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Abstrakt

Tetiivek obecny (Lyrurus tetrix) patii mezi silng ohrozené druhy Ceské republiky
a pocetnost jeho populaci se trvale snizuje v dasledku fragmentace krajiny a ubytku
vhodnych stanovist. Zaroveini je tento druh velmi citlivy na hluk a jeho ruSeni
v zimnich a jarnich mésicich vede ke snizovani jeho pocetnosti. Pro vybér vhodného
zpusobu ochrany je dulezité porozumeéni genetické diverzité a struktufe jeho populaci.
Cilem této prace je vyhodnotit soucasny stav, konkrétné genetickou diverzitu
a strukturu tetfiv¢ich populaci na uzemi Jizerskych hor a Krkono§, a porovnat s daty
pred 15 lety. Byly analyzovany neinvazivni genetické vzorky (trus a pefi) tetiivki
obecnych (n=599) celkem na 13 mikrosatelitovych lokusech a pohlavnim markeru
a timto zpusobem bylo ziskano 159 unikatnich genotypu v péti piedem definovanych
populacich. Geneticka diverzita byla srovnana s dalSimi evropskymi populacemi a jeji
hodnoty odpovidaji ostatnim izolovanym populacim v Evrop€. Pozitivni vSak je,
ze ani v jedné z populaci zatim nebyl zjistén inbreeding. Geneticka struktura byla
zjistovana pomoci Baysianského pristupu a DAPC a odhalila jasné klastrovani (min.
K= 3), kde se zieteln¢ oddéluji Jizerské hory od Krkono§ a pak vychodni krkonosska
populace. Zapadni a centralni krkonosské populace jsou nejpocetnéjs§i a s nejvetsi
pravdépodobnosti mezi nimi dochazi ke genetickému toku. Dalsi okrajova populace,
kterou je populace vychodni, je pravdépodobné jiz izolovana. Zda se, ze populacni
struktura tetfivka obecného v této oblasti je ovlivnéna nejen distribuci vhodnych
biotopu, ale také pritomnosti lidi (frekvenci cest a lyzafskych stiedisek), ktera pro né
predstavuji disperzni bariéru. Pii porovnani historickych a soucasnych dat nebyly
zaznamenany zadné signifikantni rozdily v genetické diverzité, pouze nepatrny trend
ve snizovani genetického toku, i kdyz stale pozorujeme vyznamny klesajici trend
v pocetnosti tetfivku. To je pravdépodobné zptuisobeno zpozdénim vlivu genetického

driftu na diverzitu a strukturu tetfiv¢ich populaci.

Klicova slova: Lyrurus tetrix, mikrosatelity, neinvazivni DNA, ochranafska populacni

genetika



Abstract

The black grouse (Lyrurus tetrix) is a highly endangered species in the Czech
Republic. Its population is constantly decreasing due to the fragmentation of the
landscape and the loss of suitable habitats. At the same time, this species is susceptible
to noise, and tourist disturbance in the winter and spring months leads to a decrease in
numbers. Understanding the genetic diversity and structure of the populations is vital
for choosing an appropriate protection method. This work aims to evaluate the current
state, specifically the genetic diversity and structure of grouse populations in the Jizera
Mountains and the KrkonoSe Mountains. Non-invasive genetic samples (droppings
and feathers) of black grouse (n=599) were analysed at a total of 13 microsatellite loci.
In this way, 159 unique genotypes were discovered in five populations. Genetic
diversity was compared with other European populations and its values correspond
to other isolated populations in Europe. However, the positive thing is that inbreeding
has not yet been detected in any of the populations The genetic structure was
determined using a Bayesian approach and DAPC and revealed an apparent clustering
(min. K= 3) where the Jizera and the KrkonoSe Mountains and the eastern population
are separated. The western and central populations are the most extensive, and there
is a genetic flow between them most likely. The gene flow between the populations is
preserved only in the central populations. The peripheral population, which is the
eastern one, is probably already isolated. The population structure of the black grouse
in this area is influenced not only by the distribution of suitable habitats but also by the
presence of people (frequency of roads and ski areas), which represent a dispersal
barrier for them. Comparing historical and current data, I found no significant
differences in genetic diversity were noted, only a slight trend in decreasing gene flow.
Although we still observe a significant downward trend in the black grouse numbers.
Due to a delay in the effect of genetic drift on the diversity and structure of the black

grouse populations.

Key words: Lyrurus tetrix, microsatellites, non-invasive DNA, conservation

population genetics
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1. Uvod

Ubytek druhové diverzity nasi planety a soudasné vymirani druhd je zpiisobeno
vlivem chovani lidstva a lisi se tak od hromadnych vymirani v minulosti. Mezi faktory
zpusobujici vymirani fadime napfiklad intenzivni hospodafeni v krajin€, materialni
spotfebu, urbanizaci a s ni spojenou fragmentaci krajiny. Pravé rychle rostouci lidska
populace, ktera se za poslednich 150 let zmnohonasobila, je povazovana za hlavni
pti¢inu masivnich ztrat druhové diverzity. Ve spojitosti s tim biologové predpoveédéli
ubytek desitek tisic druht v nejblizsich desetileti (Brown & Laband, 2006, Primack et
al., 2011). Malé populace ¢asto mohou trpét nizkou genetickou diverzitou, ktera muze
byt zpusobena inbreedingem nebo genetickym driftem (Frankham, 2003),
to zpusobuje nizs§i schopnost reagovat na zmény prostiedi a nasledné vede ke
zvySenému riziku vyhynuti (Keller & Waller, 2002; Tallmon et al., 2004). Pravé
porozuméni genetické diverzité populaci volné zijicich druhli a také dusledkim
fragmentace stanovist’ je krucialni pro jejich ochranu (Creel et al., 2003; Hajkova et
al., 2006; Sittenthaler et al., 2018). Napfiklad u orlosupa bradatého, jenz byl na zacatku
20. stoleti vyhuben, je pochopeni populacni struktury zasadni pro posouzeni stavu
jejich ochrany, pro fizeni chovi a jejich nasledny navrat do pfirody. Ve studii
Loerchera et al. (2013) zjistili, ze vypusténi jedinci vykazovali pomérné vysoky
koeficient inbreedingu, jelikoz efektivni velikost byla odhadnuta pouze na 28 jedinca.
Proto se doporucuje dalsi vypousténi jedinci pro posileni genetické diverzity

populace.

Porozuméni témto faktorim je dulezité predevSim u druhd citlivych
k environmentalnim a krajinarskym zménam jako je tetfivek obecny (Lyrurus tetrix)
(Flousek, 2016; Sittenthaler et al., 2018; §t’astn3’1 et al., 2021). V zapadni a stfedni
Evropé v soucasnosti preziva jen v horskych oblastech (Keller et al. 2020). Naptiklad
ve Francii a sousednim Némecku, podobné jako v Ceské republice, zcela vymizel
z nizin a stfednich poloh. Lze ho zde proto povazovat za vlajkovy druh pro horské
nelesni ¢i prechodové ekosystémy. Jejich pokles je kromé ubytku a fragmentace jejich
biotopt také zpusoben predaci ¢i ruSenim turisty v zimnim obdobi (napf. Arlettaz et

al., 2013; Baltic, 2005).

Na uzemi Ceské republiky se jeho poletnost trvale snizuje, béhem poslednich 40 let

z krajiny vymizelo celkem 80 % tetiivkt (Flousek, 2019), kdy odhadovany ubytek ¢ini
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nejméné 20 % v pribéhu pét let (Chobot, 2017). Na tizemi Ceska se vyskytuje ve tfech
horskych oblastech, na Sumavé a v Boleticich, v Kru§nych a Doupovskych horach
a v Krkonogich a Jizerskych horach. Udaje o genetické diverzitd tetfivka v Ceské
republice jsou znamé z genetické studie provedené pred 15 lety (Svobodova et al.,
2011). Studie naznacila negativni vyvoj, ktery poukazoval na izolovanost jednotlivych
populaci téchto lesnich kurti. Cilem mé diplomové prace bylo vyhodnotit genetickou

diverzitu a strukturu populaci v regionu Krkonos a Jizerskych hor.

1.1. Cile prace a hypotézy
V ramci literarni reSerSe popiSu rozsifeni, ekologii a ohrozeni a populacni

genetiku tetfivka obecného.

Vyhodnotim genetickou diverzitu a strukturu Krkonossko-jizerskohorské populace.

Predpokladam nizsi genetickou diverzitu a geneticky tok u okrajovych populaci.

V posledni fadé€ budu porovnavat vysledky s historickymi daty, které byly vzorkovany
pred 15 lety (Svobodova et. al. 2011). Vzhledem k snizovani pocetnosti tetiivki
u soucasné (recentni) populace predpokladam nizs§i genetickou diverzitu a vyssi

strukturovanost (tj. niz8i geneticky tok mezi populacemi).



1.2. Tetrivek obecny (Lyrurus tetrix)

Tettivek obecny obyva souvisle takika cely palearkticky pas borealnich lest
od Velké Britanie az po Ochotské mote (Obr. 1). Smérem na jih pronikéa do tizemi, kde
se vyskytuji raselinist€, viesoviste €i horské louky jako napftiklad Karpaty nebo Alpy,
zde je tetfivek povazovan za tzv. glacialni relikt (Corrales et al., 2014). Evropska
populace tetfivka obecného je soustfedéna predevsim do severni poloviny kontinentu,
ve Svédsku a Finsku se vyskytuje 90 % evropské populace dali hojny vyskyt mizeme
pozorovat v alpskych regionech, kde se pocetnost pohybuje od 100 do 1000 para
v jednotlivych oblastech. Zbylé regiony Evropy, jako jsou i ¢eska pohranicni pohoii,
tvori pouze zlomek populace a poCetnost je zde jiz jen v desitkach para (Keller et al.

2020).

Mongolsko

=

Korej Japosko
republika
oAl

Tu\‘ﬁisko
Maroko

wiE LD Y Libye Eaypt

Obrazek 1: Svétové rozsireni tetiivka obecného, http.//datazone.birdlife.org/species/factsheet/black-grouse-
Iyrurus-tetrix

1.2.1. Ekologie druhu

Tetfivek obecny je kurovity ptak patfici do Celedi bazantoviti (Phasianidae),
do podceledi tetfevovitych (Tetraonidae) a do fadu hrabavych (Galliformes).
Ptirozena délka zivota je u tetfivka nejnizsi z Celedi Tetraonidae, a to pét let (Cramp

& Simmons 1980).

Primarnim biotopem tetfivka je tundra a v niz§ich zemépisnych Sitkach obyva krajinu
podobného charakteru. Tito ptaci nejradéji sidli na mistech, kde se stiidaji jehli¢naté
a smiSené lesy s pasekami, raselinisti, viesovisti, loukami a pastvinami (Sittenthaler et

al., 2018; Starling-Westerberg 2001). Mezi hlavni slozky potravy patfi brusnicovité


http://datazone.birdlife.org/species/factsheet/black-grouse-

ketfe (Vaccinaceae) s viesem obecnym (Calluna vulgaris) a v zimé to jsou piedevs§im

listy, jehlice, jehnédy a pupeny riiznych drevin (Starling-Westerberg 2001).

Co déla tento druh zajimavym je jeho zptisob rozmnozovani a jejich tokani (lekking),
kdy se samci v brzkych rannich hodinach shromazd’uji na tokanistich a bojuji mezi
sebou ve snaze ziskat samice (Stastny et al., 2006). Samice se paii pouze jednou pii
své posledni navstéve tokanisté a veskerou energii vynalozi na péci o snisku, priCemz
kohouti se snazi ziskat dal§i samice. Jedna se tedy o polygynni druh. Primarni vyhoda
z vybéru nejlepsiho partnera je povazovana spiSe za nepiimou v podobé kvalitnich
genu pro potomky (Anderson 1994). Je tieba poznamenat, ze v pfirodé muzeme
pozorovat i nelekujici populace skopulaci solitérnich samcd. Vznik téchto
nelekyjicich populaci je pravdépodobné podminén nizkou populacni denzitou
(Hoglund & Stohr 1997). Presun z lekujici na nelekujici populaci by mél byt pro
ochrance piirody alarmujici signal, jenz poukazuje na snizovani efektivni velikosti

populace a na jeji klesajici trend (Svobodova et al., 2011)

Obrdzek 2: Tetrivek obecny — samec a samice a jejich sexualni dimorfismus, Foto: Ondiej Prosicky, z webu:
www.krnap.cz/ohrozeny-tetrivek-obecny

Jedna se o staly druh, ktery nedokaze preletét desitky ¢i stovky kilometrd, délka jejich
domovniho okrsku se pohybuje od 1 do 20 km? v zavislosti na pohlavi a roénim
obdobim (Caizergues et al., 2003). Rozptyl tetfivka je uren predevs§im pohlavim
s natalni disperzi samic (5-29 km) a filopatrii samct (mén€ nez 2 km) (Caizergues &

Ellison, 2002). Velikost jejich okrska se lisi i mezi populacemi a zavisi na mnoha


http://www.krnap.cz/ohrozenv-tetrivek-obecnv

faktorech, v naSich podminkach méfi okrsek primérné od 50 do 480 ha (Malkova et

al., 2000; gt’astny et al., 2000).
1.2.1. Rozsifeni a pocetnost v Ceské republice

Ve stiedni Evropé tento druh prodélal v poslednich dekadach masivni pokles
v poCetnosti a zbyva pouze par malych izolovanych populaci (Keller et al. 2020,
Segelbacher et al., 2014). Na nasem uzemi je vyskyt populaci omezen jiz jen na
pohraniéni pohoii (Stastny et al., 2021), coz mizeme vid&t na obrazku &. 3. V imisemi
postizenych oblastech vyhledavaji rozsahlé holiny a ve vojenskych prostorech jim

vyhovuji dopadové plochy a uzemi narugované tézkou technikou (Stastny et al., 2006).

® moing hnizdéni
@ pravdépodobné hnizdéni

@ prokdzané hnizdéni

Obrdazek 3: RozSiFent tetiivka obecného v Ceské republice, Atlas hnizdniho rozsifeni ptékii v Ceské republice 2014—
2017, Stastny et al. 2021

Tetfivek obecny byl v minulosti velmi cennou lovnou zvéfi a jsou o jeho pocetnosti
vedeny podrobné zaznamy. V Ceské republice jeho populace klesaji od zagatku 20.
stoleti, v 50. letech se jesté vyskytoval na vétsin€ naseho uzemi, ale v 80. letech jiz jen
na 15 % uzemi a v letech 2014-2017 pouze na 7 %. Jediny narust populace v minulosti
byl zaznamenan v 70. letech, kdy doslo k rozpadu lesti v pohrani¢nich pohoftich diky
imisni kalamité (Stastny et al., 2021). Ptaci zmizeli zniZin a nyni piezivaji jen
v pohrani¢nich pohoftich a ve vSech téchto oblastech zaznamenavame klesajici trend.
Dramaticky pokles zaziva piedevsim Sumava, kde za 40 let vymizelo 95 % populace

na soucasnych zhruba 50 samct (Flousek, 2019). V Krusnych horach, kde hnizdi



témeér polovina vSech nasSich tetfivka, byl taktéz zaznamenan pokles, a to z 266 na 147
kohoutkd (rok 2019) (Stastny et al., 2021). V Jizerskych horach na pogatku tisicileti
byl zaznamenan vyskyt okolo 100 kohoutkt, v roce 2019 tomu uz bylo jen 30
kohoutkd (Lesy CR ©2022). Stav je kriticky také pro Krkonossky narodni park, kde
vroce 2020 pii sCitani zaznamenali 89 jedinci (62 kohoutkd) (Flousek, 2020).
V nasledujici kapitole se proto zaméfim na pfi¢iny ohroZeni a divody ubytku tohoto

druhu.



1.3. Ohrozeni tetrivka obecného

Ubytek a ohrozeni spo&iva v kombinaci nékolika faktort jako je fragmentace
a degradace stanovist, klimaticka zména, predace ¢i turismus a tyto pfimé i nepiimé
faktory znazoriuje obrazek €. 4 (Storch, 2000). Jednotlivymi faktory se budu zabyvat

v nasledujicich kapitolach.
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Obrazek 4: Primé i neprimé faktory zpiisobujici ohroZeni tetFivka obecného, Storch 2000.

1. 3. 1. Fragmentace a ubytek vhodnych stanovist’

Jedna z pricin ubytku tohoto druhu je prisuzovana ztraté prirozeného habitatu
(j. viesovist a raselinist), stejné tak 1 odvodiiovani a intenzifikaci zemédélstvi (Keller
et al. 2020). V duasledku pasobeni lidskych aktivit jako je zemédélstvi a lesnictvi je
vyskyt tetfivkll omezen pravé na hory, kde je hospodafeni méné intenzivni. AvSak
fragmentace krajiny lidskymi aktivitami se od poloviny 20. stoleti zvySuje 1 ve vysSich
polohach, a tak mizi pfirozena stanovisté tetfivka ve vrcholovych partii hor (Arlettaz
et al., 2013). Fragmentace krajiny a nevhodné hospodafeni zpusobuje snizovani
pocetnosti populaci a zvySuje tak jeji izolovanost, coz nam potvrzuji 1 genetické studie
(napt. Caizergues et al., 2003; Hoglund et al., 2006, Rutkowski et al., 2018; Svobodova
et al., 2011).

V Krkonosich a Jizerskych hordch momentalné dochéazi k sukcesnim zménam
v lesnich porostech, kdy zartstaji rozsahlé imisni holiny, které vznikly velkoplo§nym

rozpadem lest (Flousek & Volf, 2012).



1.3.2. Predace

Vyznamnym faktorem je predace, ktera nepfiznivé pusobi na Uspé€Snost
hnizdéni a prezivani mladych i dospélych ptaki (Warren & Baines, 2002). Mezi
zivocichy, ktefi negativné ovliviluji zejména uspéSnost hnizdéni, patii krkavcoviti

ptaci, lasicovité Selmy, liska obecna a prase divoké (Bergmann & Klaus 1994).

Mira predace, hnizdni GspéSnost a prezivani tetfivku je urCeno nékolika ptirodnimi
faktory, mezi které patii dostupnost alternativni kofisti pro predatory, vék i pohlavi
tetfivka a vhodné pocasi v dobé€ hnizdéni (Kurki et al., 1997; Summers et al., 2004).
Intenzita predace zavisi na aktualnich oscilacich populaci drobnych hlodavci.
Ve §védské studii bylo prokazano, Ze v sezonach, kdy bylo méné malych savci,
se snizuje reprodukéni uspéch tetfivki (Angelstam, 1979). Predace umélych hnizd
(simulyjici hnizda tetfivka) byla v Krusnych horach nejcast€ji zptsobovana liskou
a kunou (Salek et al., 2004). Avsak v okoli horskych chat byla predace zptisobovana
spiSe krkavcovitymi ptaky, ktefi sem jsou pfitahovani diky potravinovym zdrojim
ve formé odpadku (Storch & Leidenberger, 2003). Studie Cukora et al. (2021)
odhalila, ze vysoky preda¢ni tlak na hnizda tetfivka obecného koresponduje
s rostoucimi populacnimi trendy divokych prasat a mezopredatort ve stfedni Evrope.
Predaci je vSak nutné povazovat do zna¢né miry za piirozeny jev a zivotaschopna

populace si s ni musi byt schopna si poradit.
1.3.3. Turismus

Tetfivek obecny je klicovy druh lesnich horskych ekosystémi, jenz
se vyskytuje v nadmotské vySce 1400-2300 m. n. m., kde se nachazi vétSina lanovek
a sjezdovek u nas i ve stfedni Evropé (Obr. 5). V Evropé je situovano 55 % skiarealt
celého svéta a Ceska republika se pohybuje na 9. misté v celkové navstdvnosti
skiarealti (Vanat, 2014) a na 8. misté v po¢tu skiarealt (Statistica ©2023). PtiCemz
vétsina Ceskych sportovnich arealt je situovana praveé v Krkonosich (Vystoupil et al.,
20006). Nejveétsim zasahem do prirody je vSak realizace samotného skiarealu a vystavba
sjezdovych trati spojena s likvidaci lesa a terénnimi Upravami. Dochazi tim k narusSeni

vodniho rezimu a fragmentaci krajiny (Wipf et al., 2005).
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Obrdzek 5: Atlas cestovniho ruchu Ceské republiky — v Krkonosich je situovina vétsina zimnich stredisek CR. Atlas
cestovniho ruchu Ceské republiky — Vystoupil et al., 2006.

Rekreacni a sportovni aktivity se v posledni letech povazuji za vyznamny faktor
ovlivilyjici populace lesnich kurti, v€etné tetiivka (Zeitler, 2000). Negativni vliv na
populace tetfivkti ma predevsim zimni turistika, at’ uz se jedna o sjezdové lyzovani
nebo skialpinismus, bézecké lyzovani ¢i chlize na snéznicich ve volném terénu.
Tetfivci zimu travi v norach vyhrabanych do snéhu a opousti ji jen po ranu a k veCeru
kvuli potravé (Marjakangas et al. 1984; Marjakangas 1992). I mirna Groven ruseni
turisty v zimnich mésicich ve volném terénu zpisobuje chronicky stres s naslednymi
dopady na jejich zdravotni stav jako je zvySend mortalita, zvySena predace nebo
neuspésné rozmnozovani. Ptaci po vyruSeni travi také delsi Cas obstaranim potravy,
coz zvySuje riziko predace (Arlettaz, et al. 2013). Baltic (2005) dopliiuje, Ze ruseni

prodluzuje dobu sbéru potravy o 23 % rano a o 12 % za cely den.

Rada studii se vénuje vlivu skiareald a testuji hladinu stresového hormonu u tetfivka
obecnych. Arlettaz et al. (2007) zjistili trvaly nardst stresového hormonu
kortikosteronu béhem ¢ty dni opakovaného ruseni tetfivka. Uz jen jediné vyplaseni
za den zvysilo jeho hladinu na 120-150 % normalni koncentrace. Braunisch et al.
(2011) na tzemi Svycarskych Alp zjistili, Ze se viak tetiivci vyhybaji lyzafskym

arealim a lokalitam ve volné pfirodé s Castym pohybem turistd. Dale Patthey et al.



(2008) ukazali vyrazny negativni vliv zimnich sportovnich aktivit na tokajici tetfivky,

jejich lokalni pocetnosti je v lyzarsky vyhledavanych oblastech az o 36 % mensi.

Problematické je ale i ruseni tetfivkl na jafe v dobé toku. Od konce biezna do poloviny
kvétna se samci po rozednéni shromazduji na tokanistich, t. Kdyz jsou ale opakované
ruSeni, nemusi dojit ke spafeni a slepiCka pak snese neoplodnéna vajicka. Vétsina

samic se totiz rozmnozuje pouze jednou za celé hnizdni obdobi (Lebigre et al., 2007).

Turistické aktivity lze povazovat za nejvyznamnéjsi negativni faktor pro nasi kli¢ovou
populaci tetfivki v KrkonoSich (Flousek & Volf, 2012). Nejvétsi intenzita
navstévnosti je zde zaznamenavana kazdoro¢né ve vrcholné zimni (leden—nor) a letni
(Cervenec—srpen) sezoné (Erlebach & Romportl, 2021). Kravka (2019) upftesiuje,
Ze v zimnim obdobi se v Krkonosich pohybuje na 2 miliony navstévnikta. Tak velké
mnozstvi zimnich turistG vyzaduje kvalitni infrastrukturu a zvySuje se tak tlak
investorti na budovani novych ¢i rozsifovani stavajicich lyzafskych arealt, zvySovani
ubytovaci kapacity rekreacnich objektl a strojovou tpravu bézkarskych trati (Flousek,
2016). Freeridové aktivity zas probihaji mnohdy nelegalné, a to na Gizemi ptaci oblasti
a narodniho parku, tedy v oblastech s deklarovanym nejvyS§sim stupném ochrany

ptirody (Flousek & Volf, 2012).
1.3.4. Neviditelné prekazky

Nemusi se vzdy jednat jen o neptfimé vlivy, jako je zvySena hladina stresového
hormonu, ale sjezdové arealy mohou mit v ojedin€lych piipadech i dusledky piimé,
kdy se setkavame se stiety ptaka se Spatné viditelnymi objekty. Lana lanovek a vlekd,
elektrické draty nebo pletivové oplocenky chranici lesni vysadby predstavuji
nebezpeci a takto zplsobena zranéni jsou Casto fatalni. V letech 20002004 byly
zjistovany kolize ptakt s lany v 225 francouzskych skiarealech. V 61 % skiarealti bylo
nalezeno celkem 835 mrtvych exemplait v Sesti druzich, s nejvétsim podilem tetfivka
obecného (70 % v Alpach) a tetieva hlusce (Tetrao urogallus) (45 % v Pyrenejich)
(Rixen & Rolando, 2013). Ve studii Miqueta (1990) bylo pozorovano 58 umrti
zpusobenych srazkou s lanem, z toho 88 % bylo v zim¢&. Zhorsena viditelnost v lese Ci
v dasledku mlhy zvySuje frekvenci srazek. Dale Anderson (1978) zjistil, ze 59 % ptakt
kolizi nezemfe, ale je zmrzac¢eno. Opatieni proti t€émto kolizim jsou pomérné snadno
resitelna, lana by neméla kiizovat sjezdovky, zimovisté nebo letové drahy. Lana by

také neméla byt pod proudem a méla by byt opatfena plasicim zafizenim (Miquet,
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1990). Stety ptakd v Ceské republice nebyly nikdy podrobn& sledovany, byly
zaznamenany jen jednotlivd pozorovani at uz uhynulého jedince nebo krycich per

v zachytnych sitich.
1.3.5. Zmény klimatu

Globalnim faktorem s vlivem na stfredoevropské populace tetfivka jsou i zmény
klimatu, které se projevuji neobvyklymi vykyvy. Uspé&snost hnizdéni je hlavni faktor
pro stabilizaci a rozvoj populace tetfivka, a pravé zvySena mortalita mladat je
zpusobovana nevhodnym pocasim v dobé po lihnuti (Lindstrom et al. 1997).
Vzhledem k tomu, Ze vyskyt tetfivkd je v CR omezen jen na horské oblasti,
pozorujeme ubytek vhodnych biotopt v disledku posunu horni hranice lesa, ktera je
zpusobovana pravé klimatickou zménou (Treml et al., 2020). U Krkonos§ se
predpoklada, ze pti otepleni o 3 °C se hranice lesa posune nad nadmoiskou vysku 1600
m n. m. (Barredo et al., 2020). S rostouci teplotou také ubyva piirodniho snéhu
a predpoklada se, ze tetfivei budou mit problémy s budovanim svych zimnich zahrabt

a budou tedy zranitelné&jsi pfed predatory (Marjankagas, 1992).

Duvodi ohrozeni tetfivk(i je mnoho, proto se v dalsi kapitole zaméfim na jejich
ochrannd a managementova opatieni, kterd mohou napomoct k zachovani souc¢asnych

populaci.
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1.4. Ochrana a managementova opatieni

Tettfivek obecny je dle [IUCN hodnocen jako malo dotceny (LC) s klesajicim
populaénim trendem. V Ceské republice je ale fazen mezi zvlasté chranéné druhy
vyhlaskou €. 395/1992 Sb., a to mezi siln€ ohrozené (SO), a zarover je predmétem
ochrany podle prava Evropskych spoleCenstvi Smémici €. 79/409/EEC o ochrané
volné zijicich ptaka, tzv. smérnici o ptacich a je tudiz predmétem ochrany
v fadé Ptacich oblastech jako jsou Jizerské hory, KrkonoSe, Novodomské raseliniste-
Kovaiska, Sumava a Vychodni Krugné hory. Tento druh je v Ceské republice cilem

fady ochranarskych aktivit a je adeptem na zachranny program.

Tettivek je fazen do skupiny 11 nejcitlivéjsich druhti ptaka na hluk (Garniel et al.
2007) a prave jeho citlivost na okolni hluk a ruseni je hlavni divod, pro¢ jsou pro n¢j
vyhlasovany ptaci oblasti a klidové zony. Klidova tzemi piedstavuji jadrova tzemi
vyskytu tetfivka obecného jako jsou jeho tokanisté, hnizdisté a zimovisté. Stanovenim
klidové zony pfisp&jeme k nerusivému vyvoji a moznosti se rozmnozovat. S ohledem
na citlivost k ruSeni rekrea¢nimi a turistickymi aktivitami je napfiklad v Anglii
uplatiiované pravidlo predbézné opatrnosti a v obdobi od 1. fijna do 31.bfezna plati
zakaz vstupu na jejich zimovisté (Warren et al., 2009). V Krkonosich se zase od roku
2021 zacalo uzavirat celkem 11 cest z divodu ochrany béhem toku, a to v obdobi
od 15. bfezna do 31. kvétna (KRNAP ©2022). Na polské strané¢ Krkono§ aplikuji
obdobny management, kdy uzaviraji celkem ctyfi cesty od 1. dubna do 31. kvétna
(KPN ©2022). Vylouc€eni jakéhokoliv ruSeni na tokanistich (jako je 1 odklon
turistickych a lyzatskych tras z hlavnich mist vyskytu tetfivka) a také informovanost
mistni vefejnosti o nezbytnosti ochrany tohoto ohrozeného druhu je nutnosti k jejich

ochrané.

Zasadnim predpokladem ochrany je peclivé posuzovani lidskych rozvojovych aktivit,
které ovliviiyji lokality vyskytu tetfivka, tj. proces EIA. Soucasti hodnoceni je
posouzeni vSech vlivii a zmirnit tak tlak investorti na vystavbu ¢i roz§ifovani skiarealt,
jenz zpusobuji fragmentaci hor (Flousek & Volf, 2012). Samoziejmosti stavby novych
sjezdovek by mélo byt viditelné znaCeni lan lanovek a vleku proti stfetim s leticimi
ptaky, stejné tak by mély byt budovany zabrany proti vyjizdéni ze sjezdovek do volné
ptirody s vyskytem tetfivki (Griinschachner-Berger & Kainer, 2011).
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Dalsim opatfenim, jak zlepSit piezivani tetfivka, je podpora ptirozené obnovy biotopa.
Uginné projekty jsou revitalizace odvodnénych ragelinist jakozto primarnich stanovist
tetfivk, a to opé€tovnym zavodnénim pomoci piehradek. Dale je to podpora
dostate¢ného zastoupeni potravné vyznamnych dfevin jako je bfiza, jefab, olSe
a bylinného patra se zastoupenim brusnicovitych. Na nékterych lokalitach 1ze provadét
management pro podporu lucnich porosti a velmi vyznamné jsou i lesnické zasahy,
kdy se jedna o pfimé vytvaieni novych tokanist nebo propojeni téch stavajicich.
Ze vhodny management mize vést k narGstu populaci tetiivkd potvrzuje i studie
Granta et al. (2009). Tato studie srovnavala vliv Sesti druhii management(, mezi které
patfilo naptiklad vyfezavani Casti porostu, piehrazkovani nebo doplnéni drevin
prirozené skladby a ve v§ech pfipadech autofi zaznamenali narast populace béhem péti
let. V Jizerskych horach a v Krkonosich bylo na podporu stavajici populace vytvoreno
celkem 24 tetrivCich center (Flousek, 2019). Na tetfivCich lokalitach by se také nemél

opomenout monitoring stavu predatora (kuna, liSka, prase) a jejich pfipadna regulace.

Zakladni podminkou ochrany populace tetfivki je zachovat komunikaci mezi
jednotlivymi subpopulacemi, jelikoz tetfivci jsou konzervativni ptaci a zdrzuji se na
stejnych mistech po cely sviyj zZivot (Flousek, 2019). Pokud nestaci lesnické ¢i jiné
zasahy, ptichazi na fadu repatriacni programy, jimz se bude vénovat dalsi kapitola
(1.6.).
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1.5. Repatriacni programy

V této kapitole budu pracovat s pojmy jako je repatriace a translokace.
Repatriace je zamérny presun a vypusténi organismu do oblasti jeho pfirozeného
vyskytu, ze které predtim vymizel a jejim cilem je zajistit zivotaschopnou populaci.
Zatimco translokace je clovékem zprostfedkovany presun zivych organismi z jedné

lokality za ucelem jejich vypusteéni na lokalité jiné (IUCN ©2022).

Repatriace je mnohdy jedinym zplisobem, jak zajistit Zivotaschopnost stavajicich
populaci, ale provazi ji cela fada problému. V meta-analytické studii Seilera et al.
(2000) se zabyvali uspésnosti 29 riznych zachrannych programu tetfivka obecného,
tetfeva hlusce a jetabka lesniho (Tetrastes bonasia), kde bylo dohromady vypusténo
5500 jedincu. Studie udava, ze v zadném z 29 programu letech v 1980-2000 nebylo
dosazeno zivotaschopné populace. Testovali rizné statistické modely, jez uvadi,
ze k dosazeni 50% pravdépodobnosti preziti a rozmnozovani vypusténych ptaki je
tieba rocné€ vypustit alespon 30 ptakd po dobu delsi nez 6 let. Nicméné jejich vysledek

bohuzel nefunguje ani u dlouhodobéjsich projektu.

Nepovedenych repatriaci tetiivka obecného je tak cela rada, prikladem tomu muze byt
repatriace ze Skotska z podzimu v roce 2009. Na ostrové Arran bylo vypusténo 42
jedinca z chovu, po nékolika tydnech bylo odchyceno 8 jedinct a byl zjistén pokles
jejich hmotnosti 0 25-33 % z hmotnosti pred vypusténim. To mohlo byt zpisobeno
bud’to stresem nebo Spatnym odchovem. Repatriace nebyla uspésna, na jafe roku 2010
bylo nalezeno jiz jen 7 jedinct (Walker, 2010). O posileni populace se pokusili taktéz
v narodnim parku De Hoge Veluwe v Nizozemi v roce 2007, kdy vypustili 30 jedinct.
Do nasledujiciho jara bylo nalezeno 38 % mrtvych jedincu, ktefi byli s nejvétsi
pravdépodobnosti zabiti jestfaby. Dale v roce 2010 vypustili 180 jedinct, u kterych
vSak zaznamenali vysokou umrtnost a to 95-100 % (Boon, 2016). Mira piezivani
vypusténych tetfivkt byva velmi nizka a nejsou zaznamenavany ani zadné znamky

reprodukce mezi vypusténymi ptaky (Boon, 2016; Walker, 2010).

Studie Warrena et al. (2017) se zabyvala translokacemi na uzemi Anglie, kde bylo
mezi lety 20062015 odchyceno a premisténo celkem 62 kohoutkil. Byly vybrany tfi
lokality, jez byly v disperzni vzdalenosti samic a zaroven zde kontrolovali populace
predatord. Primérné ro¢ni preziti bylo 0,77; coz je obdobné jako u zbylych populaci

tetfivkll v severni Anglii. Tento vysledek nam naznacuje, ze za vhodnych okolnosti
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muze byt translokace u¢innym ochranatskym nastrojem. V obdobné studii se Warren
& Baines (2018) zabyvali tim, zdali mohou byt uspésné translokovany i samice.
Béhem roku 2013-2014 bylo premisténo a vypusténo 24 samic. Do nadchézejiciho
jara pfezilo a zahnizdilo 20 samic. Ro¢ni pfezivani po dvou letech po vypusténi bylo
v pruméru 0,81; coz je srovnatelné s prezivanim ptakd v jadrové oblasti severni
Anglie. Samice méla v praiméru 0,3 kurat, to je méné nez u zbylych populaci v severni
Anglii a jejich praimémé preziti bylo 28 %. Tato studie prokazala, ze premisténé
samice se usadily, dobfe prezivaly a rozmnozovaly se. OvSem produktivita snasek byla
nizka. Coz mohlo byt zptisobeno nevhodnym vybérem biotopu a nabizi se nam otazka,
zdali takovou translokaci viubec délat. Nicméné autoii této a dfivéjsi studie
o translokaci samcti (Warren et al., 2017) tvrdi, ze pfi pokusu o rozsifeni arealu
tetfivka obecného do diive obsazenych oblasti, je tfeba pouziti translokace, jelikoz
dospéli samci nejsou ochotni se dispergovat. Samice je mozno presunout jen tehdy,

pokud se jesté neusadily se samci (Warren & Baines, 2018).

V Ceské republice v minulosti probihala reintrodukce tetfeva hlusce v Krkonosich,
ktera skoncila neuspésné (Flousek & Hoffman, 1986). Momentalné vSak na naSem
uzemi probiha repatriacni program tetiivka obecného v oblasti Kralického Snézniku,
kde se od roku 2017 snazi navratit tetfivky do jesenické pfirody. Momentalni velikost
populace se odhaduje na deset jedinct, postupné zde dochazi k dopliiovani populace

a celkem ma byt vypusténo 40 jedinct (Ekolist, 2021).

Posilovani mistnich populaci umélym odchovem nebo dovozem ptaku z jinych oblasti
je neucinné a s vysokou pravdépodobnosti odsouzené k neuspéchu. Pric¢inami téchto
nezdafilych pokusu je vétSinou predace, jedinci nejsou nauceni pfirozenému chovani
a nevi, jak se s tlakem predatorti vyrovnat. S tim ovSem souvisi i zpisob odchovu,
metoda a termin vypousténi nebo také délka zachranného programu (Griffith et al.,
1989). V uspésnosti téchto programu hraje svoji roli i geneticka diverzita a pfibuznost

translokované populace.
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1.6. Populacni genetika tetrivka obecného

Malé a izolované populace provazi fada problémd, napiiklad to,
ze rozmnozovani jedinct fidi pfedevsim nahoda. Maji tak tendenci k dalSimu poklesu
velikosti, a to nejenom diky demografickym zménam, ale také kvuli efektu
genetického driftu a inbreedingu (Frankham, 2003). Proto mezi dilezité aspekty
v ochrané ohrozenych populaci patii zachovani nizké hladiny inbreedingu a vysoké
urovné genetické rozmanitosti. U tetfivki obecnych muze byt jejich geneticka
diverzita vyznamné ovlivnéna i jejich parovacim systémem (Svobodova et al., 2011).
U lekuyjicich druhi se zcelé populace rozmnozuje pouze nékolik malo samcu
s nejvyssi zdatnosti, a proto je efektivni velikost mensi nez celkova (nominalni)
v porovnani s nelekujici populaci (Hoglund, 2009; Johnson et al., 2004). Riziko
extinkce je tedy vyrazné vétsi u lekujici populace v porovnani s populaci nelekujici,

v niz jsou jedinci distribuovani rovnomeérné (Hoglund, 1996).

Evropa tvoti zapadni Cast vyskytu tetfivka obecného a mistni populace obecné trpi
fragmentaci a nizkou pocetnosti, a tudiz maji vyssi riziko vyhynuti (Hoglund et al.,
2006). V Evropé ale tetfivci vyskytuji ve tfech dosti odliSnych podminkach. Prvni
odli$nost je, ze na severu nachazime souvislé populace tetfivka s dostatkem vhodnych
biotopt. Druha je ze v horskych oblastech, jako jsou Alpy a Skotska vyso€ina, jsou
populace pfirozen¢ fragmentovany, ale je u nich zachovano propojeni disperzi. A treti
odli$nosti je, Ze v oblastech kontinentalni zdpadni Evropy a Anglie se stale vyskytuje
nekolik populaci tetfivka obecného ve vysoce izolovanych fragmentech stanovist
(Hoglund et al., 2006). Fylogeograficka studie Corrales et al. (2014) poukazuje na
vzory postglacialniho Siteni, které naznacuji, ze tetfivek z jizni Evropy byl omezen
pouze na tuto oblast a nepfispél ke genetické rozmanitosti severni Evropy. Jejich
vysledky ukazuji, ze jihoevropsky tetfivek spliiuje podminky, aby byl povazovan za
ESU (Moritz 2002). Vzorky z Ceské republiky viak nebyly do studie zahrnuty a tudiz

nezname jejich fylogeografické zatazeni.

Larsson et al. (2008) studovali nizozemskou populaci, kterda je izolovana
s redukovanym poctem jedincd. Zjistili nizkou genetickou diverzitu v porovnani
s populaci v Rakousku a Norsku i v porovnani s historickymi vzorky nizozemské
populace. Podobna situace nastava také ve stfedni Evropé, kdy Segelbacher et al.
(2014) porovnavali situaci na izemi Némecka a Holandska s historickymi vzorky.
Zjistili, ze souCasné populace vykazuji nizs§i genetickou diverzitu v porovnani se
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vzorky odebranymi v minulosti. Napf. Corrales & Hoglund (2012) v kontinualni

Svédské populaci nezjistili rozdily v genetické diverzité za poslednich 30 let.

Na druhou stranu nemusi vzdy platit, ze fragmentace upln€ zamezi rozptylovani
jedincg, ale jedna se spiSe o metapopulace (Hoglund et al., 2006; Sittenthaler et al.,
2018). Studovanou oblasti byly Alpy, které jsou jadrovou oblasti vyskytu tetiivka ve
sttedni Evropé. Zde v poslednich devadesati letech doslo k podstatné antropogenni
fragmentaci, at’ uz hospodarenim nebo vystavbou skiareali. Nicméné lokalni tetiivci
populace zde dosahuji podobné urovné genetické diverzity jako u populaci
ve Skandinavii. Zji§téna geneticka struktura byla sice slaba, coz nam naznacuje,
ze fragmentace biotopu zcela nebrani jedincim v rozptylovani, ale do jisté miry jej
omezuje (Sittenthaler et al., 2018). Geneticka diferenciace muze byt ovlivnéna
fragmentaci krajiny. Tim, jak ovliviiuje fragmentace krajiny genetickou strukturu
tetfivCich populaci se zabyvala studie Caizerguese et al. (2003). Byla porovnavana
geneticka diferenciace kohoutd z 9 souvislych stanovist ve Finsku se 14
fragmentovanymi lokalitami v Alpach (Francie, Svycarsko, Italie). Ta byla v Alpach
nameétena tiikrat vyssi nez u finskych populaci. To je pravdépodobné zpusobeno
pfitomnosti horskych hiebent, jenz tvori bariéry pro tok gend, a vys$§im vlivem
genetického driftu vyplyvajiciho z nizSich efektivnich velikosti. Avsak geneticka
diverzita a alelicka bohatost byla v Alpach mensi nez ve Finsku, a to je pravdépodobné

zpusobeno izolaci populaci od hlavniho rozsifeni druhu.

Nizkou genetickou diverzitu zpuisobenou fragmentaci krajiny a izolaci populaci
potvrzuje 1 polska studie (Rutkowski et al., 2018). Ve vsech polskych studovanych
populaci byla potvrzena ztrata genetické diverzity zpusobena izolaci a poklesem
pocetnosti  jedinci. Studie také odhalila dvé odlisné genetické skupiny,
Severovychodni s Karpatskou populaci a populaci ze Sudet (Jizerské hory
a Krkonose), ktera by meéla byt hodnocena jako unikatni ochranafska jednotka
(Conservation Unit). Na tizemi Ceské republiky se genetickou diverzitou tetfivka
obecnych zabyvala studie Svobodové et al. (2011). Vysledky ukazaly, ze Ceska
populace ma podobnou genetickou diverzitu jako ostatni fragmentované populace
v Evropé. Byly také zjistény vyznamné parové hodnoty Fst v regionech, které indikuji
nizkou propojenost nebo dokonce absenci disperze mezi riznymi lokalitami.
Jednotliva pohoii 1ze tedy povazovat za uzemi s izolovanymi populacemi s relativné

nizkou velikosti populace (Svobodova et al., 2011).
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2. Metodika

V této populacné-genetické studii se jednalo o tymovou praci a moji ilohou bylo
podilet se predev§im na analyzach vzorkdl v laboratofi a nasledné pak provést
statistické analyzy ziskanych dat. V této kapitole popiSu, jak probihala prace v terénu,
jak se nasbirané vzorky zpracovavaly v laboratofi a jakym zplsobem byly

vyhodnocovany.

2.1. Sbér vzorku v terénu

Sbérem trusu a vypelichaného pefi tetfivkt byly touto neinvazivni metodou
ziskany vzorky genomické DNA. Sbér materialu probihal systematicky jen na
vhodnych biotopech a lokalitach, kde se tetfivek obecny na uzemi Krkono§ského
narodniho parku a CHKO Jizerské hory vyskytuje, jako jsou horské hibety s porostem
brusnic a viesu, raSelini$té a tetfivCi centra (obr. 7, 8). Trus byl sbiran na snéhové
pokryvce v zimnich meésicich, pefi naopak v 1été v dobé prepefovani. Na uzemi
Krkonos a Jizerskych hor (v€etné ptilehlych ¢asti v Polsku) bylo od zimy v letech 2018
do 1éta 2021 nasbirano celkem 599 vzorkt, mezi nimiz byl trus (n=454), pefi (n=143),
skorapka (n=1) a smola (n=1). Historické vzorky byly sbirany méné intenzivné a na
Ctyfech lokalitach, konkrétné na lokalité Alfrédka, Tetfevi boudy, Pomezni boudy
a Jizerské hory (Zeleny vrch) (Svobodova et al., 2011).
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Obrazek 6: Fotografie zafoukanych tetiivcich stop pri sbéru biologického materidlu

Pti definovani populaci byly pouzity gisové podklady habitatové vhodnosti tetfivka
obecnych (Obr. 8; Dusan Romportl, VIII. 2022, pers. comm., Romportl & Zyka, 2018)
a byl bran také zietel na disperzni moznosti tetfivkll (Caizergues & Ellison, 2002;
Marjakangas & Kiviniemi, 2005; Warren & Baines, 2002). Uzemi bylo rozdéleno do
péti populaci, a to na populaci Liberec a Smrk v Jizerskych horach a na populaci

zapadni, centralni a vychodni v Krkonosich (Obr. 7).

19



Obrazek 7: Lokality sbéru trusu a peri v CHKO Jizerské hory a NP KrkonoSe, modra= samec, cervenda = samice,
aplikace GIS KRNAP ©2022
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2.2. Molekularni analyza dat
2.2.1. Extrakce DNA

Extrakce DNA z tetfiv¢iho trusu a pefi byla provedena v laboratofi pomoci
dvou extrak¢nich kit Dneasy Blood & Tissue Kit pro pefi (Qiagen, Némecko) a PSP
Spin Spool DNA Basic Kit pro trus (Invitek Molecular, Némecko) podle pokynu
vyrobce s drobnymi upravami. Aby se zabranilo kontaminaci, byla izolace DNA, pre-
PCR a post-PCR pipetovani pro v§echny vzorky provadéno v riznych mistnostech,
nastroje byly sterilizovany pomoci UV zafeni, izolace DNA byla provadéna v boxu
s laminarnim proudénim a pro kazdou extrakci DNA byla provadéna negativni

kontrola.
2.2.2. PCR a fragmentacni analyza

Vzorky byly genotypovany pomoci 13 tetranukleotidovych mikrosatelita:
BG4, BG10, BG14, BG15, BG16. BG18, BG19, TTT1, TTT2, TTT3, TUT1, TUTS3,
TUT4 (Caizergues et al., 2001; Caizergues et al., 2003; Piertney & Hoglund, 2001;
Segelbacher et al., 2000) a markerem pro identifikaci pohlavi Pu/P8mod (Pérez et al.,
2011). Mikrosatelity byly rozdéleny do tfi setd po Ctyfech az péti lokusech (1 marker
pro urceni pohlavi), které byly amplifikovany dohromady v ramci jedné PCR (tzv.
multiplex PCR); set 51 (BG18, BG15, PU/P8mod, TTT3, BG14), set 57 (BG16,
TUT3, BG19, BG4) aset 58 (TUT4, TTT2, TUT1, TTT1, BG10). Toto rozd¢leni bylo
provedeno zejména na zakladé annealingovych teplot (s podobnou teplotou vzdy do
jednoho setu, viz Tab. 1) a koncentrace primert byly testovanim optimalizovany tak,
aby se dostatecné amplifikovaly vSechny lokusy v daném setu. Zaroveini byly sety
vytvoreny tak, aby byl v kazdém jen jeden mikrosatelit s danou fluorescencni barvou,

nebo pokud byly dva, tak aby se délkoveé neptekryvaly.

Byly dodrzovany podminky pro PCR jako je pipetovani na ledu, precizni pipetovani,
pouzivani §picek s filtrem a negativnich kontrol, aby se zamezilo mozné kontaminaci.
Pouzivané chemikalie byly pfineseny tésné pred pipetovanim z lednice a nasledné
dobte zvortexovany. Pro PCR byl pouzit Qiagen Multiplex PCR kit a reakce byla
provadéna v objemu 10 pl podle protokolu uvedeného v tabulce ¢. 2. PCR byla
provadéna v cycleru Eppendorf pomoci tii programt na amplifikaci dle tii sett

primert za podminek uvedenych v tabulce ¢. 1.
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Tabulka 1: Podminky PCR a nastaveni v termocycleru Eppendorf,

set 51 set 57 set 58
95°C 15 min 95°C |15 min 95°C |15 min
94 °C 30s 94°C |30s 94°C |30s
56 °C-0,5°C [1min30s|10x57°C |1min30s 40x (58 °C |1min30s 40x
72 °C 1 min 72°C |1 min 72°C |1min
94 °C 30s 72°C |10 min 72°C |10 min
51°C 1 min 30s | 30x
72 °C 1 min
72 °C 10 min
Tabulka 2: Rozpis jednotlivych sloZek pri michani chemikalii pro PCR
set 51 set 57 set 58
reakce (pl) reakce (pl) reakce (pl)
1 1 1
multi-mix 5,000 multi-mix 5,000 multi-mix 5,000
Q solution 1,000 Q solution 1,000 Q solution 1,000
BG18 0,250 BG16 0,150 TUT4 0,060
NED 0,250 VIC 0,150 VIC 0,060
BG15 0,120 TUT3 0,100 TTT2 0,200
PET 0,120 PET 0,100 PET 0,200
PU/P8mod 0,150 BG19 0,100 TUT1 0,150
FAM 0,150 NED 0,100 FAM 0,150
TTT3 0,150 BG4 0,300 TTT1 0,300
VIC 0,150 FAM 0,300 NED 0,300
BG14 0,300 dd H20 0,700 BG10 0,250
FAM 0,300 sum 8,0000 VIC 0,250
dd H20 0,060 DNA 2,00 dd H20 0,080
sum 8,0000 sum 8,0000
DNA 2,00 DNA 2,00
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PCR produkty byly nasledné separovany fragmentacni analyzou pomoci kapilarniho
sekvenatoru ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Smeés pro
fragmentaCni analyzu byla namichana z 12 pl formamidu a 0,4 pl lizu (velikostni
zebiik GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard) k ¢emuz byly pfidany 2 ul PCR
produktu v pripadé setu 51 a 0,9 ul PCR produktu v piipadé€ setd 57 a 58 (mnozstvi je
udavané pro jeden vzorek). Alely byly odecitany v programu GeneMarker ver. 2.2.

(Softgenetics).

Po 1. PCR byla pro vSechny tfi sety spoCtena uspeSnost. Vzorky, u kterych se
amplifikovalo mén¢ nez 50 % lokust, byly hned vyfazeny jako negativni. Pro zbylé
vzorky byla provedena 2. a 3. PCR. Pokud se tyto tii PCR shodly, genotyp byl uzavien.
Pokud ne, délala se dalsi PCR, dokud pro vSechny lokusy ve vSech setech nebyla
zaznamenana kazda alela minimalné dvakrat. U homozygotné vypadajicich vzorku
bylo délano nékolik dalSich opakovani, aby se vyloucil allelic dropout nebo falesné

alely ¢ kontaminace. Usp&$na amplifikace prob&hla u 384 vzorkd.

Genotypovani historickych vzorkt probihalo pouze na vzorcich pefi (n= 192) a byly
genotypovany na 11 tetranukleotidovych lokusech svelmi podobnym postupem

(Svobodova et al., 2011).
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2.3. Metodika statistickych analyz

Vsechny pozitivni vzorky (tj. byly spolehlivé genotypovany alespoil na 85 %
lokusech) byly nésledné analyzovany programem Cervus ver. 3.0.7. k odhaleni
shodnych genotypli pomoci analyzy identity (Kalinowski et al., 2007). Dataset byl
posléze upraven a vyrazeny byly takové vzorky, které mély tfi a méné neshod
(mismatch). V programu Cervus byly také testovany nulové alely a Hardy-

Weinbergova rovnovaha (HWE).

Parametry genetické diverzity jako je pocet alel na lokus (A), alelicka bohatost (Ar),
pozorovana heterozygtnost (Ho) a ocekavana heterozygotnost (He), koeficient
inbreedingu (Fis) a HWE byly vypocitany pomoci softwaru R s balickem diversity
(Keenan et al., 2013). Ar muaze byt ovlivnéna velikosti vzorku, a tak byla vypocitana

rarefaction technikou v programu HP Rare (Kalinowski 2005).

Populacni struktura byla analyzovana pomoci Bayesianské klastrovaci analyzy
v programu STRUCTURE ver 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) pii nasledujicim nastaveni:
500000 MCMC opakovani po 250000 burn-in, 20 opakovani pro K = 1-8,
s nastavenim admixture modelu s korelovanymi alelickymi frekvencemi.
Nejpravdépodobnéjsi K hodnoty byly vybrany prostrednictvim StructureSelector za
pouziti vice metod, mezi které patti A K, LnP (K) a Ctyfi alternativni statistické metody
MedMed (K), MedMean (K), MaxMed (K), MaxMean (K) (Li & Liu, 2018). K vybéru
vhodného K nebyla pouzita jen bézné pouzivand Evanno metoda (A K metoda)
(Evanno et al. 2005), jelikoz muze vést k podhodnoceni struktury. Z tohoto divodu
byly aplikovany dals$i 4 metody odhadu podle Puechmaille (2016), u nichz bylo
zjisténo ze poskytuji presnéj§i odhady pro rovnomérné i nerovhomérné vzorkovanych
datasetech. Software R ver. 4.0.3 s balickem adegenet (Jombart, 2008) byl pouzit
k provedeni parovych Fsr testt a analyzy DAPC (Jombart, 2010). DAPC byla pocitana
na zakladé predem definovanych populaci, nasledné byla pouzita funkce find clusters,
ktera na zakladé BIC (Bayesian information criterion) odhaduje pocet klastru
v datasetu. Dale rozdéleni genotypt do klastrii bylo testovano analyzou molekularni

variance (AMOVA) pomoci bali¢ku pegas (Paradis, 2010) pro 1000 permutaci.

Celkem byly analyzovany Ctyfi rizné datasety. Prvni dataset obsahoval vSechny
recentni vzorky n=599, kde bylo objeveno 159 unikatnich genotypt (tj. jedincti) na 11
lokusech (dva lokusy ze 13 byly vyfazeny kvuli odchylce od HWE, viz nize).
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Vzhledem k tomu, ze na nékterych lokalitach byly vzorky sbirany kontinualné béhem
az Ctyt let, byl vytvoren také redukovany dataset (tj. reprezentativni pocet vzorku,
ktery odpovida velikosti populace, max. vzorky ze dvou let, aby nedoslo
k nadhodnoceni ¢i podhodnoceni genetického toku a genetické diverzity).
Redukovany dataset obsahuje 111 unikatnich genotypt a 11 lokust. Pro porovnani
historického a soucasného datasetu predchazelo vybrani genotypi ze soucasného
datasetu (n=59), které se vyskytovaly na lokalitach, kde byly pted 15 lety sbirany
historické vzorky. Z takto vybranych vzork( byl vytvofen tfeti dataset. Recentni
vzorky byly analyzovany na 11 lokusech (BG4, BG14, BG15, BG16, BG18, BG19,
TUT3, TUT4, TTT1, TTT2 a TTT3. Zatimco historické vzorky byly analyzovany
na 10 lokusech (BG5, BG6, BG14, BG15, BG16, BG18, BG19, TUTI1, TUT3).
Historicka data tvori Ctvrty dataset (n=47).

V posledni fadé byly analyzovany vzdalenosti pieleta jedinct (pfiloha 1,2). Ty byly
zjistovany podle zaznamenani stejného genotypu v terénu a byly meéfeny piimo
v aplikaci GIS vytvofenou Spravou KRNAP. Jednotlivé vzdalenosti (v km) byly poté
zapisovany a vznikly tak dvé tabulky — pro Jizerské hory a pro KrkonoSe. Ptilohy 1
a 2 ukazuji disperzni moznosti ziskané z primérnych hodnot preletl. Tyto moznosti

byly vyobrazeny jako obalové zony okolo identifikovanych genotypt.

25



3. Vysledky

3.1. Vysledky pro recentni dataset (neredukovany)

Ze vsech analyzovanych vzorkd (n=599) bylo ziskano 159 unikatnich genotypu

na 13 lokusech. Kviili vysokému podilu nulovych alel (>24 %) byly dva lokusy (TUT1

a BG10, Tab. 3) vychyleny z Hardy-Weinbergovy rovnovahy, a proto byly z dalSich

analyz vylouceny (ve vSech datasetech).

Tabulka 3: Hardy-Weinbergova rovnovdha a firekvence nulovych alel pro jednotlivé lokusy, Cervus

Lokus HWE F (Null)
BG18 NS 0,0032
BG15 NS 0,007
TTT3 NS -0,0284
BG14 NS -0,0176
BG16 NS -0,016
TUT3 NS -0,0197
BG19 NS -0,0049
BG4 NS -0,0023
TUT4 NS 0,0067
TTT2 NS -0,0128
TUT1 HkE 0,2465
TTT1 NS 0,0198
BG10 wEx 0,2599

Na tzemi Jizerskych hor bylo zjis§téno 45 unikatnich genotypt, z toho 19 samicich

a 26 samcich. V pohoii Krkonose bylo objeveno celkem 114 unikatnich genotypu,

s podilem 49 samicich a 65 samcich (Tab. 4, Obr. 8).

Tabulka 4: Rozdéleni vsech ziskanych genotypii v letech 2018—2021 ukazujici pocty unikatnich genotypii
kohoutkii a slepicek, N= pocet unikatnich genotypii, I'= samice, M = samec.

Region Populace N F M
lizerské hory Liberec 13 > 8
Smrk 32 14 18

celkem 45 19 26

Zapad 47 22 25

Krkonose Centralni 51 21 30
Vychod 16 6 10

celkem 114 49 65
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Obrdzek 8: Mapa vhodnych biotopii se vSemi nasbiranymi vzorky, Qgis ver 3.26. 3, upraveno podle Romportla (Romportl & Zyka, 2018), Hana Pelikanovd, 2022
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Nejvyssi primérny pocet alel na lokus (A) byl zjistén u centralni populace, nejnizsi
naopak u vychodni. Nejvyssi alelickd bohatost (Ar) byla pozorovana u populace
zapadni a nejnizsi naopak u populace vychodni (Tab. 5). Ocekavana (He) a pozorovana
(Ho) heterozygotnost na populaci se pohybovala od 0,6 do 0,64 a 0,63 az 0,68.

U koeficientu inbreedingu (Fis) nebyly zaznamenany zadné signifikantni odchylky.

Tabulka 5: Zdkladni parametry genetické diverzity u vSech unikdtnich genotypii (n=159), N= pocet jedincii, A=
priumérny pocet alel v populaci, Ar = alelelickd bohatost, Ho = pozorovand heterozygotnost, He= ocekdavana
heterozygotnost, Fis= koeficient inbreedingu, HWE = hladina vyznamnosti HWE

pop N A Ar Ho He Fis HWE
Jizerské |Smrk 13 4,18 3,83 0,63 0,6 -0,0477 | 0,959
hory Liberec 32 4,64 4,12 0,68 0,63 -0,0723 | 0,394
Zapadni 47 5,00 4,34 0,68 0,64 -0,0672 1
Krkonose | Centralni 51 5,09 4,21 0,66 0,63 -0,0451 | 0,971
Vychodni 16 4,09 3,82 0,64 0,61 -0,0595 | 0,698
sum/avg 159 4,60 4,06 0,66 0,62 -0,06 0,80

Dalsi statistickou metodou byla analyza DAPC (Discriminant Analysis of Principal
Components), ktera byla pouzita pro ur€eni poctu klastrii ve studovanych populaci.
Podle této metody byl odhanut pocetklastri na 5 —7 (Obr. 10). Pro finalni vyobrazeni
bylo zvoleno pét klastri, kdy osa DF1 vysvétluje 39,9 % varibility a osa DF2
vysvétluyje 31,3 %. Grafy diskriminacni analyzy (Obr. 10) ukazuji, ze jako
nejizolovangjsi se jevi Liberecka populace (1; modré barva) a vyrazné se také oddeluje
vychodni populace (5; vinova barva). Pro dals§i urCeni poctu klastri byla pouzita
i metoda BIC (Bayesian information criterion), podle které byl pocet klastri odhadnut

na 5-7 (Obr. 9).

Hladina vyznamnosti molekularni variance (AMOVA) vysla signifikantni (p<0,001).
Dle vysledki maji na celkové variabilité statisticky vyznamné nejvétsi podil jedinci,
kteti vysvétlili 91,1 %. Variabilita mezi definovanymi populacemi — Liberec, Smrk,

Zapadni, Centralni, Vychodni, vysvétlila jen 8,9 %.
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Obrazek 9: Pocet klastrit podle BIC, K=5-7.
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Obrdzek 10: Graf s vyslednou diskriminacni analyzou (DAPC) ukazujici pét klastri, vysvétlend variabilita pro
prvni osu je 39,9 % a pro druhou 31,3 %. 1= Liberec, 2= Smrk, 3= zdpadni, 4 = centrdlni, 5 = vychodni.

Parové hodnoty Fsr, které kvantifikuji genetickou vzdalenost, se pohybuji v rozmezi

0,0064 — 0,046 v péti populacich, s primérnou hodnotou 0,022 (Tab. 6). Nejnizsi
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hodnoty jsou mezi populaci centralni a populaci zapadni a potvrzuji tak geneticky tok

mezi nimi.

Tabulka 6: Parové hodnoty Fsrv mezi péti populacemi (n=159).

Liberec Smrk Zapadni Centralni Vychodni
Liberec 0 0,019 0,019 0,026 0,046
Smrk 0 0,022 0,034 0,032
Zapadni 0 0,006 0,013
Centralni 0 0,008
Vychodni 0

Geneticka struktura byla testovana programem Structure. Vysledek vSak neukazal

jasny pocet klastri. Podle dle AK byl pocet klastri odhadnut na 2, nicméné Ln (K)

ukazal az sedm klastrti (Obr. 11). Avsak podle metody Puechmaille (2016), byl pocet
klastri odhadnut na 2-3 (Obr. 12). Na obrazku ¢. 13 vidime jasné oddé€leni Krkono$

od Jizerskych hor, kdy nedochazi ke komunikaci mezi pohotfimi, zaroven mizeme také

pozorovat odliSeni vychodni populace.
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Obrdzek 11: Odhad poctu klastrii podle Delta K, K=2, podle Mean LnP(K), K=7, v programu StructureSelector

(Li & Liu, 2018).
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Obrazek 12: Odhad poctu klastrii podle Puechmaille (2016) v programu StructureSelector, (Li & Liu, 2018)., K=2-
3
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Obrdzek 13: Vysledek analyzy genetické struktury Krkonossko-Jizerskohorské populace z programu Structure pro
Jjednotlivé K (K=2-8) (n=159).
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3.2. Vysledky pro recentni dataset (redukovany)

Druhy dataset pro statistické analyzy obsahoval jen vzorky ze dvou let
(pfevazné 2020-2021), Takto bylo ziskano 111 unikatnich genotypu, kdy v péti
populacich se vyskytovalo 46 samicich genotypt a 65 samcich genotypu (Tab. 7).

Tabulka 7: Tabulka identifikovanych unikatnich genotypii ve dvouletém vybéru (2020-2021) ukazujici pocty
unikatnich genotypu kohoutku a slepi¢ek, N= pocet unikatnich genotypi, F= samice, M = samec.

Region Populace N F M
Jizerské hory Liberec 10 5 5
Smrk 26 12 14

celkem 36 17 19

Zapadni 38 15 23

Krkonose Centralni 28 11 17
Vychodni 9 3 6

celkem 75 29 46

Tabulka 8: Tabulka charakteristik genetické diverzity soucasné populace, N = pocet jedincii, A = pocet alel
v populaci, Ar = alelicka bohatost, Ho = pozorovana heteryzogotost, He = ocekavanad heterozygotnost, Fis=
koeficient inbreedingu.

Pop N A Ar Ho He Fis HWE

Jizerské | Liberec 10 4,00 3,59 0,57 0,57 0,004 | 0,528
hory Smrk 26 4,64 3,63 0,69 0,64 | -0,090 | 0,351
Zapadni 38 4,90 3,80 0,65 0,64 | -0,023 | 0,999

Krkonose | Centralni 28 4,64 3,65 0,66 0,63 -0,049 | 0,998
Vychodni 9 3,55 3,38 0,62 0,55 -0,113 | 0,624
sum/avg 111 4,35 3,61 0,64 0,60 -0,054 | 0,700

Parametry genetické diverzity jsou nejvyssi pro populaci zapadni a centralni Ar = 3,80
a 3,65 a nejnizsi naopak ve vychodni populaci Ar = 3,38. Tyto hodnocené parametry

jsou shodné s neredukovanym datasetem, ale hodnoty jsou celkové nizsi (Tab. 8).

Analyza DAPC odhadla pocet klastri na 4-6 (Obr. 14), kdy osa DF1 vysvétluje
41,3 % variability a DF2 vysvétluje 30,1 %. Na grafu diskrimina¢ni analyzy (Obr. 15)

vidime rozliSeni populaci podle pohoii a zietelnou izolovanost populace vychodni
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(5; vinova barva). Pro urCeni poc¢tu klastri byla pouzita statisticka metoda BIC

(Bayesian information criterion), jenz pocCet klastri odhadla na 4-6 (Obr. 14).
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Obrdzek 14: Pocet klastrii podle BIC je 6
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Obrdzek 15: Graf s vyslednou diskriminacni analyzou (DAPC) ukazujici pét klastri, vysvétlena variabilita pro
prvni osu je 41,3 % a pro druhou 30,1 %. 1= Liberec, 2= Smrk, 3= zdpadni, 4 = centralni, 5 = vychodni.
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Analyza molekularni variance (AMOVA) vySla signifikantni (p<0,001). Vysledky
ukazaly, ze na celkové variabilit€ maji nejvétsi podil jedinci vysvétlujici 92,47 %
variability, pohofi vysvétluji 5,9 % a populace vysvétluji nejméné wvariability,

ato 1,6 %

Parové hodnoty Fst se pohybuji v rozmezi 0,009 — 0,052, s pramérnou hodnotou

0,0259 (Tab. 9). Nejvice podobné si jsou opét populace centralni a zapadni.

Tabulka 9: Parové hodnoty Fsr mezi péti populacemi. (n=111)

Liberec Smrk Zapadni Centralni Vychodni
Liberec 0 0,023 0,018 0,036 0,052
Smrk 0 0,022 0,036 0,031
Zapadni 0 0,009 0,011
Centralni 0 0,020
Vychodni 0

Nejpravdépodobnéjsi pocet klastrii pro redukovany dataset byl dle AK a pramérnych
hodnot K odhadnut na 3, LnP(K) vSak odhaduje klastri 6 (Obr. 16, 17). U vSech
populaci vidime jasné klastrovani, pficemz nejvice se odliSuje populace Smrk.
Zalinaji se odliSovat také okrajové populace, tedy Liberec a vychodni (Pomezni
hieben) (Obr. 18) a geneticky tok probihad predevsim v Krkonosich mezi populaci

zapadni a centralni.
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Obrdzek 16: Nejpravdépodobnéjsi hodnoty dle AK, K = 3 a dle priimérné LnP(K)= 6, StructureSelector (Li & Liu,
2018).
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Liberec Smrk West Central East

Obrdzek 18: Vysledek analyzy genetické struktury Krkonossko-Jizerskohorské populace z programu Structure pro
Jjednotlivé K (K= 2-8), (n=111).

Na genetické mapeé (Obr. 19) mizeme vidét jasné oddéleni Jizerskych hor od
Krkonos, také naznak oddé€lovani vychodni populace a ze geneticky tok probiha
predev§im v Krkonosich mezi populaci zapadni a centralni. Na dal§i mapé (Obr. 20)
vidime genetickou strukturu na habitatovém modelu, kde muzeme pozorovat,

ze existuji zelena (tj. vhodnd) mista, nicméné€ jiz nejsou tetiivky obsazena.
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Obrazek 19: Genetickd struktura tetiivka obecného. Ke kazdému vzorku bylo pFifazeno procentudlni zarazeni do klastru, pocet klastrii byl zvolen dle nejpravdépodobnéjsiho poctu, tedy K=3,
Structure (1 vysecovy graf= priimér pro dva sousedni jedince), Qgis 3. 26. 3.
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Obrdzek 20: Genetickd struktura tetiivka obecného v Jizerskych hordach a KrkonoSich dle prirazeni do tri klastrii na habitatovém modelu— Structure (1 vysecovy graf= priimér pro 2 jedince),
Qgis 3. 26. 3
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3.3.

Porovnani historickych a soucasnych dat

Pro porovnani genetické diverzity byly vytvoreny dvé tabulky, jedna se vSemi

11 lokusy pro oba datasety (Tab. 10) a druha pouze se sedmi lokusy, které byly pouzity

v historické i soucasné studii. Pro pfesn€jsi porovnani parametra mezi obéma datasety

(Tab. 11) byly v nasledujicich analyzach pouzity pravé tyto shodné lokusy. Jizerské

hory byly spojeny v jednu populaci kvuli nizkému poctu vzorki. Co se tyCe porovnani

genetické diverzity mezi datasety, tak parametry genetické diverzity (A, Ar, Ho, He)

jsou hodnoty velmi podobné.

Tabulka 10: Geneticka diverzita na 11 (recentni) a 10 (historicky) lokusech pro Jizerské hory a Krkonose (zapadhnit,
centralni, vychodni), N = pocet jedincii, A = pocet alel v populaci, Ar = allelic richness, Ho = pozorovand

heteryzogotnost, He = oCekavana heterozygomost, Fis = koeficient inbreedingu.

N A Ar Ho He Fis

vsechny

lokusy his rec | his rec [ his rec | his rec | his rec his rec
Jizerské 8 10|35 4 |311 366 | 05 062|059 059]0,147 -0,053
zdpadni | 16 15 | 44 4,5 (3,73 3,9 | 0,66 0,67 | 0,64 0,64 |-0,037 -0,049
centralni | 8 24 | 41 4,18 3,53 3,55|0,556 0,66 | 0,59 0,590,040 -0,119
vychodni | 15 10 | 41 345|346 3,26 | 0,68 0,65 | 0,64 0,58 [-0,054 -0,115
sum/avg | 47 59 |4,03 4,03|346 361|060 065|062 0,60 0,024 -0,084

Tabulka 11: Genetickd diverzita na 7 shodnych lokusech pro Jizerské hory a KrkonoSe (zdpadni, centrdlni,
vychodni), his= historickd data, rec= soucasnd data, N = pocet jedincii, A = pocet alel v populaci, Ar = allelic

richness, Ho = pozorovand heteryzogotnost, He = ocekdavand heterozygotnost, Fis = koeficient inbreedingu.

N A Ar Ho He Fis
7 lokusi | his rec | his rec | his rec | his rec | his rec his rec
Jizerské 8 10 |3,43 3,86|3,01 3,56|057 064|057 059 |-0010 -0,075
zapadni 16 15 (4,29 457|3,63 398|063 069|061 0,64 |-0,032 -0,066
centralni | 8 24 | 4,00 4,29 3,45 38 |057 0,71|0,59 0,640,027 -0,124
vychodni | 15 10 4 357|356 333|063 067|066 0,61]|0,040 -0,107
sum/avg | 47 59 |3,93 4,07 3,41 3,67 |060 0,68 061 0,620,006 -0,093

Analyzu DAPC jsem pouzila pro ureni poctu klastri ve studovanych populaci
(Jombart et al., 2010). Odhady pocta K dle BIC jsou 3-4 klastry v obou piipadech
(Obr. 21, 22).

40




Value of BIC Value of BIC

versus number of clusters versus number of clusters
o t ~
o |
8 & g
R
8 o
g -
T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
Number of clusters Number of clusters
Obrdzek 21: Pocet klastrii podle BIC pro historicky dataset je k=3-4. Obrdazek 22: Pocet klastrii podle BIC pro recenini dataset je k=3-4.
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U historického datasetu osa DF1 vysvétluje 55,9 % variability a osa DF2 vysvétluje
33 % (Obr. 23), zatimco u recentniho datasetu osa DF1= 56,2 % a osa DF2=29.4 %
(Obr. 24). Graf diskriminacni analyzy (Obr. 23) ukazuje izolovanost vSech cCtyt
populaci v historickém datasetu, u recentniho (Obr. 24) vidime izolovanost Liberecké

populace a zac¢ina se oddélovat také populace centralni v KrkonoSich.

Analyza molekularni variance (AMOVA) vysla signifikantni v obou ptipadech
(p<0,01). Vysledky ukazaly, ze na celkové variabilit¢ pro historicky dataset maji
nejvetsi podil jedinci vysvétlujici 86, 94 % variability, populace vysvétluji 17,93 %,
u recentniho datasetu na celkové variabilité maji také nejvetsi podil jedinci vysvétlujici

90,03 % variability a populace vysvétluji 9,97 %.
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Obrdzek 23: Graf svyslednou diskriminacni analyzou (DAPC) pro historicky dataset
ukazujici ctyri klastry, vysvétlend variabilita pro osu x je 55,9 % a pro osu'y 33 %. Legenda:
4= Jizerské hory, 5= Zapadni Krkonose (Alfrédka), 6= Centralni Krkonose (Tetievi boudy),
7=vychodni Krkonose (Pomezni hi‘eben).

Obrazek 24: Graf's vyslednou diskriminacni analyzou (DAPC) pro recentni dataset ukazujici
ctyri klastry, vysvétlena variabilita pro osu x je 56,2 % a pro osu'y 29,4 %. Legenda: 1=
Jizerské hory, 2= Zdpadni KrkonoSe (Alfrédka), 3= Centralni Krkonose (Tetievi boudy),
4=vychodni Krkonose (Pomezni hieben).
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Datasety a jejich geneticka struktura byly porovnany také v programu Structure.
Nejpravdépodobnéjsi pocet klastri pro historicky dataset byl odhadnut na 3 (rozsah 2—
4, Obr. 25) a u recentniho na 3 (Obr. 26). U historickych dat mizeme pozorovat, ze se
jasné vyclenuje populace na Pomeznim hiebeni, Obr. ¢. 27, také zde vidime mezi
Jizerskymi horami a zapadni a stfedni casti Krkono§ geneticky tok. Zatimco
u recentnich vzorka pozorujeme vyclenéni populace na vychod¢, a navic se zacinaji
vycleniovat i Jizerské hory (Obr. 28). U recentniho datasetu také mizeme pozorovat
mnohem vétsi strukturovanost populace. Pied 15 lety byly ziejmé Krkonose a Jizerské

hory propojené, ale ted’ uz jsou pravdépodobné izolované.
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Obrdzek 25: Nejpravdépodobnéjsi hodnoty dle delta K, K2, dle Mean LnP(K), K=3 a dle
priumérnych hodnot, K=3 (Puechmanille 2016), StructureSelector (Li & Liu, 2018).

Obrazek 26: Nejpravdépodobnéjsi hodnoty dle delta K, K =3, dle Mean LnP(K), K = 3 a dle
priimérnych hodnot K=3 (Puechmanille 2016), StructureSelector (Li & Liu, 2018).
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Obrazek 27: Vysledek analyzy genetické struktury pro historicky dataset, K= 2-8 Obrézek 28: Vysledek analyzy genetické struktury pro recentni dataset, K= 2-

recentni data



3.4. Prelety jedincu

Vzdalenosti preletd jedinci byly zjistovany podle opakovanych zaznamu
stejného genotypu v terénu. U vétSiny naSich zkoumanych jedinci byla zjisténa
vzorkovana vzdalenost mensi nez 2 km, v Jizerskych horach byla primérna hodnota
u samcu 2,09 km a u samic 0,19 km (Tab. 12), Tato mala hodnota u samic z Jizerskych
hor je vSak zpusobena malym pocétem opakovanych zaznami stejného genotypu.
Primérmé hodnoty prelett v KrkonoSich ¢ini 2,88 km pro samce a 3,12 km pro samice

(Tab. 13).

Tabulka 12: Vzdalenosti vzorkovani u jedincii v Jizerskych hordch, rozdéleno dle pohlavi. Priimér pro jednotliva
pohlavi i celkovy priimér, SD = smérodatnda odchylka

ID pohofi pohlavi Vzdalenost (km)
JJF004 lizerské hory samec 1,7
JJFOO05 lizerské hory samec 3,02
JVT011 lizerské hory samec 0,15
JVTO007 lizerské hory samec 0,26
JVTO007 lizerské hory samec 1,5
JVTO007 lizerské hory samec 3,09
JVTO057 lizerské hory samec 0,97
JVTO057 lizerské hory samec 5,2
JJF020 lizerské hory samec 1,17
JVT052 lizerské hory samec 2,74
JVT050 lizerské hory samec 4,3
JVT050 lizerské hory samec 1
priimér 2,09
SD 1,52
JVTO075 lizerské hory samice 0,24
IVT047 lizerské hory samice 0,04
JVT038 lizerské hory samice 0,18
V1021 Jizerské hory samice 0,3
priimér 0,19
SD 0,09
Jizerské hory celkem 1,62
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Tabulka 13: Vzddlenosti vzorkovdni u jedincii v KrkonoSich, rozdéleno dle pohlavi. Priimér pro jednotliva pohlavi
i celkovy priimer, SD = smérodatnd odchylka

ID pohofi pohlavi Vzdalenost (km)
KRK279 Krkonose samec 1,5
KVT211 Krkonose samec 0,844
KPH11 Krkonose samec 0,74
KPH11 Krkonose samec 2,68
KPH11 Krkonose samec 2,73
KRKO64 Krkonose samec 2,8
KVT206 Krkonose samec 0,72
KVT206 Krkonose samec 0,88
KRKO70 Krkonose samec 2,68
KBR0O2 Krkonose samec 2,8
KRKO86 Krkonose samec 0,52
KRKO75 Krkonose samec 1,3
KRKO74 Krkonose samec 0,93
KRKO74 Krkonose samec 2,51
KVT154 Krkonose samec 1,22
KRK112 Krkonose samec 0,9
KVT162 Krkonose samec 1,75
KVT037 Krkonose samec 2,29
KVT259 Krkonose samec 0,75
KRKO33 Krkonose samec 2,69
KVT137A Krkonose samec 9,63
KVT273 Krkonose samec 7
KVT132 Krkonose samec 0,8
KVT224 Krkonose samec 11,6
KVT227 Krkonose samec 2,57
KVT227 Krkonose samec 0,88
KVT085 Krkonose samec 12,11
priimér 2,88
SD 3,2
KVTO58 Krkonose samice 10,11
KVTO58 Krkonose samice 0,74
KPHO12 Krkonose samice 11,28
KRK280 Krkonose samice 0,73
KRK092 Krkonose samice 0,7
KPH5 Krkonose samice 4,32
KVT161 Krkonose samice 2,1
KRK026 Krkonose samice 6,89
KRK026 Krkonose samice 5
KVT028 Krkonose samice 1,89
KRKO43 Krkonose samice 1,18
KRKO36 Krkonose samice 0,8
KVTO46 Krkonose samice 0,45
KVT158A Krkonose samice 2,2
KVT185A Krkonose samice 0,8
KVT221 Krkonose samice 0,73
primeér 3,12
SD 3,38
Krkonose celkem 2,97
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Analyzovala jsem také nejdelSi vzorkované vzdéalenosti a nejvétsi hodnoty jsem
zpozorovala v Krkonosich (Obr. 29). Nejdelsi vzdalenost preletu samice méfila 11,28
km (Mrtvy Vrch — Medvédin) a druha nejdelsi méfila 10,11 km, tato samice preletéla
z Mrtvého Vrchu na Bradlerovy boudy. Dvé nasledujici zjiS§ténd maxima patfi
samcum, a to s délkou 11, 60 km (Pomezni hieben — Wielki Staw) a 12,11 km
(Pomezni hieben — Pfedni Rennerovky). Na mapé (Obr. 30) mizeme vidét, Ze jedinci
z vychodni populace se musi vyporadat s bariérami a prekonavat je pii preletu do jiné
populace. V Jizerskych horach byla nejdelsi vzdalenost zjisténa u samce, u kterého

mefila 5, 20 km (VIEi kameny — Plochy vrch).

Maximalni prelety tetfivkd obecnych

Szklarska'Rorebal
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N
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Obrdzek 29: Nejdelsi zjisténé vzdalenosti v Krkonosich: samice =11,28 km (Mrtvy vrch — Medvédin), samice = 10,
11 km (Mrtvy Vrch — Bradlerkovy boudy), samec=11,6 km, (Pomezni hi‘eben — Wielki Staw) a druhy samec=12,11
km (Pomezni hieben — Predni Rennerovky a nejdelsi zjisténd vzdalenost v Jizerskych horach — samec 5,20 km (VIci
kameny — Plochy vrch), Qgis ver 3.26. 3., Hana Pelikdnovd, 2022
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4. Diskuze

Informace o distribuci genetické diverzity mezi populacemi ohrozenych druht
maji velky vyznam pro ochranafskou biologii a hraji velkou roli pfi formulovani
strategii na ochranu a management druhu (Frankham et al., 2014). Ackoliv je populace
tetiivkd v Krkonogich jedna z nejvy3si z celé CR, je zde vyrazny pokles za poslednich
20 let, kdy od roku 2001 do roku 2017 byl zaznamenan pokles populace 045 %, a proto

jsem zde analyzovala genetickou diverzitu i strukturu lokalnich populaci.

Tetfivei musi v Krkonosich a Jizerskych horach celit habitatovym ztratdm predev§im
diky antropogenni ¢innosti (Flousek, 2016), mezi tyto habitatové ztraty patii zarastani
holin, vystavba skiarealt a turistickych stezek, podili se na nich také klimaticka zména
a s ni spojeny posun horni hranice lesa. Tyto negativni ztraty se projevuji na poklesu
pocetnosti (napt. Caizergues et al., 2003; Hoglund et al., 2006; Rutkowski et al., 2018;
Svobodova et al., 2011) a mlze mit efekt i na genetickou diverzitu. Hodnoty genetické
diverzity krkonossko-jizerskohorskych tetiivki vSak nebyly nizké (Ho= 0,64,
He= 0,60). I kdyz srovnani téchto parametra sjinymi populacemi je ale dulezita
velikosti vzorkdl ¢i zvoleny pocet lokust, tyto zjisténé hodnoty jsou napftiklad
srovnatelné s fragmentovanymi populacemi ve francouzskych, italskych i §vycarskych
Alpach (Caizergues et al., 2003) nebo s populacemi ve vychodnich Alpach
v Rakousku (Sittenthaler et al., 2018). Geneticka diverzita krkonossko-jizerskohorské
populace je také srovnatelnd s hodnotami malych izolovanych populaci v Némecku,
Rakousku a Velké Britanii, zatimco vyS§i heterozygotnost byla zjiSténa
u kontinualnich populaci ve Finsku, Norsku, Svédsku a Loty$sku (Strand et al., 2012).
Polska studie Rutkowski et al. (2018) zjistila podobné hodnoty genetické diverzity pro
polskou populaci v KrkonoSich a Jizerskych horéach, v dalsich polskych populacich
(severo-vychodni cast a karpatska) byly také zjistény srovnatelné hodnoty s témi
krkonossko-jizerskymi, avsak s vyjimkou dvou populaci, které byly posileny jedinci
z Béloruska, kde byla zjiSténa vysS§i genetickd diverzita. Prace Segelbacher et al.,
(2003) vénovana fragmentovanym populacim v Evropé a prace Hoglund et al., (2006),
kterda byla zaméfena na populace napii¢ celou Evropou, podporuji myslenku,
ze fragmentace a izolace stanovist maji vyznamny dopad na genetickou diverzitu
lesnich kurt. Ma predikce nizsi genetické diverzity byla naplnéna predevs§im u

okrajovych populaci (populace Liberec a populace vychodni). Tato ztrata genetické
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diverzity, zapfi¢inéna poklesem pocetnosti a ztratou vhodnych habitatd, zptisobuje
vétsi izolaci zbyvajicich populaci. U nékterych evropskych populaci byly detekovany
zvySené hodnoty inbreedingu (Fis) (Hoglund et al., 2006). U naSich studovanych
populaci nebyly zjistény zadné signifikantni znamky inbreedingu, avSak vychodni
populace dosahuje hrani¢nich hodnot (- 0,113). Tato izolovana populace je tvorena jiz
jen 6 tokajicimi samci a jeji nizsi geneticka diverzita muze byt zapfi¢inéna slabym
genetickym tokem, geografickou bariérou, ale také vlivem vystavby v obcich Pec pod
Snézkou a Velkou a Malou Upou (Flousek, 2016). Naopak nejvyssi geneticka diverzita
a zaroven pocetnost byla zjisténa u populace zapadni, kde je pocetnost odhadovana
na 23 tokajicich samct. Tato populace dokaze komunikovat s populaci Smrk
i s centralni a pravdépodobné i s par jedinci na polské strané Krkonos. Aktualni pocet
kohoutka v Krkonossko-jizerskohorské populaci byl zjistén na 65 tokajicich samcti na
uzemi NP Krkonose ¢ita toto Cislo jiz jen 46 kohoutkti a v CHKO Jizerské hory 19
kohoutkt. Tento negativni vyvoj populace s blizkou predikci vyhynuti muzeme

pozorovat na simula¢nim obrazku (Obr. 30).

??11‘??#1”

2001 2015 2008 2011 2014 2015 2017 2022 2040

Obrazek 30: Vyvoj pocetnosti kohoutkii tetiitvka obecného v KrkonoSich, vypiijceno ze www.zachranmetetrivka.cz
a doplnéno o soucasny pocet.

Navzdory pfirozené i antropogenni fragmentaci habitati byla v této studii zjisténa
slaba geneticka struktura populaci (primérné Fsr <0,05), coz naznaluje, ze
fragmentace biotopu disperzi zcela nebrani, ale pravdépodobné ji do urcité miry
omezuje. V polské studii vysla troven genetické diferenciace mnohem vyssi (Fst na
0,156) (Rutkowski et al. 2018). Odlisnost téchto hodnot je ale pravdépodobné
zpusobena jinou metodou vypocCtu a pouzitim jinych a jiného poctu lokusi. Vysledky
mych analyz ukazuji, ze dochazi k izolovanosti dil¢ich populaci, ale pravdépodobné
jsou tyto populace jes§té vice fragmentované a izolované, nez nam tyto vysledky
ukazuji. Vysledky také ukazaly, ze geneticky tok mezi Jizerskymi horami
a KrkonoSemi je vyznamné omezen. Studie Svobodové et al. (2011) pred 15 lety

zjistila, ze Jizerské hory nejsou oddélené od Krkonos a Ze se tato populace vyrazné lisi

51


http://www.zachranmetetrivka.cz

od ostatnich horskych populaci, napt. v Krugnych horach a na Sumavé. Tuto populaci
povazuje za odliSnou také Rutkowski et al. (2018), jenz se vyrazné odliSuje
od ostatnich polskych populaci (severovychodni a karpatska oblast) a méla by byt
klasifikovana jako unikatni ochranafska jednotka (Conservation Unit). DuleZité je taky
zminit zpozdéni projevu. Pfi pferuseni toku gend né€jakou dobu trva, nez se projevi
geneticky drift a skrze néj se geneticky odlisi jednotlivé populace. Toto zpozdéni ma

vliv 1 co se tyCe poklesu genetické diverzity (Flegr 2005, Taylor et al., 2017).

Potencionalné vhodnych biotopt v Krkonosich je vSak vice nez kde jsou tetfivci.
Na habitatovém modelu vidime jesté zelend mista, ktera jsou tetfivky neobsazena a dle
vhodnostnich kritérii by tyto lokality piipadaly v uvahu. Nicméné v zapadnich
Krkonosich, konkrétn& v lokalitach Mechovinec — Zaly, Dvoragky — Rezek a Lysa
hora — Plesivec jiz tetfivek nenachazi vhodné lokality z divodu hustého lesniho
porostu a lyzafského vyuziti uzemi. Na Lysé hotfe konci horni stanice lanovky
a v lokalitach jako Mechovinec a Zaly je husty vyskyt bézkatskych trati. V centralnich
Krkonosich by se pak jednalo o Kozi hibety, které jsou v zimnich mésicich nelegalné
vyuzivany skialpinisty. Dalsi zelené misto, ktera predstavuje vhodny biotop, je Rizova
hora, ta je celosezonné turisticky vytizena. Ke zlepSeni propojenosti tetfivcich biotopt
by pravdépodobné mohla pomoct i vystavba 24 tetfivCich center na podzim roku 2018

a momentalné tyto centra slouzi jako naslapné kameny (Flousek et. al., 2021).

Ve vétsing studii, které se vénovaly porovnani genetické diverzity soucasnych
a historickych vzorka tetfivkd obecnych, dosli k zavéru, ze soucasné populace
vykazuji nizsi genetickou diverzitu a vyssi strukturovanost (napt. Larsson et al., 2008;
Segelbacher et al., 2014). Historické vzorky vSak v obou studiich pochédzely z mnoha
mist (muzea, soukromé sbirky) a jedna se o fragmentovana data a obdobi s vétSim
Casovym rozptylem. Prace Kunz et al. (2021) zistovala rozdily historickych
(1999- 2004) a soucasnych dat (2013-2017) u tetfeva hluSce a neobjevila rozdily
v genetické diverzite, av§ak zjistili, ze se zvysila strukturovanost populaci. Tato prace
zadné signifikantni rozdily v genetické diverzité mezi populacemi nezjistila. Srovnani
genetického toku naznacuje negativni trend, presto nebyly zji§tény zadné vyznamné
rozdily a stale pozorujeme drastické snizovani poctu populace, coz je pravdépodobné
dano ruSenim lidmi, kdy pozorujeme rostouci trend navstévnosti (KRNAP ©2021),
fragmentaci a abytkem vhodnych biotopi (Panek 2022) anebo zpozdénim projevu

genetického driftu na malych fragmentovanych populaci jako uz bylo zminéno vySe
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(Flegr 2005, Taylor et al., 2017). RozSifeni tetfivka obecného v Krkonosich
a Jizerskych horach je limitovano predevSim horskymi hiebeny a jejich habitaty
vykazuji urcity stupen pfirozené fragmentace, za mista vhodného habitatu se povazuje
centralni oblast Ceské 1 polské Casti Jizerskych hor a vrcholové partie Ceské Casti
Krkono§ (Panek, 2022). Navic v poslednich 90 letech doslo k podstatné antropogenni
fragmentaci (Sittenthaler et al., 2018), fragmentaci potvrzuji i Panek (2022). Jadrové
tizemi krkonossko-jizerskohorskych tetiivkd tvoii jiz jen 122,12 km? po aplikaci
rusivych antropogennich struktur, jako jsou napft. cesty i zastavba, klesla rozloha této
plochy jen na 22,54 km? (Panek 2022). Navstévnost a ruseni turisty hraje velkou roli
na vyvoj pocetnosti populace tetfivkti v Krkonosich. Zaznamenané pruchody turistt
ve vrcholovych partiich v roce 2018 ¢inily 860 000 prichodu, zatimco v roce 2021
tomu bylo uz pres 100 000 000 prachoda a navstévnost stale roste (KRNAP ©2021).
Diky témto vysledkim muzeme antropogenni struktury a ruSeni povazovat za hlavni

pficinu ubytku soucasné populace.

Pro sledovani pohybu jedincti v prostoru je mozné vyuziti genetickych analyz, pomoci
zjisténi jedinecného genotypu kazdého jedince (De Barba et al., 2010, Smith et al.,
2006). Podle néj muze byt jedinec zaznamenan i piisté na jiné lokalité, ale k takové
studii, ktera sleduje pohyb jedincti, je zapotiebi vysokého poctu opakovanych
zaznamu stejného genotypu (De Barba et al. 2010). Tento typ studie v§ak nebyl nas§im
primarnim cilem, pro pfesn€jsi odhady pohybu by bylo zapotiebi mit komplexnéjsi
zdznamy. Udaje o disperznich vzdalenostech jedinct jsou ale dalezité pro pochopeni
genetické struktury populaci, procesu regulace populaci a vliva krajinné ekologie na

dynamiku metapopulaci.

Disperzni vzdalenosti tetfivkt se pohybuji od 1 do 20 km v zavislosti na pohlavi
aroénim obdobim (Caizergues et al., 2003), zatimco jednotlivé denni pielety Cinni
v pruméru 1700 m (v jarnim obdobi) (Malkova et al., 2000). Caizergues et al. (2003)
vSak uvadi, Ze obé pohlavi tetfivka se pohybuji mezi biotopy na vzdalenosti 2-3 km,
v nékterych ptipadech ale prekracuji maximalni vzdalenosti 20 km a piekracuji udoli
prochazenim horskych prismykid (Caizergues & Ellison 2002). Nase zjisténé
pramérmé prelety (@ 3,12 km, samice; @ 2,88 km, samci) odpovidaji primémym
hodnotam vySe zminénych studii. Nebyl také zaznamenan zadny prelet mezi
Jizerskymi horami a KrkonoSemi, coz potvrzuje, ze populace mezi pohotimi spolu

nekomunikuji. Disperzni potencial nasich tetfivka (Pfiloha 1, 2), jenz byl stanoven
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ze zjisténych prumérnych hodnot, ukazuje potencial rozptylu jedinct. Krkonossti
tetfivci by byli schopni obsadit vétsi plochu, nez predikuje habitatovy model (Dusan
Romportl, VIII. 2022, pers. comm), nicmén¢ tyto plochy jiz nenabizi vhodné biotopy,

které pfirozené tetfivek obsazuje.

Studie Svobodové et al. (2011) jiz naznacila negativni trend. Bohuzel ke snizovani
poctu tetfivkl neustale dochazi a mnohem rychleji, nez co se tyCe ubytku genetické
diverzity a nartstu strukturovanosti jejich populaci. Pro zastaveni negativniho vyvoje
populace by se dalo doporucit omezit ruseni na dalsich turistickych mistech, vystavba
dalSich center a sledovat vyvoj populace skrze kazdorocni monitoring poctu tokajicich
samcu. Z genetického hlediska by Sly doporucit i translokace, nicméné ve vétsiné

pfipadi jsou tyto programy neuspesné (napiiklad Boon, 2016; Walker, 2010).
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5. Zavér

Tato prace je krok k zachrang tetiivkd obecnych v Ceské republice, piedeviim

v KrkonoSich a Jizerskych horach, a predstavuje hlavni vysledky jako:

e Nejnizsi geneticka diverzita byla zjisténa u okrajovych populaci.

e Ze srovnani s dalSimi evropskymi populacemi tetfivka vyplyva, ze geneticka
variabilita v ¢eskych populacich dosud nebyla vyrazné zredukovana, a ze tedy
z genetického hlediska stale zastava prostor pro zachranné aktivity. I kdyz
k urcitému poklesu velmi pravdépodobné doslo, jak napovidd srovnani hodnot
genetické diverzity Ceskych populaci s velkymi kontinudlnimi 1 mensimi
fragmentovanymi populacemi v jinych ¢astech Evropy.

e Pozitivni také je, ze ani v jedné z populaci zatim nebyl zji§tén inbreeding, ktery
muze vést az k inbredni depresi.

e Stale vSak pozorujeme klesajici trend, kdy pocetni stav v KrkonoSich Cini 46
kohoutkt a v Jizerskych horach 19 kohoutkd.

e Populace zapadni a centralni jsou nejpocetné)si a s nejveétsi pravdépodobnosti mezi
nimi dochazi ke genetickému toku a je dilezité propojenost zachovat

e Populace jsou jasné strukturované a klastrova analyza ukézala jasné oddéleni
Jizerskych hor od Krkonos, se zietelné odliSenou populaci Smrk, ale také
pozorujeme oddelovani vychodni a Liberecké populace.

e Pii porovnani historickych a soucasnych vzorkti nebyly zaznamenany zadné
signifikantni rozdily v genetické diverzité. V klastrové analyze u historickych
vzorkli se jasné vyCleriovala populace na Pomeznim hiebeni (vychodni)
a urecentnich vzorkll se navic zaCinaji oddélovat i Jizerské hory a jsou vice
strukturovanéjsi

e Primémé hodnoty preletd pro samice Cini 3,12 km a 2,88 km pro samce. Dva
nejdelsi prelety samct byly oba z lokality Pomezniho hiebene, ten se nachazi mezi
Dolni Malou Upou a Lyse&inskymi Boudami, coZ je méné nez 1 km od nejblizsich
staveb.

e Ochrannad opatfeni jsou nezbytna pro udrzeni a zachovani populace vzhledem
k nartistani ruseni, nejvétsi vyzvou pak bude regulace antropogenniho ruseni.

o Jelikoz tetfivci neumi migrovat na velké vzdalenosti a jejich geneticky tok probiha

na zaklad¢ tzv. stepping stone modelu, pro jejich ochranu je zasadni zamezit dalsi
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fragmentaci arealu vyskytu, a to pfedev§im v zdpadni a centralni ¢asti Krkonos, kde
se nachazi nejvétsi populace.
e Je zapotiebi zvyS§it migraci mezi okrajovymi populacemi a zarover je podstatné jim

zajistit co nejveétsi mozny klid v zimnich a jarnich mésicich (v obdobi toku).
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