Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta tropického zemeéedeélstvi

Ceska zemédélska univerzita v Praze

. Fakulta tropického
é zemedelstvi

Populacni genetika vlka obecného (Canis lupus)
v Eurasii

Bakalarska prace

Praha 2016

Vedouci bakalarské prace: Vypracovala:
Mgr. Barbora Cerna Bolfikova, Ph. D. Alzbéta Bacova



Vé

Prohlaseni

Cestné prohladuji, Ze jsem tuto praci na téma ,Populaéni genetika vlka obecného
(Canis lupus) v Eurasii” vypracovala samostatné a vSechny pouZité literarni prameny

jsem fadné uvedla v referencich.

V Praze dne 12. 4. 2016

AlZbéta Bacova



Podékovani
Timto dékuji vedouci mé prace Mgr. Barbote Cerné Bolfikové, Ph. D. za trpélivost,

odborné vedeni a velmi cenné rady v prlbéhu zpracovdvani celé prace, Ing. Milené
Smetanové a Ing. Silvii Neradilové za ochotu a pomoc pfi praci v laboratofi.

Dale dékuji Hnuti DUHA Olomouc a Mgr. Miroslavu Kutalovi, Ph. D. za zasilani vi¢ich
vzork(, bez kterych by ma prace nemohla byt.

V neposledni fadé chci podékovat mé rodiné a vSem mym pratellim, ktefi mé

podporovali béhem celého studia.



Abstrakt

VIk obecny (Canis lupus) je nejvétsi psovitou Selmou obyvajici severni
polokouli Zemé. Kvili nadmérnému pronasledovani vsak byl na vétsiné svého Uzemi na
prelomu 19. a 20. stoleti témér vyhuben. Oblasti jeho vyskytu se v té dobé rapidné
zmensily. Koncem 20. stoleti, zejména diky lepsi legislativni ochrané v mnoha statech
Evropy, se jeho stavy zacaly zvySovat a vlk se tak zacal pozvolna navracet do svého
puvodniho arealu, ktery je prfedevsim v oblasti zapadni Evropy vysoce fragmentovany.
Sledovdnim genového toku mezi populacemi se snazime odhadnout mista plvodu
zakladatelU jednotlivych populaci ¢i sledovat trasy migrujicich jedincl. V poslednich
patnacti letech se vlk zacal vracet i do ¢eské krajiny. Pomoci mikrosatelitovych marker(
byla vyhodnocena piitomnost vlka na uzemi Ceské a Slovenské republiky v oblasti
Beskyd. Pfi porovnani DNA zkoumanych vzork( s DNA karpatskych vik( bylo zjisténo,
Ze obé skupiny patfi do jedné subpopulace v rdmci Evropy. Pfi detailnéjSim rozdéleni

byla naznacena strukturovanost i v ramci subpopulace.

Klicova slova: canis lupus, geneticka variabilita, populace, pfibuznost,
mitochondridlni DNA, mikrosatelity



Abstract

The grey wolf (Canis lupus) is the largest canine carnivore living on northern
hemisphere of the Earth. Excessive persecution of Canis lupus at the turn of 19" and
20" century has caused nearly extermination of this animal species in the most parts
of its natural habitat. Natural habitat got rapidly smaller at that time. At the end of 20"
century number of individuals of Canis lupus has increased and the grey wolf has
started to return to its natural habitat due to better legal protection. Its natural habitat
is very fragmented especially in Western Europe. The origin of founders of wolf
populations is estimated and the tracks of migrating individuals are followed, by
monitoring the gene flow. In last fifteen years the grey wolf has started to return back
to Czech countryside. Usage of microsatellites proved its presence in Beskyd
Mountains, Czech and Slovakia republic. Comparing DNA samples of Canis lupus with
those of Carpathian wolves showed the same origin of both groups within Europe.

Detailed research points to deeper structure even within subpopulation.

Keywords: Canis lupus, genetic variability, population, relatedness,
mitochondrial DNA, microsatelittes
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1 Uvod

VIk obecny (Canis lupus) je psovita Selma Zijici ve smeckach s pevnou socialni
hierarchii. Pvodné obyval témér celou severni polokouli. K velkym poklesim stavu
doslo na vétsiné evropského uzemi v prvni poloviné 20. stoleti (Mech & Boitani, 2010).
Avsak ke konci téhoz stoleti se populace zacaly pozvolna rozrlstat a tento trend ma
vétSina evropskych populaci dodnes. To se bohuzel netyka populace v Sierfe Morené a
Karélii (Kaczensky et al., 2012).

S rostoucim poltem zaznami o vyskytu vlk( na Gzemi Ceské republiky, se
zaCindme ptat, odkud k ndm vici pfichazeji. Z neinvazivné sebranych vzorkl (trus, moc)
je mozné vyizolovat jadernou ¢i mitochondridlni DNA a porovnat stejné typy DNA
z jinych &3sti stfedni Evropy (Némecko, Polsko, Slovensko) a podle podobnosti tak urcit
puvod jedince.

Soucasti kazdé jaderné DNA jsou mikrosatelity. Tyto mikrosatelity jsou kratké
sekvence nukleotidl, jez se pravidelné nékolikrat opakuji a nekdéduji Zadny gen. Jsou
vSak ucinnym nastrojem pro genetiky, protoze funguji jako genetické markery a hojné
se vyuzivaji pfi odhalovani genového toku v ddvné i recentni minulosti (De Groot et
al., 2015). K tomuto ucelu také slouzi mitochondridlni DNA, ktera ma ale v porovnani
s mikrosatelity rychlejsi evolu¢ni vyvoj (Perez-Sweeney et al., 2003).

Na velikost a rozsifovani populaci ma vliv mnoho faktorl napt. potrava, klima
(Pilot et al., 2006), fragmentace krajiny lidskou ¢innosti (Lehman et al., 1992) i posledni
doba ledova (Hewitt, 1996; Taberlet et al. 1998), kterd ma za nasledek vymfreni vlka
haploskupiny 2 na Uzemi Severni Ameriky (Pilot et al., 2010).

Dnesni Evropska populace ¢ita priblizné 32 000 jedincd (Mech & Boitani, 2004) a
Chapron et al. (2014) ji podle geografického rozsiteni rozdélil do deseti subpopulaci.
Tato prace se podrobnéji zabyva jednotlivymi subpopulacemi a genovym tokem

mezi nimi a také faktory, které tento tento tok ovliviuji.



2 Cile literarni reserse

e Zjisténi parametr(i populacnich charakteristik vlki obecnych v oblasti
Eurasie.

e Zhodnoceni miry genetické variability populaci a zjisténi rozdill mezi
arealy s fragmentovanym vyskytem a spojitym vyskytem vlka.

e Zjisténi strukturovanosti populaci v ramci celého arealu vyskytu v Evropé

a Asii.



3 Literarni reserse

3.1 Populacni genetika

Populaéni genetika se zabyva uplatnénim mendelovskych a jinych genetickych
principl v populacich organismu. Vysvétluje pfirodni genetickou rozmanitost, kterou
dokumentuje a analyzuje. MliZeme také fict, Ze genetika populaci zkouma statiku a

dynamiku genového fondu populaci na zakladné alelovych ¢etnosti (Relichovd, 2009).

3.1.1 Populace

Zprvu je velmi dllezité presné definovat vlastni pojem populace. Nejcastéji
pouzivana definice ji popisuje jako skupinu jedincl urcitého druhu, Zijici v geograficky
vymezeném aredlu, kde se jedinci opacného pohlavi nahodné pafri. Univerzalni definice
populace je vSak obtizna a muze se liSit pro rizné skupiny organism(, napfiklad jina
definice plati pro asexualni druhy. Jedinci v populaci se navzajem geneticky lisi, pfesto

tento vnitrodruhovy polymorfismus obvykle nepresahuje polymorfismus mezidruhovy.

3.1.2 Genetické markery
Jiang (2013) definuje genetické markery jako fragmenty DNA, které odhaluji

mutace Ci variace pouzivajici se k detekovani polymorfismu mezi odliSnymi genotypy
nebo alelami pro konkrétni useky DNA v populaci nebo genovém poolu. Identifikace
jedincl, kryptickych druha ¢i formulace fylogenetickych hypotéz je mozna predevsim
diky odliSnym rychlostem substituce ¢i evoluce riznych genetickych marker( (Solé-
Cava, 2001). Hlavnimi technologiemi ziskani genetickych markerd jsou izoenzymatické
markery nebo markery, které jsou zaloiené na fragmentaci DNA. MilzZeme je
klasifikovat do dvou skupin podle pouzité metody a to do skupiny DNA hybridizace
(RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism, minisatelity) nebo amplifikace
(RAPD — Random Amplified Polymorphism DNA, AFLP - Amplified Fragment Length
Polymorphism, SSR - mikrosatelity). Vybér metody zalezi na nékolika kritériich. Pro
studovani jedincu, celedi a populaci jsou vhodné a uzZitecné markery, které se vyvijeji
rychleji. Naopak markery s pomalejsi mutaci je zdhodno pouzivat pfi studii druh(i nebo

supraspecifickych taxonl (Grisolia & Moreno-Cotulio, 2012). Niegel (1996) rozdéluje



pouziti genetickych markerd v ochranarské oblasti do dvou zplsobU. Prvni zplsob je
zalozen na predpokladu, Ze genetické markery jsou pouzivany kindikaci drovni
proménlivosti a jejich rozptyleni v populacich urcitych druht — v genetické strukture.
Druhym zpUsobem je mira proces(, jako je migrace, které generuji patrné efekty
vramci predlohy genetické proménlivosti. Bruford et al. (1996) vyzdvihuje pouZziti
genetickych marker( v malych populacich, specidlné v ramci ohroZenych druhi. Jak
dale uvadi, sekvence obsahuji mnoho informaci a materidl pro analyzy lze sbirat
neinvazivnimi metodami. Idedini DNA markery by podle Jianga (2013) mély splfiovat
nasledujici pozadavky: vysoky stupen polymorfismu, distribuce v celém genomu, dobfe
rozpoznatelné funkce alel (snadno rozpoznatelné), nizké ndklady pouzivani, nesSkodlivy
efekt na fenotyp, vysoka dostupnost a schopnost duplikace kvili sdileni dat mezi
laboratofemi, kodominance projevu — rozliSeni homozygotl a heterozygotd, snadné

kopirovani a Zadny pleiotropni efekt.

3.1.3 Mikrosatelitni DNA
Mikrosatelity (Obrazek 1), jakoZto lokusy DNA specifické obsahem

mnohonasobnych repetic dinukleotidi az hexanukleotidi daného sekvenéniho motivu
(Flegr, 2005), jsou nezbytnou soucasti kazdého eukaryotického i prokaryotického
genomu a mezi genetickymi markery jsou popularni (Kelkar et al., 2010) i pro
ekologické studie a vyuziti v chovu (Avise, 2004).

Diky jejich hojnosti vramci genomu je vyhodné je vyuZit k detekci miry
neutralni genetické variability (Avise, 2004). Maji mnoho potfebnych a specifickych
vlastnosti. Jiang (2013) zminuje napriklad znacnou dudroven polymorfismu alel.
Obrovskou vyhodou je ziskdni dat neinvazivnimi metodami (vzorky trusu, moci).
Ziskané vzorky ndm umoZziuji zafadit testovaného jedince do populace (De Groot et al.,
2015), u které dokazeme urcit i pavod jednoho ¢i vice zakladatela (Vila et al., 2003).
Kdyz tedy urc¢ime populaci a jejiho zakladatele, ur¢ime i stupen genového toku nejen
mezi sousednimi populacemi s ¢imZ souvisi i detekce jevu tzv. bottleneck (= efekt hrdla
lahve) v davné ¢i recentni minulosti (Lucchini et al., 2004; Aspi et al., 2006). Dale se

v literatufe uvadi odhad efektivni velikosti populace (Aspi et al., 2006) a detekce



stupné hybridizace (napf. Godinho et al., 2011; Hindrikson et al., 2013; Randi et al.,
2014).

V ramci ¢eledi Canidae bylo rozpoznano vice nez 30 000 lokusu, z nichZ je 118
specifickych pro vlky obecné (De Groot et al., 2015).

Existuji genomové knihovny, které jsou schopné najit v ramci studovaného
druhu ¢i taxonu konkrétni lokusy, které obsahuji mikrosatelity, a podle sekvenci
ohranicujicich danou repetici z obou stran probéhne priprava dvojice specifickych PRC
primerd. Pravé diky nim je moZna amplifikace satelitu u daného druhu ¢i u druhl
pfibuznych. Tato analytickd metoda je velmi vhodna pro poufziti vnitropopulacné i
vnitrodruhové (Flegr, 2005). Nevyhodou je sloZitost sdileni vysledkd mezi laboratoremi
(De Groot et al., 2015), laboratore v pfipadé nutnosti museji sdilet referencni vzorky,

podle kterych si kalibruji jejich vlastni vysledky.

Alleles
—p
#1 CACACACACACACACACACACA:
e
—p
#2 CACACACACACACACACACACACACA
(‘—u
e
#3 CACACACACACACACACACACACACACACA
P
Genotypes
1/1 2/2 3/3 12 13 2/3

Obrazek 1: Mikrosatelitové alely. (Chinese Academy of Fishery Science, 2016)

3.1.4 MtDNA

V mitochondriich se nachazi malé cirkuldrni molekuly DNA — mitochondridlni
DNA (mtDNA) (Obrazek 2). Snadno se izoluji a jsou dédény maternalné (Frankham et
al., 2002). Jak uvadéji Hruban & Majzlik (2002), jejich geneticka variabilita vznika pouze
mutacemi, protoZze zde nedochazi k rekombinaci a samotna mtDNA obsahuje
minimalni pocet nekddujicich sekvenci. U obratlovct ¢itd jedna molekula kolem 15 000

parQ bazi (Hruban & Majzlik, 2002). Mitochondridlni DNA je haploidni a ma rychlejsi



evoluéni vyvoj (Perez-Sweeney et al., 2003) v porovnani s jadernymi sekvencemi.
V populaénich studiich je hojné vyuzivan kontrolni Usek, obzvlasté jeho ¢ast zvana D-
loop, zatimco geny NADH komplexu, ribozomalni geny a cytochromové geny jsou

vhodnéjsi ke studiu mezidruhovych vztahl (Perez-Sweeney et al., 2003).

Mitochondria

Obrazek 2: Mitochondrialni DNA. (National Human Genome Research Institute, 2016)

3.1.5 Polymerazova retézova reakce - PCR

Anglicky Polymerase Chain Reaction je zpUsob mnoZeni vybraného Useku DNA
v bezbunécném systému. V podstaté DNA klonujeme. VyuZivdme zmén teploty,
primerd a DNA polymerdazy. DNA polymerdza pfifazuje volné nukleotidy na
denaturované vlakno. Primery pouZijeme dva. Prvni, ktery oznaCujeme jako kodujici,
jimz zacind 5°-konec genu a pfi procesu PCR pak ve sméru transkripce probiha
prodluzovani komplementarniho vlakna. Druhy primer se oznacuje jako antikodujici a
Cinnost DNA polymerdazy ukoncuje.

Cely proces probiha ve tfech krocich — denaturacni, renaturaéni a polymeracni.
Denaturaéni krok zahrnuje denaturaci vlakna DNA vlivem teploty 95°C. Dojde
k rozvolnéni vodikovych mustk( a vldkna se od sebe oddéli. Nasledné probéhne
renaturaéni krok a tzv. annealing. Teplota reakéni smési (DNA, primery, volné
nukleotidy, DNA polymeraza, ionty) se kratce snizi na 40-60°C. Vodikovymi mustky se
na komplementdarni Useky DNA napoji primery. Primery v béZzné PCR jsou dlouhé 20 -
25 nukleotidl. Posledni krok — polymeracni probihajici pfi 70 °C obsahuje vlastni
syntézu, kdy termostabilni DNA-polymerdza prodluzuje primery podle sekvence
fetézce, na ktery primer pfised| a syntetizuje tak dalsi kopie retézce.
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Nadbytek sloZek PCR reakéni smési, kterd se sklada ze ¢tyr deoxyribonukleotidt
(dA, dT, dC, dG), ddle z primert, DNA polymerdazy a dalSich potfebnych iontl, dovoluje
cykly opakovat, pficemz mlizeme pozorovat, jak mnozstvi klonovanych kopii narlistd
geometrickou rfadou. Po 30 - ti cyklech, které trvaji jen 2-3 hodiny se 1 klonovana
molekula zmnozi az milionkrat. Tato technika a jeji rozvoj byly to znacné miry
podminény izolaci termostabilnich DNA - polymerdz z mnoha rlGznych druh(
termofilnich bakterii, protoze pravé tyto enzymy vydrzi opakované zahfivani a to je

dalezité do dalSich cykld, kdy je nemusime znovu pfiddvat do reakénich smési.

3.2 Canis lupus
3.2.1 Charakteristiky

Canis lupus Linneaus, 1758 patfi do Celedi Canidae, rodu Canis a v Evropé jej
uvadime jako nejvétsi psovitou Selmu (Hell et al., 2001).

Je obecné zndmo, Ze vici nejsou samotarsti a Ziji ve smeckach s pevnou socidlni
organizaci a hierarchii. Smecka cita v prdméru 7 jedinc(, s rozsahem 2 — 15 jedincU, a
jeji velikost je umérna hojnosti kofisti, velikosti Uzemi a schopnosti se reprodukovat.
Smecka jako celek funguje pfi ochrané teritoria, reprodukci a hlavné pfi lovu. Zvirata,
ktera stoji na vrcholu hierarchie a maji nejvétsi privilegia pfi krmeni a reprodukci (z celé
smecky se jako jedini mohou péfit), nazyvame alfa samcem a alfa samici. Mladi jedinci
maji dvé moznosti dal3i existence. Bud' mohou ve véku okolo dvou let, kdy zacinaji byt
sexualné aktivni, smecku opustit a jit si hledat nové teritorium a partnera k reprodukci,
nebo zUstat se smeckou, podilet se na vychové dalSich mladat alfa paru a snazit se
dosahnout vyssiho postu v ramci hierarchie. V Evropé jsou velké smecky spiSe vzacné;si
(Boitani, 2000).

Je zifejmé, Ze pravé diky migraci mladych jedincd, ktefi se rozhodnou opustit
smecku nebo jsou z ni dokonce vyhnani, dochazi k rozsifovani uzemi populace. Pokud
se migrujici jedinec spafi s jedincem ze sousedni populace, dojde k promichani genomu
obou populaci. Vici jsou velmi mobilni Selmy a pravidelné se pohybuji na dlouhé
vzdalenosti (Van Camp & Glukie, 1979; Fritts, 1983; Mech, 1987). Jiz nékolikrat byla

zjiSténa trasa jedince, ktera méfila nékolik tisic kilometrld. Wabakken et al. (2001)



zdokumentoval samici, ktera se vydala na trasu dlouho 1092 km z jihovychodniho
Norska do severovychodniho Finska. Vzdalenost 1500 km urazil sledovany jedinec
v roce 2009 z némecké Luzice pres Polsko, Litvu az do Béloruska (Kluth & Reinhardt,
2013). Typické rozpéti vzdalenosti se pohybuje spiSe ve stovkach kilometrd (Mech,

1987).

Obrazek 3: Trasa vlka z némecké Luzice. (© BfN (Federalni agentura ochrany pfirody, Némecko) a LUPUS
Wildlife Consulting).

3.2.2 RozsSireni

Pavodni aredl rozsiteni se rozprostiral pres témér celou severni polokouli Zemé.
Historicky rozsah jeho vyskytu se rozprostiral po celé Holarktidé — od tundry pres
zelené plané az po poust (Nowak, 2003). Diky obrovskému rozsahu obyvaného arealu
ho fadime k nejrozsifenéjSim velkym savclm svéta, samoziejmé s vyjimkou clovéka
(Mech & Boitani, 2004; Sillero—Zubiri, 2009). Bohuzel, z divodu jeho prondasledovani a
nadmérného lovu jeho stavy poklesly a v nékolika oblastech napf. stfedni a zapadni
Evropa, Mexiko a USA, byl dokonce vyhuben. Jeho areal rozsifeni se zmensil o celou
jednu tretinu. Centra jeho nynéjsiho vyskytu se nachdzeji v malo osidlenych severskych
oblastech Kanady, Aljasky, severni ¢asti USA, severni, vychodni i jizni Evropy a také
severni a stfedni Asie (Obrazek 4) (Mech & Boitani, 2010).

Celkova globdini populace (bez nové populace v africké casti, jejiz poCetnost
zatim neni znama (Gaubert et al., 2012)) cita pres 170 000 jedincl. Pocet vIkQ, ktefi se
pohybuji na Uzemi severni a stfedni Asie (asijska ¢ast Ruska a pfilehlé staty byvalého
sovétského bloku, Cina, Mongolsko) se pohybuje okolo &isla 66 000. Blizky vychod
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(mezi Tureckem, Egyptem, irdnem a Afghanistanem) obyva 8 000 — 13 000 vikd. V Indii
a Péakistanu se pohybuje 1200 az 2 200 jedincu, v Severni Americe je to pres 60 000
jedinct a v Evropé (véetné evropské ¢asti Ruska) pocitame s populaci o velikosti 32 000

jedinc (Mech & Boitani, 2004).

Obrazek 4: Roziteni vika obecného ve svété. Zluté jsou oblasti vyskytu, ervena je oblast vyhubeni. (IUCN,
2016)

3.2.3 Vyvoj populaci

Je sice obecné prijiman fakt, Ze vnitrodruhova genetickd diferenciace je
ovlivnéna glacialni minulosti, a to velmi podstatné (Hewitt, 1996; Taberlet et al., 1998),
ale populacné genetickym procesim, které se vyskytovaly v pribéhu pleistocénnich
dob ledovych, stale uplné presné nerozumime (Pilot et al., 2010). U mnoha vyhynulych
druh(l jsou pozorovany odlisné linie mitochondrialni DNA. Tyto linie se v ramci svého
geografického rozsiteni neprekryvaji, coz povazujeme za dlsledek izolace v odliSnych
refugiich béhem posledniho glacidlniho maxima, které datujeme do let 21 000 - 17 000
pt. n. l. (Avise et al., 1998).

Jako ndzorny pfriklad se uvadi vlk obecny (Canis lupus). Pilot et al. (2010) na

zakladé vytvoreného fylogenetického stromu definuje dvé haploskupiny, 1 a 2. Tyto
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haploskupiny byly separovany v péti mutacnich krocich a to: tfi tranzice, jedna
transverze a jedna inzerce/delece.

Obé haploskupiny vSak nemaiji stejné rozsireni. Leonard et al. (2007) poukazala
na rozdilnosti v distribuci mtDNA haplotypl ve vzorcich vlk(, ktefi Zili v dobé
pleistocénu na uzemi vychodni Beringie. Tito vici patfili do odliSné haploskupiny, ktera
se ale vDNA soucasnych vlk( Severni Ameriky nevyskytuje. Tato haploskupina
odpovidala haploskupiné 2. Morfologicka a isotopicka data naznacuji, Ze Beringijsti vici
byli specializovani lovci a mrchozrouti tehdejSi megafauny — predpoklada se predace
hlavné na konich Equus lambei a bizonu (Bison bison), a jejich vyhynuti poukazuje na
nasledné vyhynuti vlk( této haploskupiny. Ani jeden z Sestnacti mtDNA haplotypd,
které byly izolovany ze vzork( dvaceti pleistocénnich vlki pochazejicich z vychodni
Casti Beringie, nebyl nalezen ve vzorcich dnesnich severoamerickych vlk(. Misto toho
byla objevena uzsi prfibuznost s eurasijskymi vlky v pozdnim pleistocénu. Hofreiter
(2007) se domniva, Ze s odkazem na tuto skutecnost mizZeme predpokladat, Ze vlci

ces

Zijici v dobé Pleistocénu napfi¢ severni Eurasii a Amerikou mohli tvofit souvislou a
témér panmiktickou populaci, kterd se od dnesni populace Zijici na stejném misté lisila
nejen geneticky, ale pravdépodobné i ekologicky. Stiller et al. (2006) a Lucchini et al.
(2004) tuto teorii podporuji. Ve svém vyzkumu zjistili, Ze vici Zijici béhem pozdniho
pleistocénu na uzemi dnesni Belgie lovili koné a velké turovité, coz se shoduje
s potravou beringijskych vlk(. Expanze v dobach ledovych spole¢né se zménami
v rozmisténi vhodnych habitatd pfispély k hlavnimu nedostatku fylogeografické
struktury.

V obdobi interglaciald viI¢i populace expandovaly na novd vhodnd Uzemi (Vila et
al., 1999). Je pozoruhodné, Ze vlci Zijici v pozdnim pleistocénu jsou sice geneticky
jednotni, ale za to se lisi morfologicky hlavné ve tvaru lebky a opotiebeni zubl
(Leonard et al., 2007). Nyni se tedy haploskupina 1 vyskytuje jak v Severni Americe, tak
i v Evropé, ale haploskupinu 2 mGzZeme najit pouze v Evropé.

Abychom mohli vymezit vztah mezi dnesnimi a starovékymi aljaSskymi viky,
Leonard et al. (2007) porovnala jejich sekvence mtDNA se sekvencemi dnesnich viku
po celém svété. Vyhodnotila, Ze Zadny ztéchto haplotypl identifikovanych ze

starovékych materidl( nebyl nalezen mezi vlky dnedni doby, ktefi tedy nejsou jejich
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primymi potomky. Témér vsichni dnesni holarkticti vici sdileji ty samé predky, zatimco
starovéci severoamericti vici jsou fylogeneticky spojovani s odliSnou skupinou dnesnich
evropskych vlkl, coz naznacuje evolu¢ni obrat mezi vlky v Severni Americe. Genetickd
diverzita starovékych vlka je také vyssi neZ jejich modernich protéjskl, predpovidajici
skutecnost, Ze populace v pozdnim pleistocénu byla vétsi nez souc¢asnd (Leonard et al.,

2007).

3.2.4 Vliv klimatu a potravy na genetickou stukturu populaci

V predchozi kapitole bylo zminéno rozsahlé geografické rozsifeni a schopnost
migrace vlk( na velké vzddlenosti. Vila et al. (1999) zminil predpoklad, Ze schopnost
migrace na velké vzdalenosti kombinovana se schopnosti k osidleni vice typl prostiedi
naznaCuje vysokou rychlost genového toku, ¢imz dochazi kredukci genetické
diferenciace mezi lokdlnimi populacemi. Tento pfedpoklad byl potvrzen, kdyz studie
zaloZzené na mtDNA odhalily absenci velkych genetickych rozdild a na misto toho byly
zaznamendany malé mistni populace, které byly vytvoreny recentnim genovym tokem.
Pilot et al. (2006) prokazala, Ze ekologické procesy mohou silné ovlivnit velikost
genového toku mezi populacemi. Tyto populace jsou tedy ovliviovany klimatem,
typem prostfedi a slozenim vI¢i potravy. Studie mikrosatelitové variability vlkd
obecnych ze severozapadni ¢asti Kanady odhalila populacni genetickou strukturu, ktera
se shoduje s migracni cestou hlavniho druhu potravy mistnich vlkd - karibu (Rangiger
tarandus) (Carmichael et al., 2001). Pilot et al. (2006) zkoumala mtDNA a lokusy
mikrosatelitl ve vzorcich vlkd ve vychodni Evropé (evropska ¢ast Ruska, Slovensko,
Bulharsko, Recko a evropskd ¢ast Turecka) a nenasla 74dné jasné geografické schéma
pro distribuci haplotypd. Oba subtypy se rozprostiraly pres cely studovany areal. Diky
tomuto zjisténi odhaduje, Ze vici ve vychodni Evropé nemaji zadné geograficky
rozliSené subpopulace, které by mohly byt vzajemné monofyletické v rdmci mtDNA
haplotyp(l, coZ naznaduje, Ze zde nejsou Zadné evolu¢né vyznamné skupiny.

Pfi testovani vlivu zemépisné polohy na genetickou diferenciaci mezi mistnimi
vI¢imi populacemi se ukazala silnd zavislost mtDNA a mikrosatelitni DNA na zemépisné
Sifce. To se ovSsem netykd zemépisné délky. Pri dalSim testovani byla prokdzana
vyznaéna korelace s dvéma sety environmentalnich proménnych a to typem vegetace a
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pramérnou teplotou prostredi. Pokud ale vezmeme v Uvahu zemépisné souradnice
jako proménné, typ vegetace je stdle znacné korelovan, ale teplota uz ne. Pokud se
vzala v Uvahu kombinace vlivu typu vegetace a teploty, tyto proménné byly znacné
korelovany s genetickou distanci a vysvétluji tak 43 % genetickych zmén vlivem
geografické vzdalenosti (Pilot et al., 2006).

Korelace mezi sloZzenim potravy a genetickou vzdalenosti nebyla prokazana.
Presto ale, kdyZz se frekvence pouze jednoho druhu kofisti — jelena lesniho (Cervus
elaphus) vzala v potaz, korelace byla vyznamnd marginalné a 20 % genetickych zmén
bylo vysvétlovano pravé timto faktorem. Byla pozorovana pozitivni selekce jelena
lesniho a velmi u¢inna odezva, kterd zvysila jeho hustotu (Okarma, 1995; Jedrzejewski
et al., 2000). Hojnost tohoto druhu ve sloZeni viI¢i potravy byla v korelaci s genetickou
strukturou, a pravé tento fakt podle Pilot et al. (2006) naznacuje, Ze rozliSnosti ve
strategii lovu kofisti rdzné velikosti mlze vést k lokdIni potravni specializaci a tim
padem i ke genetické diferenciaci mezi viky.

Jak uZ jsem psala v predchozi kapitole, mladi vici zGstavaji u svych smecek
priblizné dva roky, béhem této doby pozoruji lov starSich jedinch a asistuji jim.
V Severni Americe se timto zplsobem uci vybirat si specifickou kofist, jako to vidéli u
starSich jedincU a tak si tedy podle hojnosti kofisti vybiraji prostredi, kde se kofist
vyskytuje a Sance vkl na preziti se tim zvysSuje (Gese & Mech, 1991). Hypotéza, Ze vlk
je citlivy na prostfedi je podporovana situaci, kdy jednim z nejbéznéjSich zpUsobu
formovani smecky je znam jako ,budding”, jehoz vysledkem je zaloZeni smecky pobliz
té rodiCovské (Mech & Boitani, 2003; Jedrzejewski et al., 2004), coz podporuje
vybérovost podobnych habitatl pribuznymi jedinci (Pilot et al., 2006). Po pfidani
zemépisnych souradnic jako proménnych v regresni analyze to byl pouze typ vegetace,
ktery koreloval s genetickou vzdalenosti. Pilot et al. (2006) tedy pfiSla na vysvétleni, zZe
kombinace vlivu teploty, destovych srazek, typu vegetace a frekvence vyskytu jelena
lesniho ma vliv na genetickou variabilitu vlkd v této lokaci a mUZeme ji vysvétlovat z 54
% témito faktory, pokud je zvazime spolecné se zemépisnymi souradnicemi. Na tyto
proménné se klade vétsi dliraz nez na zemépisnou vzdalenost.

Padesat tfi procent genetické variability je vysvétlovano vlivem typu vegetace a

47 % genetickych zmén je vysvétlovano vlivem genetické vzdalenosti. Na druhou
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stranu, jestlize spole¢né analyzujeme vliv typu vegetace a teploty, pak s genetickou
vzdalenosti nejsou v korelaci. Vliv typu vegetace tedy vice vysvétluje genetické zmény
nez vliv zemépisné vzdalenosti. Mnohem podstatnéjsi vliv ma ale teplota a sloZeni vI¢i
potravy. Tady je korelace s genetickou vzdalenosti vyznacna a spole¢né vysvétluji 98 —
99 % genetickych zmén, zatimco ostatni proménné nejsou vyznacné (Pilot et al., 2006).

Je dulezité, Ze genetické vzddlenosti mezi vI¢imi populacemi koreluji se
zemépisnou Sirkou a s environmentalnimi proménnymi i pfi analyze mikrosatelit(.
Tento fakt indikuje, Ze u tohoto schéma nezavisi na typu markeru a na zpUsobu
vymezeni skupiny. Populacni geneticka struktura podle mikrosatelitni DNA je ale méné
zfetelnd a vymezuje méné subpopulaci nez je tomu v pfipadé analyzy mitochondrialni

DNA (Pilot et al., 2006).

3.2.5 Fragmentace

S ohledem na predchozi kapitolu je nutné uvést dalsi vyznamny faktor, ktery
ovliviiuje strukturu a velikost vi¢ich populaci po celém svété. Na fragmentaci krajiny
ma vliv lidska cinnost. Genetické rozdéleni, které mezi dneSnimi populacemi
pozorujeme, reflektuje vliv rozvoje zemédélstvi a lidské expanze (Lehman et al., 1992).
K fragmentaci krajiny maze dojit nékolika zpUsoby. Vystavbou novych silnic, vykacenim
velké lesni plochy, vypdlenim lesd v dlsledku letnich pozard a zalozenim novych osad
v dfive neosidlenych oblastech (Thurber et al., 1994, Wydeven et al., 2001, Theuerkauf
et al., 2003; Whittington et al., 2004; 2005; Jaeger et al., 2005; Kaartinen et al., 2005;
Theuerkauf et al., 2007). Velkym ohroZenim pro volné Zijici populace vik( jsou i
napfiklad rekreacni aktivity a zimni sporty (Arlettaz et al., 2007). Jsou to pravé mladi
jedinci, ktefi nemuseji byt schopni dostat se pres fragmentovanou krajinu a proto je

pro né snazsi zistat se svou rodnou smeckou (Wayne et al., 1995).
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3.2.6 Dnesni populace v Evropé

Genetické rysy dnesni globalni populace byly ovlivnény posledni dobou
ledovou, po které v Severni Americe vyhynuli vici haploskupiny 2. To se ovSem netyka
Evropy, kde se vyskytuje jak haploskupina 1 tak i haploskupina 2 (Pilot et al., 2010).
Haploskupina 1 se nachazi hlavné na Pyrenejském poloostrové a je predominantni ve
vychodni Evropé. Na rozdil od haploskupiny 2, ktera je fixovana na Apeninském
poloostrové. Ndlez haplotypu w10, ktery sdili jak populace z Pyrenejského ostrova, tak
i populace zvychodni Evropy, naznaCuje pfitomnost haploskupiny 1 vjiz vymfrelé
prechodné populaci mezi stfedni a zdpadni Evropou. Opakem k témto odhadim jsou
haplotypy vsech starovékych vlk( ze stfedni a zapadni Evropy, které spadaji do let
44000 — 1400 pf. n. I. Ty fadime do haploskupiny 2. Tento fakt mze reflektovat
historickou predominanci haploskupiny 2 ve stfedni a zapadni Evropé po dobu 40 000
let pfed a po posledni dobé ledové a naslednou predominanci haploskupiny 1 (Pilot et
al.,, 2010). Pred fragmentaci populaci zplGsobenou lidskou c¢innosti vici v Evropé
nevykazovali Zadnou fylogeografickou strukturu a populace byly propojeny velkym
genovym tokem, ktery dovoloval Siroké rozptyleni mtDNA haplotypU (Vila et al., 1999;
Randi et al., 2000).

Nyni Ize obecné fici, Ze vychodni Evropu obyvaji velké, relativné propojené
populace, zatimco v zapadni ¢asti najdeme nékolik mensich izolovanéjsich populaci. Za
evolucni zdroje diferenciovanosti povazujeme bottleneck efekt a geneticky drift (Pilot

et al., 2014).
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Obrazek 5: Rozdéleni evropské populace vkl do deseti éasti podle geografického rozsifeni. (Chapron et al.,
2014)

3.2.6.1 lberijska populace

Tato populace se vyskytuje na severu Spanélska a Portugalska a v zapadni &asti
Evropy je nejvétsi (Boitani, 2003). M4 (stejné jako Apeninskd) velmi redukovanou
genetickou diverzitu v disledku nékolika jevl zvanych bottleneck (Vila et al., 1999;
Randi et al., 2000), které se vétSinou odehrdly pred 5 600 — 3 200 lety, tedy v dobé
pozdniho evropského neolitu (Pilot et al., 2014). Silny geneticky drift zde mohl vyustit
ve fixaci konkrétni haploskupiny (Pilot et al., 2010). Populace je izolovana a pochazeji
odtud haplotypy lul, lu3, lu4 (Vila et al, 1999), W19 a W20 (Randi et al., 2000). V roce
2005 tato populace citala pres 2 300 jedincu (Salvatori & Linnell, 2005) a i nyni ma
stoupajici trend diky legislativni ochrané (Ramirez et al., 2006; Echegaray & Vila, 2009;
Caniglia et al., 2014). Efektivni velikost populace je 50 jedincli a vykazuje znaky
nedavného bottlenecku (Sastre et al., 2011). Vyznam této populace tkvi v jeji historii.

Pravé Pyrenejsky poloostrov byl v Pleistocénu nejdllezitéjsim refugiem pro borealni
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taxu v zapadni Evropé (Hewitt, 2000), takze se predpoklada, Ze mistni populace vlk{
zahrnuje i starsi genealogické linie (Leonard, 2014).

Pilot et al. (2014) zjistovala velikost efektivni populace, kterd obyvala toto
uzemi pred 150 lety. Dosla k Cislu 59 jedincl, coz je v relativné dobré shodé s vysledky
Sastre et al. (2011), ktery stanovil efektivni velikost nynéjsi populace na 50 jedincu
(rozmezi 43-54). Pro dobu pied 60 000 lety bylo toto Cislo spocitano na 10 000 jedinct
(Pilot et al., 2014).

V této populaci rozeznadvame dva poddruhy: Canis lupus signatus (Obrazek 6) a

Canis lupus deitanus.

Obrazek 6: Canis lupus signatus. (Fernando DM, 2014)

3.2.6.2 Sierra Morena

Témér vymreld populace je prikladem 3Spatné dodriovaného zdkona. Ve
Spanélsku zacali byt vici chranéni v roce 1986 (Lopez-Bao et al., 2015). V roce 1988 se
v oblasti Sierry Moreny pohybovalo 6-10 smecek (Blanco et al., 1990) a o 24 let pozdéji
Kaczensky et al. (2012) uvadi pouhou jednu smecku. Populace bude zfejmé prvni, ktera
vymre béhem moderni doby vlivem nadmérného lovu ¢lovékem. Pfic¢inou tohoto faktu
je nerespektovani zakonl o ochrané druhl (Lépez-Bao et al., 2015). Prostredi této
oblasti je pritom vhodnéjsi nez jiné oblasti Pyrenejského poloostrova (Llaneza et al.,

2012).
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Obrazek 7: Populace na Pyrenejském poloostrové (2005). Horni Iberijska populace, nize populace v Sierfe
Morené. (Alvares et al., 2005)

3.2.6.3 Alpska populace
V 80. letech 20. stoleti (Lucchini et al. 2002; Valiére et al., 2003) se severni

subpopulace apeninské populace zacdala oddélovat a osidlovat nova uUzemi
jihovychodnich Alp. Uzemi nebylo kolonizovano jednim parem, nybri nékolika
geneticky neptibuznymi jedinci. Tento proces byl ovlivnén mirnym bottleneckem a
genovy tok mezi Alpami a Apeninskym poloostrovem byl zmirnén. V roce 2007 byla
genetickd diverzita (heterozygotnost, alelickd bohatost (v genomu alpskych vik(i se
objevilo na jeden lokus pfiblizné o dvé alely méné, nez u apeninskych vlk() a pocet
privatnich alel) podstatné nizsi neZz v apeninské populaci a celkové vici v alpské
populaci nebyli v genetické rovnovéze (Fabbri et al., 2007). Uroven genetické diverzity
pravé expandujici populace muize v budoucnu zdviset na Uspésné migrujicich jedincich
z dalSich Ctyr populaci: apeninské, dinarsko-balkanské, karpatské a stfedoevropské
(Fabbri et al., 2013). Fabbri et al., (2013) uz zaznamenala nékolik jedincl z Chorvatska,
ktefi se usadili ve vychodni ¢asti alpské populace. Ackoli tuto populaci Linnell et al.
(2007) ur¢il jako samostatnou, je dostatecné autonomni a navic ma stoupajici trend
(Marescot et al., 2011; Marucco et al.,, 2009), stale je Uzce spojena s populaci
apeninskou (Fabbri et al., 2007). V roce 2012 bylo v Alpach zaznamenano 35 smecek a
6 par(. Nejvétsi koncentrace je v zdpadni oblasti mezi Itdlii a Francii (WAG, 2014).

V této populaci se vyskytuje haplotyp W14 (Randi et al., 2000), ktery je unikatni pro
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apeninskou populaci. Kazda z objevenych alel, ktera byla v Alpach objevena, byla také

detekovana v apeninské populaci (Fabbri et al., 2007).
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Obrazek 8: Rozsiteni vlka obecného v Alpach. (Marucco, 2011)

3.2.6.4 Apeninska populace

Vici v Italii osidlili Gzemi jizné od feky Pad na zacatku minulého stoleti. Snizovani
jejich poctu probihalo az do 70. let 20. stoleti, kdy pfiblizné sto jedincl bylo rozdéleno
do dvou fragmentovanych oblasti na stfedozapadé Apenin (Zimen & Boitani, 1975).
Vici zacali (nejen) v ltalii expandovat v 80. letech minulého stoleti hlavné diky
efektivnéjSi pravni ochrané a podstatné zméné ekologickych podminek v horach —
napf. snizeni hustoty obyvatel a zvySeni poctu divokych kopytnikl (Breitenmoser,
1998; Wabakken et al., 2001; Boitani, 2003). Do roku 2003 se apeninska populace
odhadovala na vice nez 600 jedincl (Boitani, 2003). Kaczynsky et al. (2013) odhaduje
populaci na 600-800 jedincl se stoupajicim trendem. Jak uvadi Fabbri et al. (2007),
rozdil mezi jizni a severni + stfedni ¢asti populace najdeme v poctu heterozygotd. Jizni
¢ast je v souladu s Hardy-Weinbergovym zdkonem, na rozdil od stfedni a severni ¢asti,
kde se projevuje mirny deficit heterozygotl. Znedavnych studii je ziejmé, Ze
heterozygotnost autosomdlnich mikrosatelitli a SNP marker( byla pfiblizné o 25 % nizsi
nez v ostatnich populacich (Fabbri et al., 2007; Sastre et al., 2011) a tim se tedy lisi od
svétovych populaci (von Holdt et al.,, 2011). Vseverni ¢asti se vyskytuje sedm

privatnich alel, které nebyly migrujicimi viky rozsifeny do Alp (Fabbri et al., 2007).
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V této populaci se mizeme setkat s jevem, kdy dochazi k hybridizaci se zdivocelymi
domacimi psy. Této problematice se vénuje mnoho praci napf. Randi et al., 2014;
lacolina et al., 2010.

| pro tuto populaci pocitala Pilot et al. (2014) hodnoty efektivni velikosti
populaci pred 150 a 60 000 lety. Prvnim vysledkem je 71 jedinc(i a pred 60 000 lety se v
Italii vyskytovalo 4 500 jedinc(i. Zaroven mezi touto a iberijskou populaci pozorovala

nejvétsi genetické rozdily v porovnani s ostatnimi populacemi v Evropé.
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Obrazek 9: Apeninska populace prechazejici v populaci alpskou v roce 2010. (Boitani et al., 2010)

3.2.6.5 Dinarsko-balkanska

Populace v Dinarskych horach se ocitla na pokraji vyhynuti v pozdnich 80.
letech minulého stoleti (Huber et al., 1999, 2002) a Kusak (2002) v 90. letech odhadnul
populaci o padesati jedincich. BEéhem poslednich deseti let bylo pozorovdno zvyseni
poctu a v roce 2008 se velikost populace odhadovala na 200 jedincl obyvajicich 32,4 %
chorvatského uzemi (Okovié, 2008) a vroce 2013 podle Fabbri et al. (2013) 250
jedinca. Tato populace ma jednu v nejvyssich genetickych rozmanitosti k roku 2010 a je
tedy cennym zdrojem genetické diverzity, kterd by skrze migrujici jedince mohla

pomoct obnovit mnoho populaci (napf. apeninskou), u kterych je variabilita
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redukovana (Gomercic et al., 2010). V tomto pripadé vypada nadéjné vyprava mladého
jedince, ktery se vydal ze Slovinska pres Italii do Alp, kde se v roce 2012 Uspésné usadil

a celkové urazil cestu dlouhou 1176 km (Razen et al., 2015).
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Obrazek 10: Dinarskou-balkanska populace. (WWF, 2016)

Chorvatské haplotypy maji nejvice spole¢ného s haplotypy z Bulharska (W16,
W3, W9) a z Alp (W2, W4, W5). Haplotyp s oznacenim WCRO6 s frekvenci 27 % zatim
nebyl pozorovan v zadné jiné populaci na svété (Gomerci¢ et al., 2010). Vila et al.
(1999) objevil haplotyp Iu-3, ktery sdili populace v Chorvatsku, Portugalsku, Recku,
Svédsku, evropské &asti Ruska a Turecku. Bylo zji$téno, e jaderna diverzita hodnocena
z hlediska mikrosatelit(i byla zna¢né vyssi nez mtDNA diverzita (Gomercic¢ et al., 2010).

Tato populace neni jen v Chorvatsku, nybrz i ve Slovinsku a Bosné a
Hercegoving, kde je dokumentovan genovy tok (Strbenac et al., 2005, 2008), ktery
pravdépodobné pokracuje do Srbska, Cerné Hory, Albanie, Makedonie, Recka a
Bulharska. Celd dinarsko-balkdnskd populace se do roku 2007 odhaduje na 5000
jedincd (Linnell et al., 2007) a rozprostird se od Slovinska aZ po severni ¢ast Recka
(Milenkovic¢ et al., 2010). Tvofi hranici mezi vychodnimi a zapadnimi populacemi (Djan
et al., 2014).

Nékolik predchozich studii naznacuje, Ze si vici na uzemi Balkanu zachovali
znacnou cast historické proménlivosti na celoevropské urovni (Randi et al., 2000;
Lucchini et al., 2004; Gomercic¢ et al., 2010).

Vyzkum Djan et al. (2014) zaloZzeny na analyze mtDNA objevil rozdéleni do dvou
subpopulaci, a to vychodni (Srbsko a Makedonie) a zapadni (Chorvatsko a Bosna a
Hercegovina). Toto rozdéleni muize byt disledkem rozlicné demografické historie nebo
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rozdilného pronasledovani. Zadny zvysledk(i nepotvrdil expanzi populace, spie

naopak byl objeven nedavny bottleneck (Djan et al., 2014).

3.2.6.6 Skandinavska populace

Populace na Skandinavském poloostrové prakticky vymrela béhem 60. let
minulého stoleti do té doby, nez zacal byt vik chranén. Ve Svédsku to bylo v roce 1966,
v Norsku v roce 1973 (Wabakken et al., 2001). Dnes je ztraceno pfiblizné 40 % alelické
diverzity (Flagstad et al., 2003). Vila et al. (2003) predpoklada, Zze dnesni populace
pravdépodobné pochazi z velmi malého poctu jedincl, kteti sem pfisli z vychodu. Kvli
malému poctu zakladatell Celila tato populace nékolika inbrednim depresim (Liberg et
al., 2005). Za zminku urcité stoji i dvé varianty expanze na jizni ¢ast Skandindvie. Tou
prvni je migrace po pevniné kolem Botnického zdlivu a tou druhou je prechod pres
zamrzlé Baltské mofe v misté nejuzdiho prilivu, kdy je mezi Svédskem a Finskem asi
150 km (Linnell et al., 2005). Flagstad et al. (2003) ve svém vyzkumu objevili tfi
haplotypy W1, W3 a W4. W4 byl objeven v jednom pFipadé na severu Svédska v roce
1979. Nejvetsi poetnost ma haplotyp W1, ktery se vyskytuje i ve vzorcich z 19. stoleti.

Od roku 2000 pocet jedincl stoupd. V roce 2001 zde bylo 11 smecek (Vila et
al., 2003), v roce 2010 31 smecek (Liberg et al., 2012) a o Ctyfi roky pozdéji to bylo jiz

43 smecek (cca 400 jedincll)(Svensson et al., 2014).
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Obrazek 11: Skandinavska populace v roce 2015. (Rovdata, 2015)
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Ordiz et al. (2015) se zabyval vlivem rlznych faktord na rekolonizaci uzemi ve
Skandinavii. Nejvétsi vliv byl vletech 1190 - 2012 pozorovan u lidského faktoru
(hustota silnic), vnitrodruhového faktoru (pozitivni vliv ma predchozi pfitomnost vika,
naopak negativni vliv ma vzrlstajici vzdalenost jinych vlicich teritorii) a kompeti¢ni

faktor (negativni vliv hustoty osidleni Gzemi medvédy).

3.2.6.7 Karelsko-finska populace

Tato populace se nachazi na uzemi Finska a pfi rusko-finskych hranicich a je
sloZzena ze dvou subpopulaci, mezi kterymi je vyznacnd geneticka diferenciace. PfiCinu
diferenciace mGzZeme hledat v historii, kdyZ byly za sovétské éry mezi témito zemémi
postaveny ploty, z nichZ nékteré jesté dnes existuji (Aspi et al., 2009). Neznamena to
ale, Ze by migrace mezi témito subpopulacemi vibec neexistovala (Obrazek 12) (Kojola
et al., 2006).

Ve Finsku vyzkum Aspiho et al. (2006) zjistil, Ze populace v té dobé byla pouze
na 8 % z historické velikosti. | navzdory neddvnym demografickym bottleneckiim byla
zjisténa velka geneticka variabilita. Vroce 2006 se efektivni velikost populace
odhadovala na 40 jedincl (Aspi et al., 2006). Finskd populace neni od ostatnich
populaci plné izolovana a genovy tok ze sousednich populaci mize zvysit efektivni
velikost populace a zachovat tak genetickou diverzitu navzdory bottlenecklim (Aspi et
al., 2006). Predpoklada se spojeni s nejblizsi populaci, kterou je karelska na hranicich
s Ruskem (Aspi et al., 2009). Dalsi nejblizsi populaci je skandinavska, ktera je od hranic
finské populace vzdalena pres 600 km zapadné. | pfes tuto velkou vzdalenost bylo
zaznamendano nékolik migraci a vyzkum téchto populaci naznacil, ze jedinci jsou
geneticky diferenciovani (Ellegren, 1999; Sundqvist et al., 2001; Flagstad et al., 2003;
Vila et al., 2003; Seddon et al., 2005). Odhad poctu v roce 2003 byl stanoven na 150-
165 jedincu, ktefi jsou rozdéleni do tfinacti smecek a dalSich pét smecek Zije na

hranicich Ruska a Finska (Kojola & Maatta, 2004).
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Finland Russia

Obrazek 12: Trasa jedince oznaceného GPS lokalizatorem v roce 2003. (Aspi et al., 2009)

V jizni ¢asti Finska vici nejcastéji lovi losy (Alces alces), zatimco ve vychodnéjsich
a severnéjSich ¢astech polodomestikované soby (Rangifer tarandus) (Pulliainen, 1965;
Gade-Jorgensen & Stagegaard, 2000; Kojola et al., 2006).

V roce 2005 se na uzemi Karélie pohybovalo 300-350 jedinct (Danilov, 2005).
Navzdory nedavnym bottleneckliim, i tady byla zjisténo relativné velké mnoZstvi
genetickych variaci (Aspi et al., 2009). Aspi et al. (2006) uvadi jako nezbytnost migrace
karelskych vlk(i do oblasti Finska, aby se zachovala genetickd diverzita mistni
subpopulace, protoze s ohledem na jeji efektivni velikost ji nemizeme povazovat za
dlouhodobé sobésta¢nou. Na druhou stranu vyzkumy naznacuji, ze efektivni velikost
karelské subpopulace nemusi byt o moc vétsi nez pravé finské a pokud budou pocty
jedinc této populace nadale klesat, bude nezbytné, aby to byli spiSe finsti vlci, ktefi se

vydaji na uzemi Karélie (Aspi et al., 2009).
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Geneticka diverzita obou téchto subpopulaci se pfiblizné shoduje se zbylymi
populacemi vlk(i ve vychodni Evropé a pro zachovani obou populaci je dllezité az

nezbytné, aby se zvysila mira migrace mezi nimi (Aspi et al., 2009).

3.2.6.8 Baltska populace

ces

Do baltské populace radime vlky Zijici na uzemi Litvy, LotySska, Estonska, Ruska
(Kaliningrad a zdpadni c¢asti kontinentalniho Ruska), vychodniho Polska, severni
Ukrajiny a Béloruska o celkové velikosti 3600 jedinct (Jedrzejewski et al., 2010).
Populace nachazejici se v této oblasti jsou velmi vyznamné i pro velké Selmy obecné.
Dochdzi tu ke spojovani vychodnich (ruskych a béloruskych populaci) a
stfedoevropskych populaci, které mohou navazovat az na zapadni populace (Valdman,
2006). Pravé do Estonska pfimigrovali vici z divodu potravni nabidky, hlavné losa
(Alces alces) a zajice bélaka (Lepus timidus) (Lougas & Maldre, 2000). Regiony obsahuiji
viceméné diferenciované subpopulace svysokou genetickou diverzitou a nékolika
naznaky nedavnych bottleneckl (Lucchini et al., 2004; Jedrzejewski et al., 2005a;
Sastre et al., 2011).

V Litvé byla pocetnost heterozygotl mensi, nez se plivodné ocekdavalo podle
Hardy-Weinbergova zdkona. Analyza odhalila pét haplotypd mtDNA a jejich vysokou
diverzitu. Haplotypy W1-LT a W2-LT byly rozsifeny pres celou zemi, ale W3-LT, W5-LT a
W10-LT byly objeveny spiSe vsevernéjSich a severovychodnéjSich oblastech
(Baltrinaité et al., 2013). Historicky tu miZeme pozorovat velkou expanzi koncem
druhé svétové valky a kratce po ni (1948), kdy se pocet jedincd vysplhal az na 1723. O
to vyraznéjsi bylo jejich prondsledovani a uz vroce 1954 pocet rapidné klesl na
neuvéfitelnych 320. V letech 1960-1975 vsak litevska populace dosdhla na své dno s ne
vic nez 200 jedinci. V 80. letech minulého stoleti se populace zacala zotavovat a pocCty
jedincl rostly. V roce 2003 se vici vyskytovali na 70 % rozlohy zemé, ale tento udaj byl
v roce 2004 snizen na cca 60 % (Balciauskas, 2008).

Centralni ¢ast Litvy byla osidlena velmi fidce a byly zaznamendny migrace ze
severozapadni ¢asti do Lotysska, z vychodni Litvy do LotySska a Béloruska, a z jizni Litvy

pouze do Béloruska (Balciauskas, 2008).
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3.2.6.9 Karpatska a stredoevropska populace
3.2.6.9.1 Polsko

Polsko, predstavujici zapadni hranici relativné nepretrzitého vyskytu rozsahlych
populaci rznych druhl (napft. rys, vlk a los), maze byt klicovou oblasti pro porozuméni
historického a soucasného genového toku ve stfedni Evropé. Pravé na uzemi tohoto
statu se setkavaji obé vI¢i haploskupiny (Pilot et al., 2010). Czarnomska et al., (2013)
identifikovala Sest mtDNA haplotypl (H1, H2, H3, H6, H8, H14), které byly vSechny
znamy z predchozich studii (Vila et al., 1999; Randi et al., 2000; Jedrzejewski et al.,
2005b; Pilot et al., 2006). Haplotypy H1, H2, H3 a H8 spadaji do haploskupiny 1, ktera
je rozSifena v severovychodni a stfedni Evropé a na Pyrenejském poloostrové. Do
haploskupiny 2, ktera dominuje jihovychodni Evropé a Itdlii, patfi haplotypy H6 a H14
(Pilot et al., 2010). Czarnomska et al. (2013) stanovila na Uzemi Polska i Ctyfi

subpopulace podle nejvétsi shody klastr(i (Obrazek 13).
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Obrazek 13: Ctyfi subpopulace (S1-S4) vlkii v Polsku zaloZzené na mtDNA. V pravé &asti frekvence haplotypi
v rdmci populace. (Czarnomska et al., 2013)

V jizni oblasti Polska — Karpatech prevladd haploskupina 2 (subpopulace S1 —
karpatska) (97 % vlka). V dalSich oblastech Polska dominuje haploskupina 1 (vZdy nad
88 %). Subpopulace S2 spada do oblasti od jihovychodniho Polska pres Bélorusko a
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severni Ukrajinu aZ do Ruska. S3 a S4 se jevi jako ¢ast subpopulace, ktera se tahne ze
severovychodniho Polska do Ruska a presahuje i na zapad do Némecka (Pilot et al.,
2006). Nynéjsi uzemi ve stfedni Evropé, kde se tyto dvé linie setkavaji, vykazuje
nasledky nahrazeni jedné haploskupiny (2), kterd byla predominantni v nékolika
predchozich tisiciletich, druhou haploskupinou (1) (Leonard et al., 2007; Pilot et al.,
2010). Vysledky Czarnomske et al., (2013) naznacuji velmi omezeny genovy tok mezi
Karpaty a zbytkem Polska. Geneticka struktura je ovlivnéna i stupném pravni ochrany
zvifat v jednotlivych zemich. V této oblasti je to pouze Némecko (Ansorge et al., 2006),
Ceska republika, Polsko kde jsou vici na seznamu ohrozenych druhd. Bohuzel tomu tak
neni na Slovensku a Ukrajiné, kde jsou vlci i nadale loveni (Czarnomska et al., 2013).

Mikrosatelitni data vykazuji pfitomnost silné genetické struktury mezi vlky
karpatskymi a polskymi niZinnymi (Czarnomska et al, 2013).

Geneticka diferenciace mezi karpatskymi a polskymi nizinnymi viky tedy byla
prokazana jak mikrosatelity, tak i mtDNA (Czarnomska et al., 2013) a lze ji zdlvodnit
hlavné environmentalnimi podminkami. Asociace mezi témito podminkami a
genetickou variabilitou maze vyustit v rozvoj rdznych adaptaci k rozdilnym habitatim.
Jedrzejewski et al. (2012) poukazuje na tfi druhy kofisti, které souhlasi se tfemi
geneticky oddélenymi populacemi. V severovychodnim Polsku vici lovi ¢tyfi druhy
kopytnikl — losy, srnce, jeleny a prasata, zatimco ve vychodnim Polsku je preferovan
spiSe srnec a v jihovychodni ¢asti je nejvice loven jelen (Jedrzejewski et al., 2012).

Co vsak urcuje bariéru mezi karpatskou populaci a zbytkem Polska? Huck et al.
(2011) se domniva, Ze onou bariérou, kterd omezuje rozsifeni a pohyb vlki je

urbanizovanad a husté osidlena oblast v jizni ¢asti Polska podél Karpat.

3.2.6.9.2 Stredoevropska populace — Némecka ¢ast

ces

Predpoklada se, ze populace vlk(, Zijicich v severovychodni ¢asti Némecka
pochdzi z Polska (subpopulace S3) (Ansorge et al., 2006). Prvni dikaz o trvalejSim
vyskytu a reprodukci vI¢i smecky byl zjistén v roce 2000 (Kluth et al., 2002). Druha
smecka se zde usidlila v roce 2005 jako reflexe rapidni rekolonizace. Na prelomu let

2013 — 2014 bylo v Némecku zaznamendno celkem 25 smecek, 8 parli a nékolik dalsich
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jedinct (Reinhardt et al., 2015). Pravé odtud pochazi par, ktery na Kokofinsku u Doks

v |été 2014 vyved| mladé a trvale toto Uzemi osidlil.
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Obrazek 15: Stredoevropska populace. (Naturschutzbund Deutschland, 2014)

3.2.6.9.3 Karpatska populace

Obecné je tato populace malo dokumentovana. Existuje pouze velmi omezeny
pocet zdroju, z nichZ ve vétsiné se autofi zabyvaji polskou ¢asti Karpat a ostatni oblasti
jsou casto opomijeny a zminény jen velmi okrajové. Drtiva vétSina zdroju, které by

pfipadaly v Uvahu, jsou starsi deset a vic let, coz v soucasné situaci, kdy vI¢i populace
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ve stfedni Evropé expanduji a zabydluji nova uzemi, neni zcela aktualni. Mohou kvuli
tomu vznikat nedorozuméni a uvadéni tfeba jiz ne zcela aktudlnich informaci vede
k nepresnostem.

Karpatskd populace se nachazi na Uzemi Slovenska, jizni ¢asti Polska, Ukrajiny a
Rumunska. Pocet jedinct je odhadovan na tfi az Ctyfi tisice, pfiCemz nejvétsi cast vikd
zije na Ukrajiné a v Rumunsku (Linnell et al., 2007). Vychodni ¢ast této populace
plynule navazuje na populace v Rusku a Asii. Tento fakt plati obecné pro populace
vychodni Evropy (Boitani, 2003).

Nékolik jedinci z této populace pravidelné migruje do Madarska (Farago, 1992)

a Ceské republiky (Boitani, 2003).
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Obrazek 16: Distribuce vicich smecek pojmenovanych Bukowy, Grapa, Gron, Czort a Halny v polskych a
slovenskych Karpatech a Slezskych Beskydech v letech 1996 — 2003. (Nowak et al., 2008)

Vici ve Slezskych Beskydech (SB) a Zwyecki Beskydech (ZB) se i pfes dostate¢né
mnozstvi potravy lisi v dynamice populace (Nowak et al., 2005). Z divodu rozvoje
infrastruktury, cestovniho ruchu a vystavby novych silnic se tento region stava ¢im dal

tim vice izolovanéjsim od zbytku této populace (Nowak et al., 2008).
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3.2.7 Vici na Gzemi Ceské republiky

3.2.7.1 Vyskyt v minulosti

AzZ do tficetileté valky byl vlk béZnou soucasti nasi fauny. Nasledné se vsak jeho
stavy zaCaly postupné sniZzovat az do roku 1874, kdy byl udajné zastrelen posledni vik
v Cechach (Andéra & Cerveny, 2009). Na Moravé a ve Slezsku se posledni zastFely vlka
datuji do let 1907 a 1914 (Andreska & Andreskova, 1993; Andéra & Cerveny, 2009).
Neni oviem pravda, Ze by se po téchto udalostech vlk na Gzemi Ceské republiky
nevyskytoval vlbec. Jeho vyskyt byl oviem ndhodny, méné casty a jednalo se o
migrujici jedince z okolnich populaci (karpatska na Slovensku a stfedoevropska
v Némecku a Polsku) (Andéra & Cerveny, 2009).

Bartosova (1998) a Andéra et al. (2004) stanovuji polovinu 90. let jako pocatek
navratu této Selmy do Ceské krajiny, konkrétnéji pohofi Beskydy a pozdéji se vlk zacal

objevovat i na Sumavé (Bufka et al., 2005).

3.2.7.2 Soucasny vyskyt

Flousek et al. (2014) se zabyval soucasnym vyskytem vlka vseverni a
severozapadni ¢asti Ceské republiky. Prvni zdznamy na tomto Uzemi se zaéinaji
objevovat od roku 2010 a to z Uzemi Ceského Svycarska a Krudnych hor z diivodu
expandujici populace v némeckém Sasku a zapadnim Polsku. Vyskyty byly ale
sporadické (Flousek et al., 2014).

Mnoho zdznam( o vyskytu vlka v oblasti Broumovska neni. Pfimé pozorovani
vzimé 1978 Rybar (1982) povazuje za méné duvéryhodné a je to prakticky jediny
zaznam o minulosti vlk( na Broumovsku (Flousek et al., 2014). OvSsem na podzim roku
2015 se objevily dvé fotografie Vaclava Klimy, na kterych je vidét zvife v mlze ndapadné
pripominajici vlka. V té dobé vsak fotopasti v okoli nic podobného nezaznamenaly. O
mésic pozdéji se vSak tak stalo a odbornici se shodli, Ze se se stoprocentni jistotou
jednd o vlka (Hnuti DUHA, 2015b).

V oblasti Jesenik(l provadéli vyzkum Kutal & Duhonsky (2014). Zde se mezi lety
2009 a 2013 podafilo vlika (nebo zndmky jeho pobytu) zpozorovat pouze dvakrat.

V prvnim pfipadé v roce 2009 slo o stopni drahu a ve druhém pfipadé v roce 2012 se
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jednalo o pfimé pozorovani (Kutal & Duhonsky, 2014). Velmi dobrou zpravu z této
oblasti pfinesl snimek z fotopasti, ktery byl pofizen na pocatku roku 2016. Zpravu o
tom podali odbornici zHnuti DUHA Olomouc ve spolupraci s Agenturou ochrany
pfirody a krajiny CR — Spravou CHKO Jeseniky, Lesy CR a Ceskym svazem ochrancd
prirody (Hnuti DUHA, 2016b).

Mezi lety 2003 a 2012 bylo na uUzemi Beskyd a Zapadnich Karpat ziskdano 50
udajl o mistnim vyskytu vlka obecného. Vérohodné udaje o vyskytu vsak byly obcasné,
spiSe sporadické (Kutal et al., 2014). Soucasné tu probihal monitoring pomoci
neinvazivni genetiky. Hulva et al., (2014) izoloval DNA z nalezenych vzork( trusu i moci.
v ¢ervenci 2012 nalezen mrtvy jedinec. Analyza DNA potvrdila, Ze se jednalo o mladou
samici vika. Témér po sto letech to byl bohuzZel jediny vérohodny dikaz o pfitomnosti
vlka v této oblasti (Hulva et al., 2014).

Oblast Karpat se nachdzi na pomezi populaci balkanské a vychodoevropskych.
Z tohoto dlvodu by mohly Karpaty predstavovat disperzni koridor pro migraci mezi
populacemi a dochdzelo by tim i k promichdvani haploskupin, které by ve vysledku
mobhlo pfinést zvyseni genetické variability (Hulva et al., 2014).

Sporadické vyskyty vlka obecného byly zaznamenany i na Sumavé. V roce 2015
a na zacatku roku 2016 byl na fotopastech zaznamendan hned nékolikrat. Jedna se
zfejmé spie o jedince, ktefi k nam p¥isli z Rakouska ¢ Némecka a pfes Sumavu pouze

prochdzeji. Neni zadny dlkaz o zaloZzeni smecky v této oblasti (Hnuti DUHA, 2015c).

2/24/2015 12:42 AM

Obrazek 17: VIk zachyceny fotopasti na Sumavé na zacatku roku 2015. (Hnuti DUHA, 2015a)
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Zaznam o zastfelu posledniho vika vroce 1874 pochézi pravé ze Sumavy,
konkrétné z reviru Lipka na Vimpersku (Andé&ra & Cerveny, 2009).

Zvy$e uvedenych Udaji je ziejmé, e vyskyt vika v Ceské republice je spise
sporadicky a dlouho dobu se jednalo pouze o migrujici jedince, ktefi ptes uzemi CR
pouze prechdzeli. Zlom nastal v roce 2014, kdy par, ktery prisel na CHKO Kokofinsko do
okoli Doks vyvedl mladé a trvale se zabydlel v Machové kraji. Tato smecka se podle
zaznam( z fotopasti v [été 2015 rozrostla o minimalné dalsi dva pfirQistky. Oficidlni

zpravu na svych strankach zverejnilo Hnuti DUHA Olomouc (Hnuti DUHA, 2016).

'“ = v kraj

e
ol e

ol5c

08/06/2014 06:20:56

Obrazek 18: Fotopast zachytila viée nékolikrat béhem Eervence a srpna 2014. (©AOPK CR, 2014)
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4 Cile praktické casti
e Vyhodnoceni pfitomnosti vik( v oblastech zapadnich Karpat, Kokofinska

a pfipadnych novych oblastni vyskytu.

5 Material

Vzorky byly sebrdny neinvazivnimi metodami béhem monitoringu velkych
Selem ve vybranych oblastech. Zpravidla se jednalo o trus, ktery byl sebran
dobrovolniky VI¢ich hlidek, které jsou Skoleny a organizovany Hnutim DUHA
v Olomouci. Trus mGze byt konzervovan dvéma zpusoby. Prvnim je zmraZeni a druhym
je uloZeni v ethanolu.

K dispozici bylo 28 vzorkd, které jsou vypsany v tabulce 1. U péti vzork( bohuzel
nebylo zndmo misto ani datum nalezu. Na obrazku 19 je mapa Ceské republiky

s vyznacenymi lokalitami nalezU.

Czestochowa
.

Slovensko
Slovakia

Obrazek 19: Lokality nalez( vzorkd na mapé.
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Tabulka 1: Tabulka se vzorky a podrobnéjSimi informacemi. Sloupec ,,izolace” vypovida o tspésnosti izolace
(1=Uspésné, 0= nelspésné).

Jedinec Rok Mésic misto izolace

V015 0
V215 0
V217 2015 2 Dolni Lomna, Moravskoslezské Beskydy, CR 1
V228 0
V233 0
V245 2015 6 Sutovska dolina, Mald Fatra, Slovensko 0
V251 2015 2 Riecnica, Slovensko 1
V254 2015 2 Kysucka vrchovina, Slovensko 1
V261 2015 6 NPR Biehyné, Kokofinsko, CR 0
V300 2015 8 Velka Raca, Slovensko 0
V302 0
V303 2015 9 Rheinmattal, Némecko 0
V335 2015 8 Velka Raca, Slovensko 1
V342 2015 8 Lalikovci, Slovensko 0
V375 2016 1 Hradcéanské stény, Kokofinsko, CR 0
V637 2016 1 Hradcéanské stény, Kokofinsko, CR 0
G015 2015 8 Velka Raca, Slovensko 1
G016 2015 8 Velka Raca, Slovensko 0
G045 2016 1 Podbezdézi, Ceskd republika 0
FO39 2016 1 okoli Bezdézu, Ceska republika 0
FO40 2016 1 okoli Bezdézu, Ceska republika 0
D778 2015 1 Okrouhlica, Kysucka vrchovina, Slovensko 1
D841 2014 3 Bzinska Hol'a, Oravska Magura, Slovensko 0
D939 2014 6 Zobrak, Mala Fatra, Slovensko 0
D940 2014 3 Okruhlica, Kysucka vrchovina, Slovensko 0
D974 2015 3 Kysucké Beskydy, Slovensko 0
D1003 2015 3 Oravska Magura, Slovensko 0
D1004 2015 3 Oravska Magura, Slovensko 0
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6 Metodika

Laboratorni ¢ast obsahovala izolaci DNA, namnozZeni vybranych Gsek( pomoci
PCR a prdci s pocitacovymi programy GeneMarker, STRUCTURE a GenAlIEx.

Zmrazeny trus byl okrajen po vnéjsich stranach, kde jsou zachyceny bunky
sliznice. Na vahach bylo navazeno 180 — 200 mg kazdého vzorku. Ddle jsme postupovali
podle ndvodu, ktery je pfilozen v izolacnim kitu. Pro tento vyzkum jsem pouzila kit
QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen) (Obrazek 21). Poslednim krokem je vymyti
DNA, ktera se zachytila na membrané. PouZili jsme 200 pl pufru ATE. V pfipadé
chceme-li koncentrovanéjsi extrakt, pouzijeme pouze 100 ul pufru ATE. Zménou pH

dojde k uvolnéni DNA z membrany.

Obrazek 20: 1zolacni kit.

Pfed vlastni PCR je potfeba k vyizolované DNA pfidat primery a dalsi slozky
reakéni smési, jako jsou nukleotidy, polymerdza a dalsi (PCR smés). K0,7 ul DNA
prfidame 3 pl Primer mixu a 3 pl Master mixu, které jsou komeréné dostupné v sadé
Canine Genotypes Panel 1.1. (ThermoFisher Scientific). Primer mix obsahuje primery
pro vSech 18 autozomadlnich lokus( a jeden pohlavné vazany — konkrétné: AHTk211,
CXX279, REN169018, INUO55, REN54P11, INRA21, AHT137, REN169D01, AHTh260,
AHTk253, INUOO5, INU030, Amelogenin, FH2848, AHT121, FH2054, REN162C04,
AHTh171 a REN247M23. Jeden z paru primer( je oznacen fluorescencnim obarvenim

na svém konci. Master mix obsahuje chlorid horecnaty, deoxynukleosidtrifosfaty a
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Phusion Hot Start DNA Polymerase. Tyto komponenty jsou uchovavany v teploté -20 °C
(Instruction Manual Canine genotypes Panel 1.1 F-860S/L).

Byl pouzit termocykler Mastercycler Eppendorf Gradient, na némz byl navolen
nasledujici program:

1) 98 °C; 3 min

2)98°C;15s

3)60°C;75s

4)72°C;30s

5) zpét ke kroku 2; opakovat 29krat

6) 72 °C; 5 min

Po namnozeni zfedime 0,5 ul PCR produktu 7 pl formamidu a 0,5 pl GeneScan™
— 500 LIZ® Size Standard. Liz500 je standard urceny pro dimenzovani fragmentld DNA
vrozmezi 35 — 500 bp a poskytuje 16 jednovldkennych fragmentd. Kazdy
fragment DNA je oznacen vlastnim fluoroforem, coZz ma pfi denaturacnich i nativnich
podminkach za nasledek jediny peak. Nasledné probéhne denaturace vldken pfri
inkubaci v 95°C po dobu 5 minut. Tyto produkty byly odeslany na fragmentacni analyzu
na Prirodovédeckou fakultu Univerzity Karlovy v Praze.

Zpétné zasland data jsou odelitdna manuadlné v programu GeneMarker®.
Vzorky, které se nepodafilo vyizolovat, jsem vyradila. Vysledky byly zaokrouhleny podle
predchozich praci. Vté mé je pouzit dataset ze ¢ldnku Smetanova et al. (2015). Do
tohoto datasetu jsem pridala své vzorky, které se podafilo vyizolovat a pustila je
v programu STRUCTURE 2. 3. 4. (Pritchard, Stephens & Donnelly, 2000).

Program STRUCTURE 2. 3. 4. jsem nastavila takto:

e Number of individuals: 66

e Number of loci: 18

e Missing data value: 0

e Data files stores data for individual in a single line
e |D for each individual

e Putative population origin for each individual
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Length of burn-in period nastaveno na 100 000, coz tvofi pocet opakovani nutnych
pro ustaleni analyzy, které jsou posléze umazany a Number of MCMC Reps after burnin
na 900 000, coz tvofi finalni pocet opakovani v analyze. Pocet zadanych klastr( (K) byl
nastaven od K= 1 do K= 4. Pro kazdy klastr byla analyza opakovana tfikrat. Vysledky
analyzy byly zviditelnény v programu Structure Harvester (Earl Dent & von Holdt,
2012).

K ziskani populacnich charakteristik byl pouZit program GenAlEx 6.5 (Peakall &
Smouse, 2012). V tomto programu mUzeme zjistit mnoho podrobnéjsich charakteristik.
Pro svdj vyzkum jsem zvolila pocet alel (Na), pozorovand heterozygozita (Ho),
ocekdvana heterozygozita (He) a pocty privatnich alel.

Pro vypocteni indexu inbreedingu (Fis) byl pouzit program Genepop (Raymond

& Rousset, 1995).

36



7 Vysledky

Mikrosatelity se podafilo amplifikovat pouze u 6 z 28 vzorkU. V tabulce 2 a na

obrdzku 22 jsou vytdhnuty informace z pfedchozi tabulky.

Tabulka 2: Tabulka vyizolovanych vzork.

Jedinec Jedinec rok mésic misto
1v217 2015 2 Dolni Lom Moravskoslezské Beskydy
2 D778 2015 1 Okrouhlic Kysucka vrchovina
3 G015 2015 8 Velka Raci Kysucké Beskydy
4 V251 2015 2 Riecnica Kysucka vrchovina
5V254 2015 2 Riecnica Kysucka vrchovina
6 V335 2015 8 Velké Rac Kysucké Beskydy
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s ) ¥

Ostrava 8
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A\ Nowy Sacz
Olomouc 9

Krynica:Zdrg

o :
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1
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,<’ \»‘
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Kosice:
Slovensko &
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Obrazek 21: Lokality vyizolovanych vzorki.

Obrazek 23 potvrzuje, Zze zkoumané vzorky jsou vli¢i. Pfi K=2 doslo k jasnému
rozdéleni psa a vlka. Populace 1 je Sest zkoumanych vzorkl. Populace 2 jsou vzorky
vlkd z datasetu Smetanova et al. (2015), odkud je i populace 3 a 4. Tady se jedna o psy

plemen Ceskoslovensky vi¢ak a Némecky ovéak.

37



01 31 (1) Ti2) 92y 11(2) 13(2) 15(2) 17i2) 19(2) 2102) 23(2) 25(2) 27(2) 29(3) 3(3) 33(3) 35(3) 3T0(3) 39(3) 4103} 43(3) 450(3) 47(3) 49(;
1) 1062) 122) 14(2) 1BI(2) 18(2) 2002) 22(2) 24(2) 26(2) 28(3) 3003) 32(3) 34(3) 36(3) 38(3) 40(3) 423) 44(3) 46(3) 48(4)

0}
S0(4)

1 41) B(1) 82

B

51(4) 53(4) 55(4) 57(4) 53(4) B1(4) B3(4)
521 B4(4)

4
5d(4) S6(4) 56(4) B0(4) 62(4) GE(4)

Obrazek 22: Pfi K= 2 doslo ke zietelnému rozdéleni sledované skupiny jedinct. Zelena znadi vi¢i genotyp,
cervna psi.
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Obrazek 23: Pfi K= 3 je naznacena struktura vI¢i populace. Psi ¢ast z(stava stejna.
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Obrazek 24: P¥i K= 4 doslo k rozdéleni psi populace na své plemena (Ceskoslovensky vi¢ak, Némecky ovéak.
VICi populace pfiblizné stejna jako p¥i K= 3.

Pfi nastaveni K=3 (Obrazek 24) a K=4 (Obrazek 25) je naznacena dalsi struktura

sledované populace.
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Obrazek 25: Vysledny graf z programu Strucrure Harvester (Earl Dent & von Holdt, 2012) zobrazujici podporu
pro klastry vymezené programem STRUCTURE 2. 3. 4. (Pritchard, Stephens & Donnelly, 2000). Jednoznacné
nejvétsi je pri K= 2.

Structure Harvester (Earl Dent & von Holdt, 2012) vygeneroval nejvétsi podporu

pro K=2. Pro K=<3; 9> je graf témér shodny (Obrazek 26).

Tabulka 3: Populacni charakteristiky. Na (pocet alel), Ho (pozorovana heterozygozita), He (ocekavana
heterozygozita), Fis (koeficient inbreedingu), procentudlni zastoupeni privatnich alel v genomu (¢islo je
pramérem jednotlivcti populace), pocet privatnich alel v genomu (éislo je primérem jednotlivcl populace).

Populace Na Ho He Fis % zastoupeni priv. Alel Po¢. privatnich alel
1 4.778 0.6083 0.712 0.2517 0.8890 16

2 6.389 0.6517 0.693 0.0818 1.8330 33

3 4.389 0.5546 0.547 0.0128 0.5000 9

4 4.444 0.6008 0.584 -0.0027 0.7780 14

V tabulce 3 jsou vysledky analyzy sledované populace v programu GenAlEx 6. 5.
Zadana dCisla jsou primérem jednotlived nami vymezené populace. Populace
karpatskych viki ma pfiblizné dvojnasobny pocet jak privatnich alel, tak alel obecné
oproti nami sledované populaci ¢. 1. Pfi porovnani heterozygotnosti pozorované a
oCekavané nejsou rozdily markatni. Vétsi rozdil je zpozorovan ve zkoumané prvni
populaci. | pfes to lze statisticky Fici, Ze se zde neprojevila vyznamna odchylka od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy. VSechny lokusy jsou 100% polymorfni u vSech
populaci. Nejvétsi stupen inbreedingu (Fis — index inbreedingu) pro zméfen pro
zkoumanou populaci. Hodnoty jsou pfiblizné trojndasobné (viz tabulka 3) oproti

karpatské populaci. Nejmensi inbreeding byl naméfen ve sledované populaci
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Némeckych ov¢akl. Na obrazku 27 je znazornén graf, ktery vypovidd o genetické
podobnosti zadaného datasetu. Koordinata 1 vysvétluje 21,93 % variability, zatimco

koordinata 2 vysvétluje 7,74 %.

Principal Coordinates (PCoA)
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Obrazek 26: Vysledny graf znazorfiujici genetické rozdily mezi jedinci. €v= Ceskoslovensky vi¢ak, NO=
Némecky ovcak.
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8 Diskuze

PFi PCR bylo uspésné amplifikovano 21 % vzorkd. K amplifikaci nedos$lo u DNA,
kterd byla ziejmé velmi fragmentovana a degradovana. To mlze byt zplisobeno stafim
vzorku, na ktery pusobily vnéjsi podminky, jako je nevhodna teplota a vihkost. U
neinvazivnich metod je nizkd vytéZnost a velka pravdépodobnost degradace DNA
obvykla (Taberlet et al., 1999). V nasem pripadé se primery amplifikovaly spiSe na
kratSi lokusy, coz svédci o fragmentaci nami vyizolované DNA.

Analyza v programu Structure u vysledkl pro K=2 oznacila vSechny ndmi
zkoumané jedince jako vlky, avSak u jedince Cislo jedna z Dolni Lomné je viditelny
prekryv s populaci domacich psl. Z obrazku 22 znazornujiciho variabilitu zkoumanych
vzork( je taktéZz zfejmd genetickd podobnost naseho vzorku €. 1 s datasetem psU ze
studie Smetanové et al. (2015), coZz podporuje teorii, Ze by se mohlo jednat o hybrida
psa a vlka. Abychom vyhodnotili tohoto jedince jako hybrida, je potfeba celou analyzu
zopakovat od extrakce DNA a analyzovat tohoto jedince metodami pfimo navrzené pro
testovani hybridnich kategorii jako je napf. NewHybrids (Anderson et al., 2000).
Rozdéleni analyzovaného datasetu na dva klastry, oddélujici viky a psy, mélo nejvétsi
podporu v programu Structure Harvester, coZ odpovida vysledkdm prace Smetanové et
al. (2015).

Geneticka strukturovanost vicich populaci je viditelna pfi analyze vyssiho poctu
klastri. Abychom v3ak dokdzali korelovat tuto strukturu napfiklad s geografickymi
bariérami ¢i environmentalnimi podminkami, je potfeba v dalsi praci pouzit metody
krajinné genetiky.

Czarnomska et al. (2013) sledovala stfet dvou populaci na polském uzemi.
Vjizni Casti Polska, ktera sousedi slokalitami nalez naSich vzork(l (Obrazek 13,
subpopulace S1), bylo zjisténo nizsi procentualni zastoupeni privatnich alel a to 0,091.
V porovnani s nasi populaci 1 a 2 je to velmi malo. Vy3si zastoupeni privatnich alel v
naSem datasetu muUZe byt vSak zpUsobeno Cisté ndhodné vzhledem k omezenému
poCtu analyzovanych jedincl. Nékteré alely tak mohly byt zaznamenany pouze u
jednoho jedince, prestoze v celkové populaci mohou byt bézné.

Stejné jako v praci Smetanové et al. (2015) byl u vi¢ich populaci zjistén vétsi

pocet alel, vyssi heterozygotnost a nizsi stupen inbreedingu. Mezi zkoumanou populaci
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a kontrolni populaci nebyly rozdily pfili§ vyznamné. Analyza hlavnich koordinat (PCoA)
taktéz naznacuje prekryv ndmi zkoumanych a kontrolnich vzork.

Velkou nevyhodou této analyzy je maly pocet amplifikovanych vzorkd a proto
nelze s velkou pravdépodobnosti stanovit konkrétni prognézy a zavéry pro populaci
v této oblasti. Ddle je nemoZzné porovnat naSe data s oficidlnimi daty z predchozich
vyzkumuU karpatské populace na Slovensku, protoze takova jesté nebyla publikovana.

To znemoznuje objektivni porovnani.

42



9 Zaveér

Z literarni reSerSe vyplyva, Ze fragmentovanost evropské populace se smérem
z vychodu na zdpad kontinentu zvysuje, a jeji jednotlivé ¢asti jsou izolované. Avsak diky
stoupajicimu trendu témér vsech populaci (mimo populaci v Sierfe Morené a Karélii)
(Kaczensky et al., 2012), ktery je zplUsoben lepsi pravni ochranou ve vétsiné evropskych
zemi, vici osidluji nova uUzemi. Vbudoucnu by tak mohlo dojit ke stabilnéjSimu
propojeni nékterych populaci, ¢imz by se velmi snizilo riziko inbreedingu a zvysila by se
geneticka variabilita. Takovyto potencidl ma napfiklad dindrsko-balkanska populace
s alpskou i karpatskou populaci. Nejizolovanéjsi populaci se zda byt iberijska
populace.

Vyskyt vlika obecného (Canis lupus) v oblasti zapadnich Karpat m{zeme potvrdit
na zakladé ndlezu vzorku trusu, jehoZz plvod byl uréen jako vlI¢i. Vzorky z Kokofinska
bohuzel nebyly v mé praci amplifikovany, ale zde jiz existuje mnoho spolehlivych
dlkaz(, hlavné predchozich genetickych analyz trusu a snimku z fotopasti.

V oblasti slovenskych Karpat je dalsi vyzkum vlk( velmi doporucen. Zjisténi
populacnich charakteristik pro karpatskou a stfedoevropskou populaci, které se
nevztahuji pouze k Polsku (Czarnomska et al., 2013), ale jsou komplexni pro kazdou
populaci, bude velmi prospééné i pro budouci ¢eskou populaci. Pravé Ceskd republika

leZi na uzemi, na némz by se mohly tyto dvé populace v budoucnu propojit.
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