) ohrozenie v dosledku
znizeného adaptivneho potencialu. Zatoake existuju populacie, ktoré napriek nizkej
variabilite prosperuju — napr. v pripade kamzik&ke Oreamnus americanus) alebo
zubra eurdpskehoB{son bonasus) (MAINGUY et al. 2007, DKARSKA et al. 2009).
K ohrozeniu populacie s nizkou genetickou varistili vSak méze dofsv pripade
nahlych zmien prostredia — napr. pri objaveni saého patogénu, pri zmene

spolaienstva parazitov alebo v pripade klimatickych zmien

4.2 Geneticka Struktara populacii a detekcia hybridzacie

Viacerymi metédami sme dospeli k podobnym zisten@menetickej Struktire
slovenskych populacii. Na zaklade pritomnosti paraetysokého ptiu privatnych alel
v populaciach alpskych kamzikov, signifikantnychdhot fixainého indexu, FCA
analyzy i Bayesianskych zhlukovacich analyz sa alkézZe oba poddruhy su na
Slovensku vEmi jasne geneticky oddelené. Toto zistenie niegkyapujuce vziadom
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k spésobu rozSirenia horskych kopytnikov, kde jédmopohoria funguju ako ostrovy
vhodného prostredia a populacie medzi setamio nekomunikuju. TieZz obe populécie
alpskych kamzikov sa medzi sebou geneticky¢realiSia, co je pravdepodobne
dosledok genetickej rozdielnosti zakladate tychto dvoch populacii. Na zaklade
vSetkych vysSie spomenutych metdod sme zistili, Zdlizkych Tatrach doSlo
k hybridizacii medzi tatranskym a alpskym poddruhofgsledky analyz v programe
STRUCTURE a NewHybrids naz&igu, Ze v Nizkych Tatrach doslo ku krizeniu
s jedincami z VEkej Fatry aj zo Slovenského raja. Odhadovana nhgtaidizacie je
27-31 % na zéklade analyzy v programe STRUCTURH &63na zéklade analyzy v
programe NewHybrids. Nezistili sme v3ak Ziadnyclbridov F1¢&i F2 generacie, len
spatnych krizencov s tatranskym poddruhom. Z tobano usudzowg Ze hybridizacia
nie je v Nizkych Tatrach Veni castym javom a tiez Ze k nej doSlo zrejme uz skor
v minulosti. Pre podrobnejSie analyzy miery hytaédiie by bolo vhodné analyzavéo
najviac vzoriek (napr. trusu, srsti) z nizkotatia@jpopulacie.

Na moznos migracie jedincov z oblasti Ykej Fatry a Slovenského raja smerom
do Nizkych Tatier upozéovali uz od 70. rokov minulého st@a viaceri autori.
V pripade Vé&kej Fatry poukazovali na to, Ze biotop je mélo wijaci pre kamzika,
ateda je zvySena pravdepodobhosgracie jedincov do okoliaURik 1981, HLL &
CHOVANCOVA 1995). Do roku 1972 boli zaznamenan&agmé migracie zapadnym,
severnym a severozapadnym smerom (doc¢€hyeh vrchov, VE&kokrivanskej Fatry
a StrdZzovskych vrchov), aletiez na vychode(H & CHOVANCOVA 1995). Prave
migracie vychodnym smerom predstavovali riziko mezhybridizicie a ohrozenia
genofondu nizkotatranskej populaciBuRik 1981, HLL & CHOVANCOVA 1995).
Podobne aj uzemie Slovenského raja sa nachadzagrafiekej blizkosti s Uzemim
Nizkych Tatier — pohoria su prepojené cez masiviér@ hole. KARC & RADUCH
(1978) uvadzaju, Ze po vypusteni kamzikov v Slokems raji boli zaznhamenané
ob¢asné migracie az do vzdialenosti 11-49 km, alealdm vyskyte kamzikov v okoli
Kralove] hole neboli Ziadne spravy AbEk & OGURCAK 1981). V roku 1981 bolo na
konferencii venovanej ochrane kamzika rozhodnutdlinoinacii introdukovanych
populacii vo Vékej Fatre i Slovenskom raji z dévodu ochrany gendfo povodného
tatranského kamzika. Okrem pravidelnych reguyah odstrelov (smerovanych hlavne
na Uzemie potencialneho kontaktu populacii) vSaloge k realizacii ziadnyctfalSich
opatreni. Pomocou genetickych analyz sme potvrd#i, k migracii a naslednej

hybridizacii v Nizkych Tatrach skutoe doSlo, a to pravdepodobne z oboch alpskych
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populécii. Na zaklade nasich vysledkov vSak mo&wlmovd, Ze zrejme nejde &asty
jav — mozno to boli i len ojedinelé udalosti, atb geneticka stopa sa v nizkotatranskej
populacii zachovava. Populaciu v Nizkych Tatradtateemozno povazovaa Cisty
poddruhR. r. tatrica. Pomocou genetickych analyz by vSak bolo mozZnatitileovat
jedince, ktoré (s J@ni vel'kou pravdepodobn@su) nenesu gény alpského poddruhu.
Takéto analyzy by mohli byuzitoiné napriklad v pripade, Zze by sa uvazovalo nad
posilnenim populacie vo Vysokych Tatrach pomocodingov z Nizkych Tatier.
Zarover vSak poddruhovy status nema z biologickéhoradh véké opodstatnenie a
pokid’ by populécia tatranského kamzika mohla kgchranend s pomocou jedincov
hybridného pdvodui iného poddruhu, je to pravdepodobne vzdy lep&genie, ako
necha populaciu dospie k extinkcii. Nagastie v sdasnosti pdetnos populacie vo
Vysokych Tatrach rastie, teda takéto Uvahy su nakimalne. V savislosti s nizkou
genetickou variabilitou by potencialnym problémorohia by mal& evoldna plasticita

v pripade vyraznych zmien prostredia (napr. vyrazlivdatické zmeny, objavenie sa

noveho parazitafo by mohlo opétato otazku otvori.

4.3 Detekcia bottlenecku a odhady efektivnej Y&osti populacii

Na zaklade analyz v programe Bottleneck sme detdkowrazny pokles
pocetnosti vo vSetkych skimanych populéaciach. Vo VysbkTatrach, VEkej Fatre
i Slovenskom raji bol vysledok signifikantny pri ygoti vSetkych troch mutaych
modelov (IAM, SMM, TPM), v Nizkych Tatrach len plAM modeli. Tieto vysledky
potvrdzuju naSe &@kavania, k&Ze vo vysokotatranskej populacii doslo v minulom
storai k dvom vyraznym bottleneckom a vSetky ostatnéupipe boli zaloZzené len
z niekd’kych jedincov, teda su silne ovplyvnené efektomladdtda (vemi silny
bottleneck v jednej generacii). Program Bottleneckoziuje detekciu recentného
bottlenecku,¢o je tiez v sulade so znamou histériou populackut&nos’, Ze
v Nizkych Tatrach sme bottleneck detekovali len gwuziti jedného modelu, mdéze
suvisie’ s tym, Ze v tejto populécii dochadza k vyraznejgig¢oku génov v porovnani s
ostatnymi populaciami. Tok génov moZéiastaine narudi mutano-driftove
equilibrium, na ktorom je zaloZeny princip testoyprograme Bottleneck. Tento tok
génov je pravdepodobne désledkontasnej (alebo ojedinelej) migracie jedinca/ov
z Velkej Fatry a Slovenského raja, ako sme to zistilapalyzach poputaej Struktary
a hybridizéacie.
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Pomocou programu OneSAMP sme ziskali odhady efedjtivd’kosti populacii
(Ne). V pripade vSetkych populacii bola zistena nixka iba 17 az 20 jedincov.
NajvysSia hodnota bola zistena pre introdukovanputaxiu kamzika v Slovenskom
raji, 20 jedincov. Odhad Nautochtonnej vysokotatranskej populacie bol prpkxa
eSte nizsi, len 18 jedincov. Odhady &&lSich dvoch introdukovanych populacii, v
Nizkych Tatrdch a i&ej Fatre, su takmer zhodné, 17 jedincov.

Odhady N v tejto praci su zaloZené len na pouZiti jednéogm@amu, OneSAMP.
Tento program bol testovany na introdukovanej paégiulkozoroZzca z Francuzskych
Alp a odhad N ziskany programom Veni dobre zodpovedal znamej historii tejto
populéacie (RLLMON et al. 2008). Pre ziskanie najspdahlivejSich vysledkov by bolo
vhodné pouzitie viacerych programov&sina programov pre odhad, MSak vyZaduje
minimalne dvetasove vzorky, ktoré sme v tejto praci nemali k d&pii.

Najvyssi odhad Nbol zisteny pre populaciu v Slovenskom raji, hiato vznikla
len zo Siestich jedincov. Odhad Mysokotatranskej populacie bol dokonca eSte n&si,
to i napriek tomu, Ze ide o jedinu autochtonnu pégiu v tejto praci a Ze v gasnosti
uz jej pa&etnos pomerne vyrazne narasta (posledny udajcarsa v juli 2011 je viac
ako 900 jedincov). Nizka Nje pravdepodobne désledkom vyraznych poklesov
pocetnosti (bottlenecky po 1. a 2. svetovej vojne aprelome tisicrdi), pripadne aj
nedostatku samcov v populacii (ha pomer pohlavazrye posunuty v prospech samic
upozonuje napr. aj @ovANCOVA (2009)). Nizka efektivna Vkos’ populacie spolu s
nizkou genetickou variabilitou poukazuju na &ma zraniténog’ tejto populacie. Ni
genetickd variabilita mikrosatelitovej DNA su dokan eSte nizSie ako v pripade
populacie, ktora bola zalozena iba zo Siestichnmmli (Slovensky raj). V pripade
dalSich dvoch introdukovanych populacii (Nizke Tathel’ka Fatra) odhady N
priblizne zodpovedaju @tu zakladatBov tychto populacii — obe vznikli priblizne z 20
jedincov a u oboch bola &sna N odhadnutd na priblizne 17 jedincov. Efektivha
velkos® vSetkych skamanych populacii kamzika na SloveneknizSia ako udavané
minimum pri posudzovani rizika extinkcie, ktoré boy Ze kratkodoba efektivna
velkos® populacie by nemala BynizSia ako 50 jedincov a z dlhodobého famtu by
nemala klesnil pod 500 (pravidlo 50/500;RANKLIN 1980, ABRECHT et al. 2005).
VSetky populacie kamzika na Slovensku teda mozwvajmva za vémi malé a preto
znane ohrozené genetickou (drift, inbriding) i demdigk@®u stochasticitou. Efektivna
velkos® povodnej i introdukovanej tatranskej populacigiiblizne rovnaka a ani obe
populacie dohromady nedosahuju dogomané minimum 50 jedincov. Zaradenie
kamzika vrchovského tatranského medzi kriticky akr@ Ziv@ichy je preto vEmi
opodstatnené a obe jeho populacie vyZaduju pristtwaou a pripadne dalsi
management.
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5. SUHRN

1) Geneticka variabilita mikrosatelitovej DNA bolazké vo vSetkych skuamanych
populaciach kamzika vrchovského na Slovensku. Yaplé populacie vo Vysokych
Tatrach je to pravdepodobne désledok opakovanyechzwnych poklesov petnosti,
ktorymi populacia preSla. Ostatné populacie majizkuni genetickd variabilitu
v dosledku efektu zakladdee kefZe boli vytvorené len z nieKkych jedincov.
Mikrosatelitova variabilita vysokotatranskej poptit bola vS8ak dokonca nizSia ako
variabilita populacie v Slovenskom raji, ktor4 baaloZzena len zo Siestich jedincov.
Podobne nizke hodnoty boli zistené v populacidealsich druhov kopytnikov, ktoré
boli v minulosti na pokraji vyhynutia (napr. kamz#bruzsky, kozoroZzec vrchovsky,
zubor europsky). Urovegenetickej variability pgetnych populécii kamzikov v Alpach
a Pyrenejach je pdid publikovanych vysledkov priblizne dvakrat vysSia.

2) Oba poddruhy kamzika Zijuce na Slovensku su geketid’mi jasne oddelené. Tiez
obe populacie alpskych kamzikov (vol¥ej Fatre a Slovenskom raji) sa medzi sebou
geneticky znéne liSia, ¢o je pravdepodobne dbésledok genetickej rozdielnosti
zakladatéov tychto dvoch populacii. Obe populacie tatranbkykamzikov (vo
Vysokych a Nizkych Tatrach) sa v analyzach zoskafpspolane.

3) Pomocou viacerych analyz sme zistili, Ze v Nizkyictrach doSlo k hybridizacii
medzi tatranskym a alpskym poddruhom. Odhadovamdantiybridizacie je priblizne
30 %. Vysledky nazrju, Ze doSlo ku krizeniu s jedincami zI¥ej Fatry aj zo
Slovenského raja. Nezistili sme vSak Ziadnych tdawri F1 ¢i F2 generacie, len
spatnych krizencov s tatranskym poddruhom. Z tobéano usudzowa Ze hybridizacia
nie je v Nizkych Tatrach Veni ¢astym javom a tieZz Ze k nej doSlo zrejme uz skér
v minulosti.

4) Na zaklade analyz v programe Bottleneck sme detdkoecentny vyrazny pokles
pocetnosti vo vSetkych skumanych populaciach. Tietslagky potvrdzuju naSe
otakavania, kéze vo vysokotatranskej populacii doslo v minulororati k dvom
vyraznym bottleneckom a vSetky ostatné populacik ralozené len z niekK@éych
jedincov, teda su silne ovlyvnené efektom zakld@at®©dhady efektivnej Vkosti
populacii (N) v programe OneSAMP nazhgu, Zze N vSetkych skiumanych populacii
je ve'mi nizka, len 17 az 20 jedincov. Odhad Mysokotatranskej populacie bol
dokonca eSte nizSi ako u populacie v Slovenskom(zajoZena zo Siestich jedincov).
VSetky populacie kamzika na Slovensku teda moZzwvajmva za vémi malé a preto
znane ohrozené genetickou i demografickou stochasticitZaradenie kamzika
vrchovského tatranského medzi kriticky ohrozené odichy je preto vEmi
opodstatnené a obe jeho populacie vyZaduju prishraou.
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