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Abstrakt

Recentné dochazi v ekologii ke zméné paradigmatu, kterd zohlediuje roli velkych savct
jako kli¢ovych druhti pro fungovani ekosystémti. Z tohoto trendu vychdazi i pozornost vénovana
statusu zépadokarpatské populace medvéda hnédého a tato studie, zaloZzena predevSim na
piistupech neinvazivni genetiky. Béhem let 2019-2021 bylo ziskano celkem 2172 vzorkd.
Jednalo se zejména o neinvazivni vzorky, pfedevS§im o vzorky trusu, které byly doplnény
dalsimi typy vzorkli. Nasledné byla izolovana DNA a amplifikovano 12 mikrosatelitovych
lokusti a lokus pro gen SRY jako pohlavni marker. Shodné se studii Paule 2015 bylo pro
analyzy pouzito 8 mikrosatelitovych lokust. Filtrovani kvality dat probéhlo s nastavenim
PIsib=0.001 a k minimalizaci vyskytu statistickych chyb typu I a typu II pfi urovani identit
byl pouzit R bali¢ek ALLELEMATCH. Bylo ziskano 1036 genotypt, z toho 632 unikatnich. U
samcil byla pozorovana vyssi mira opétovnych zachyta.

i) Prvnim cilem studie bylo odhadnuti cenzni velikosti populace medvéda hnédého na
Slovensku, které zahrnuje vétSinu zapadokarpatské populace. K tomu byly vyuZity metody
zpétného odchytu (Capture Mark Recapture, CMR). Design analyz byl v zikladnich
parametrech nastaven dle studie pocetnosti z let 2013-2014, aby bylo mozné stanovit trendy
zmeén velikosti populace. Byly pouzit program CAPWIRE, ktery je vhodny pro kontinualni
vzorkovani, a Hugginsovy modely pro uzavienou populaci v programu MARK, na zaklad¢
kterych bylo mozné zohlednit odlisné aspekty heterogenity ve vyskytu zpétnych zachytt. Data
ze Zapadnich Karpat byla rozdélena do dvou sezén. Na zakladé statistickych testi byla
populace hodnocena jako uzaviena. Na zakladé dat z 1épe navzorkované sezony byl stanoven
odhad velikosti populace s 95% konfiden¢nim intervalem pomoci CAPWIRE na 1056 (1012—
1275) jedinct, pomoci MARK na 1074 (787-1565) jedinct a pomoci SECR na 871 (798-958)
jedincii. Tyto odhady jsou oc€istény o natalitu, dokumentovana antropogenni mortalita v tomto
obdobi tvoftila pfiblizn€ 35 jedincd. Spravnost odhadl byla testovana pomoci simula¢nich
procedur. Simulace naznacuji, Ze pozorovana data odpovidaji velikosti populace okolo 1000
jedinct, pii simulovaném vybéru z hypotetické vetsi populace dospivaji pouzité modely k
vys$S§im odhadlim, nez byly ziskany z empirickych dat. Spravnost odhadu konverguje k redlné
hodnoté jiz pii poctu vzorkli odpovidajicich ca. 25% redlné velikosti populace. Pro pocty
vzorkll odpovidajici 25-100% redlné velikosti populace jsou odhady dokonce mirné
nadhodnocené, coZ je potieba vztahnout i na vysledky této studie.

Dulezitym cilem byla interpretace ziskanych vysledkii v kontextu ucebnicovych
paradigmat evolucni a ochranaiské genetiky, které se tykaji souvislosti velikosti populace a jeji
zivotaschopnosti. Za timto ucCelem byla odhadnuta efektivni velikost populace, ktera je
Pro urceni efektivni velikosti populace byly vyuzity vysledky Bayesianské klastrovaci analyzy,
na jejimz zéklad¢ byla zkoumana populace rozdélena do Ctyt genetickych klastri, mezi nimiz
pravdépodobné existuje urcitd mira genového toku. Byla pouZzita metoda vazebné nerovnovahy
v softwaru LDNE, ktera dospéla ke kumulativni hodnot¢ 266 (189—421) jedinct. Nizs§i hodnota
oproti modelované cenzni velikosti populace souvisi pravdépodobné zejména s nizkymi
populacnimi stavy béhem minulych staleti. Je pravdépodobné, Ze tato hodnota nepiesahuje
bézn¢ uvadéné odhady minimalni zivotaschopné velikosti populace, to znamena, Ze je dulezité



se vazn¢ zabyvat rizikem inbreedingu, ztraty genetické variability vlivem genetického driftu a
genetické eroze. Analyza zivotaschopnosti populace provedena v programu VORTEX
naznacuje, ze nekteré scénare budouciho vyvoje populace pii realistickém nastaveni hodnot
populacnich parametrii mohou zahrnovat i jeji zmenSovani, i zde je proto aktualni téma
potencialniho extinkéniho dluhu.

i) Stanoveni trendd zmén velikosti populace nebylo ptimym cilem studie. K takovym
odhadlim bude potieba srovnani s vysledky ptedchozi studie provedené podobnou metodou,
které zatim neni mozné kvuli odlisSnostem v metodice. Datasety obou praci jsou nicméné
homologické co se tyce pouzitych markeri a analogické co se tyce zédkladniho nastaveni metod
(vymezeni sezon, statisticky pfistup CMR modelovani). Nastaveni n¢kterych parametra bylo
ale na zakladé¢ statistickych power analyz zvoleno odlisné. Hlavni rozdil spo¢ivd v poctu
tolerovanych mismatchd, ktery je u novéjsi studie 2 (na zékladé analyz v software
ALLELEMATCH), u starsi studie 1, coz mohlo vést k nadhodnoceni po¢tu jedinct ve starSi oproti
nov¢jsi studii. Odhad v programu CAPWIRE pro starsi studii dospél k ¢islu 1214 (konfidenéni
interval nebylo mozno stanovit), oproti 1056 (1012—1275) v nov¢jsi studii. Ani tak tedy ziskana
data neukazuji vyznamny ndrast velikosti studované populace ve zkoumaném obdobi.
Testované hypotézy o rychlosti zmén populacni velikosti je navic potifeba konfrontovat i s
empirickymi hodnotami rychlosti zmény velikosti populace u savci, kterd se vétSinou pohybuje
v hodnotéch jednotlivych procent za rok.

i) Stanoveni potencialniho pfemnozeni nebylo pfedmétem této studie. Tento fenomén
z4visi zejména na populacni hustoté a vyZaduje analyzu nosné kapacity prostfedi. Populaéni
hustota stanovend na zéklad¢ odhadii velikosti populace je srovnatelnd s jiz publikovanymi
odhady ziskanymi monitoringem na zaklad¢ genetiky 1 pfimého pozorovani a pobytovych stop.
Analyza vztahu populace medvéda hnédého k nosné kapacité prostfedi bude vyZadovat
ekologicky pfistup a modelovani trofické niky.

iv) Human-wildlife konflikt nebyl pfedmétem této studie. Takové téma vyZaduje
analyzu prostorové i behavioralni ekologie medvéda, jakoZ i zohlednéni zvyki lidské populace.
Po integraci genetickych a prostorové ekologickych dat z telemetrie miizou data ziskana v této
studii prispét k této otazce pomoci vysledkt v rdmci pfistupil krajinné genetiky.

V) Stanoveni populacni struktury a pfipadnych piekazek genového toku mezi
jednotlivymi subpopulacemi bylo jednim z pfedméta této studie. Analyza populacni struktury
je dilezitym nastrojem v managementu a ochrané volné Zijicich populaci. V dne$ni lidmi
pozménéné krajiné jsou populace Castéji vystavény ostrovnim efektim, coz v konecném
diisledku mize vést az ke vzniku extinkéniho viru. Pfedev§im malé a izolované populace jsou
nachylnéjsi ke ztraté genetické variability, proto by se mélo dbat na udrzeni a obnoveni
genového toku mezi subpopulacemi. Analyzy byly provedeny pomoci neprostorové
bayesianské klastrovaci analyzy v programu STRUCTURE, ta slovenskou populaci rozd¢lila do
Ctyt, respektive péti klastri podle zvolené metody. Dale bylo vyuzito prostorovych
bayesianskych ptistupti v programu GENELAND, analyza v tomto programu rozd¢lila populaci
do ctyt klastrii. Na zaklad¢ téchto analyz byly stanoveny hlavni pfirozené a antropogenni
prekazky genového toku.



Provedené analyzy naznacuji, ze z pohledu evolu¢ni genetiky je zapadokarpatska
populace medvéda hnédého mala, to znamena jeji budouci vyvoj mohou vyrazné ovlivnit
stochastické faktory. To je pomérné podstatné, nebot’ zadpadokarpatska populace piedstavuje
fylogeografickou linii odStépenou od kontinentdlni linie 3a, kterd se lisi od linie 1b ve
vychodnich karpatech a zbytku karpatského oblouku a je tedy unikatni populaci.



Uvod

Geneticky monitoring a odhady velikosti populace

Pro efektivni ochranu nejen velkych Selem je nutné brat v potaz ekologii daného druhu,
ale také jeho populacni strukturu a trendy v pocetnosti. Ochrana a management velkych Selem
zahrnuje mnoho aspektl, mezi které patii politické, socioekonomické a ochranarské zajmy.
Proto je dulezité mit k dispozici vérohodné odhady velikosti populace (Creel et al., 2015;
Darimont et al., 2018; Lopéz-Bao et al., 2020; Skrbinsek et al., 2019). Spolehlivé odhady
velikosti populace jsou nezbytné pro zvyseni diivéryhodnosti monitorovani velkych Selem 1 pro
fadné posouzeni stavu ochrany druhu (Lopéz-Bao et al., 2020).

Geneticky monitoring spojeny s neinvazivnim sbérem vzorku se stal ¢asto pouZivanou
arychle se rozvijejici oblasti genetiky. Umoznuje ziskavat informace o jedincich, aniz by doslo
k jejich ruSeni (Beja-Pereira et al., 2009). Medvéd hnédy (Ursus arctos Linnaeus, 1758) je
jednim z prikopnickych modelt pro neinvazivni genetiku (Hoss et al., 1992; Taberlet & Bouvet
1992). Tento pfistup umozinuje analyzovat popula¢né-genetické parametry véetné genetické
diverzity a jejich trendil, izolovanost populaci a ptipadny genovy tok, strukturu a efektivni
velikost populace. Také je pouzivan ke sledovani demografickych parametrii véetné odhadu
velikosti populace (Bellemain et al., 2005; De Barba et al., 2010; Kendall et al., 2009; Schwartz
et al., 2007; Skrbinsek et al., 2021; Straka et al., 2012; Swenson et al., 2011; Taberlet et al.,
1997; Tallmon et al., 2004).

Odhady velikosti populace na zéklad¢ genetickych dat jsou diky rozvoji molekularnich
nastrojl 1 statistickych metod stale pouzivanéjSim pristupem (Luikart et al., 2010). Pro odhady
velikosti populace je neinavazivni geneticky monitoring ¢asto spojen s capture-mark-recapture
piistupy (metoda zpétného odchytu, CMR). Zakladnim konceptem CMR pfistupu je odchyceni
¢asti populace, jeji oznaceni, vypusténi zpét do populace a poté dalsi odchyceni ¢asti populace.
Nésledné dochazi ke kvantifikaci poctu oznacenych jedinct. Odhady velikosti populace jsou v
nejjednodussich modelech ur¢ovany na zakladé poméru neoznacenych a oznacenych jedinct v
jednotlivych zachytech. Predpokladem je, Ze oznaceni i neoznaceni jedinci maji stejnou
pravdépodobnost na zachyceni (Seber, 1986). V klasickych capture-mark-recapture studiich
dochazi k fyzickému oznaceni zachycenych jedinct. Je vSak narocné a nékdy az nemozné takto
zachytit dostatecny pocet jedinct pro spolehlivé odhady velikosti populace.

Spojeni CMR pfistupu a neinvazivniho genetického monitoringu se stalo bézné
vyuzivanou metodou v ochranaiské genetice a demografii (Gervasi et al., 2010; Kendall et al.,
2019; Latham et al., 2012; Vanpé et al., 2021; Woods et al., 1999). Pii tomto piistupu dochézi
k ziskavani pfesnych zaznamt o vyskytu jedinct, aniz by byli vystavovani manipulaci a stresu
a lze ziskat vétSi mnozstvi dat nez pti klasickém CMR piistupu. Principem tohoto ptistupu je
genotypovani neinvazivné ziskanych vzorkli napf. trusu nebo srsti. Shodné genotypy jsou
povazovany za vzorky od stejné¢ho jedince a jsou stanoveny jako op€tovné zachyty, oproti tomu
neshodné genotypy jsou povazovany za nové odchycené jedince. Na zdklad¢ toho je vytvotfena
historie zachyti, ktera je pouzita pro nasledné analyzy (Lukacs & Burnham, 2005).



Diulezitym faktorem je usp&sSnost genotypizace, ktera ovliviiuje vysledny pocet vzork,
které jsou zahrnuty do dalSich analyz a také genotypizacni chyby. I pfesto, Ze se postupem Casu
zvysila Gspésnost laboratorniho zpracovani vzorkt a doslo ke snizeni vyskytu genotypizacnich
chyb, stale je individualni identifikace zatizena statistickou chybou (Boulanger et al., 2002).
Genotypizacni chyby mohou byt zpiisobeny vice faktory, mezi které patii napt. pouziti
genetickych markerd, které se vyznacuji malou variabilitou (Waits et al., 2001; Woods et al.,
1999). Na zakladé téchto chyb mize dochazet k nespravné identifikaci jedinct a naslednému
zkreslenému odhadu velikosti populace (Creel et al., 2003). I pfes znacné laboratorni a
analytické naroky je tento pfistup Siroce vyuzivany (Bellemain et al., 2005; Davoli et al., 2013;
Gray et al., 2014; Karamanlidis et al., 2012; Robinson et al., 2007).

Vibec poprvé bylo vyuZito spojeni capture-mark-recapture ptistupu a neinvazivniho
genetického monitoringu pravé u medvéda hnédého, kdy byla pro odhady pocetnosti pouzita
DNA, ktera byla extrahovana ze srsti ziskané z chlupovych pasti (Woods et al., 1999). Metody
odhadt velikosti populace se postupné vyvijely az k velmi komplexnim modelim, které pro
vypocty integruji informace o fad¢ populacnich parametrti, napt. véku, pohlavi, reprodukénim
stavu jedinct ve studované populaci aj., v téchto ptipadech jsou vSak zakomponovana data i od
uhynulych jedinc (Bellemain et al., 2005; Carroll et al., 2013; SkrbinSek et al., 2017;
Tumendemberel et al., 2021). Pro odhady velikosti populace mohou byt pouZzity one session
nebo multi-session piistupy. One session pfistup vyuziva kontinualni vzorkovani, kdy mohou
byt jedinci zachyceni vickrat béhem jedné zachytové udalosti. Multi-session pfistup vyuziva
vicenasobné diskrétni zachytové udalosti, kdy v kazdé muze byt jedinec zachycen pouze
jednou.

U vzorki ziskanych pomoci neinvazivniho monitoringu mize dochéazet k tomu, ze
jedinci mohou byt zachyceni vickrat v ramci jedné vzorkovaci udalosti nebo, Ze existuje pouze
jedna vzorkovaci udalost. Pro tento typ dat byla vyvinuta metoda CAPWIRE (Miller et al., 2005).
Principem této metody je, Ze u jedincl zachycenych vicekrat v ramci vzorkovaci udalosti, jsou
vSechny zachyty nad rdmec prvniho povazovany za opétovny zachyt.

Metoda je konzistentni pokud jsou data zachyt heterogenni, tedy pokud je pocet
zachytl u jedinct rozdilny. Pokud jsou data zachyti homogenni a populace je vyrazné vyssi
nez 100, tak mohou byt stanovené vysledky méné spolehlivé (Miller et al., 2005). Tato metoda
funguje na principu analogickém losovani z osudi, kdy jsou zkoumany dvé pravdépodobnosti
zachyceni jedincii, homogenni a heterogenni. U homogenni pravdépodobnosti zachytu je
predpoklad, Ze kazdy jedinec bude zachycen pfi kazdém losovani se stejnou pravdépodobnosti.
U heterogenni pravdépodobnosti je predpoklad, Ze pfi kazdém losovani je pravdépodobnost
zachyceni u jedincil rozdilnd. U této metody je také predpokladano, Ze se jedinci v populaci
nahodné misi v prostoru. To znamend, Ze neinvazivni vzorky, které¢ se najdou bliZze u sebe
nejsou s veétsi pravdépodobnosti od stejného jedince nez vzorky, které jsou od sebe vice
vzdalené (Miller et al., 2005).



Tento predpoklad u medvéda hnédého neni vétSinou splnén. Prislusnici tohoto druhu
jsou povazovani za soliterni a nepfilis teritoridlni Selmy (Bellemain et al., 2006; Clark et al.,
2013; Egbert et al., 1976). Vyjimku ze soliterniho zptsobu zivota pfedstavuji samice s mlad’aty
a sourozenci z vrhu, ktefi spolu urcitou dobu ziji a sdili spole¢ny prostor (Dahle & Swenson,
2003a; Stonorov & Stokes, 1972). Socialni interakce mezi samci a samicemi jSou omezeny
pouze na obdobi rozmnozovani (Clark et al., 2013; Steyaert et. al., 2012). Vzhledem k tomu,
ze jsou medvédi nepfilis teritoridlni, dochazi u nich k ptekryvu domovskych okrskli. Domovské
okrsky se mohou ptekryvat mezi jedinci stejného, ale i opacného pohlavi (Dahle & Swenson,
2003c; Frank et al., 2017; Preatoni et al., 2005). VEtsi rozsah piekryvu domovskych okrskt byl
zjistén v oblastech s vyssi sezonalitou a s ni spojenou sezoénni dostupnosti potravy (Mcloughlin
et al., 2000; Seryodkin et al., 2017) a také u ptibuznych samic (Olejarz et al., 2022; Steen et
al., 2005), ale nikdy nedochazi k ndhodnému miseni jedincii v populaci. Bylo vSak zjisténo, ze
prostorova segregace jedincti nema na vysledné odhady velikosti populace pomoci CAPWIRE
metody vliv (Miller et al., 2005).

Tato metoda, ktera byla navrZena pro neinvazivni vzorkovani se stala Siroce vyuzivanou
(Davoli et al., 2013; Ebert et al., 2021; Gray et al., 2014; Peréz et al., 2006; Puechmaille et al.,
2007; Stenglein et al., 2010b; Zhan et al., 2006) a je ¢asto pouzivana i pro odhady velikosti
populace medvéda hnédého. Vyuziva se u méné pocetnych populaci medvéda hnédého, jako je
napiiklad Apeninska, Alpska populace ¢i populace nachédzejici se v centrdlni ¢asti pohoii
Pindos (De Barba et al., 2010; Skrbinsek et al., 2019; Karamanlidis et al., 2012; Tosoni et al.,
2017). 1 ptesto, ze byla tato metoda vyvinuta pro malé¢ populace (Miller et al., 2005), je
vyuzivana i pro odhady pocetnosti medvéda hnédého u vétsich populaci, naptiklad pro populaci
medvéda hnédého na tizemi Slovinska, Bulharska, Slovenska nebo pro Kantabrijskou populaci
(Frosch et al., 2014; Mendéz et al., 2014; Paule, 2015; Skrbinsek et al., 2019). Divodem je
pravdépodobné efektivnéjsi vyuziti ziskanych dat, diky minimalizaci jejich ztraty. Neinvazivni
sbér vzorki Casto probiha kontinudln¢ (Karamanlidis et al., 2012; Skrbinsek et al., 2019) a pfi
pouziti této metody mohou byt pouZity vSechny zachyty jedinct (Miller et al., 2005).

Odhady velikosti populace byvaji provadény pomoci vice piistupti soucasné. Casto
dochazi ke stanoveni pocetnosti pomoci CAPWIRE, ktery piedstavuje one session piistup v
kombinaci s vyuzitim modelli z programu MARK (White & Burnham, 1999), ktery naopak
predstavuje multi-session piistup (Davidson et al., 2014; Dou et al., 2016; Draper et al., 2017;
Lonsiger et al., 2019; Robinson et al., 2007; Robinson et al., 2009). Se spojenim téchto dvou
pfistupt se miizeme setkat i pfi stanoveni velikosti populace medvéda hnédého (Skrbinsek et
al., 2017; Skrbinsek et al., 2019). Program MARK piedstavuje jeden z nejbéznéji pouzivanych
programt pro odhad velikosti populace v rdmci multi-session pfistupu (Luikart et al., 2010). U
multi-session pfistupu dochazi k upravé nezpracovanych dat pomoci pravdépodobnosti
zachytu. Pravdépodobnost zachytu se muze lisit podle pohlavi, v€ku, ¢asu atd. Pro piesné
odhady velikosti populace je dilezita vysokd pravdépodobnost zachytii, a proto je nutna
dostate¢na velikost vzorku (Luikart et al., 2010). Pro odhady velikosti populace disponuje
MARK vice nez 100 modely, které se 1i§i ve vychozich parametrech (White et al., 2006).

Modely lze na zadkladé ptredpokladu uzavienosti populace rozdélit na oteviené a
uzaviené modely. Oteviené modely umoziiuji zménu ve velikosti populace béhem sledovaného
obdobi.



Obvykle vyzaduji vétsi velikost vzorku, vzhledem k vétSimu mnozstvi parametrt, které
pouzivaji, a delsi dobu studia oproti uzavienym modelim. Casto se pouZivaji pro ziskavani
informaci o mife preziti jedincii a zméné velikosti populace (Kendall et al., 2019; Otis et al.,
1987). Uzaviené modely jsou Siroce vyuzivanym piistupem pro odhady velikosti populace
(Creel et al., 2003; Gervasi et al., 2012; Skrbinsek et al., 2019; Solberg et al., 2006).
Definujicim pfedpokladem uzavienych modelti je demografickd a geografickd uzavienost
populace. Béhem sledovaného ¢asového obdobi tedy nedochazi k natalité, mortalite, imigraci
nebo emigraci jedinct a velikost populace je konstantni. Dal§im definujicim piedpokladem
téchto modelt je konstantni a stejnomérnd pravdépodobnost zachytu u vsSech jedinct ve
zkoumané populaci. Vyhodou uzavienych modeli je schopnost modelovat variace v
pravdépodobnosti zachyceni a tim do urcité miry uvolnit tyto pfedpoklady (Luikart et al., 2010;
Otis et al., 1987).

Predpoklad uzavienosti populace 1 pfedpoklad konstantni a stejnomérné
pravdépodobnosti zachytu u vSech jedincti predstavuji idedlni situaci, ktera neni v pfirozené
populaci nikdy zcela platna (Carothers, 1971, Otis et al., 1987). Pfedpoklady mohou byt do
jisté miry poruseny, naptiklad ndhodnou docasnou emigraci nebo pfirozenou mortalitou, aniz
by doslo ke zkresleni vysledkl (Kendall et al., 1999, Seber et al., 1986). Vysledna kvalita
odhadi pocetnosti zavisi na odchylce od téchto predpokladii (Otis et al., 1987). Tyto modely
mohou byt pouzivany nezavisle na velikosti populace a pifedstavuji jeden z nejbéznéji
pouzivanych piistupti pro stanoveni velikosti populaci u medvéda hnédého (Bellemain et al.,
2005; Ciucii et al., 2015; Gervasi et al., 2008; Gervasi et al., 2012; Kindberg et al., 2011;
Morton et al., 2016; SkrbinSek et al., 2019; Solberg et al., 2006; Tumendemberel et al., 2015;
Wirsing et al., 2018).

Data pro analyzy musi byt rozdélena do jednotlivych diskrétnich intervalit (Cooch,
2008). Z tohoto divodu jsou Casto vzorky sbirany na zakladé systematického monitoringu,
napf. pomoci chlupovych pasti. U tohoto typu vzorkovani dochazi ke sbéru vzorki v ur€itych,
pfedem stanovenych casovych intervalech, kde je kazdy interval povazovan za jednu
zachytovou udélost (Gervasi et al., 2008; Gervasi et al., 2010; Kendall et al., 2009; Morton et
al., 2016). Pro odhady velikosti populace mohou byt pouzita i data z kontinualniho vzorkovani.
V takovém ptipad¢ dojde k rozdéleni souboru dat, ktery byl ziskan béhem vzorkovani do
jednotlivych diskrétnich intervalii. Jedinec mize byt v daném intervalu zachycen pouze jednou,
vicenasobné zachyty v jednom intervalu nejsou pouzity (Bellemain et al., 2005; SkrbinSek et
al., 2019).

Efektivni velikost populace a minimalni zZivotaschopna velikost
populace

Zatimco pocet jedinci dané populace (cenzni velikost populace) je dilezita v ptipade
velkych Selem zejména v souvislosti s human-wildlife konfliktem, tento parametr ma
omezenou vypovidaci hodnotu, co se tyce zivotaschopnosti populace. V této souvislosti se
pouziva termin efektivni velikost populace (effective population size, Ne), coz je velikost
idealizované populace, ktera by vedla ke stejné mife piibuzenského kiizeni nebo genetickému
driftu jako v dané realné populaci (Caballero, 1994). Zatimco cenzni velikost populace
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predstavuje celkovy pocet jedincti v populaci, efektivni velikost populace predstavuje odhad
poctu jedincii, ktefi pfispivaji potomky do dalsi generace (Charlesworth, 2009). V populacich
které jsou predmétem ochrany pfirody obvykle dochézelo kvili malé efektivni velikosti k
ptibuzenskému kiizeni a genetickému driftu. Tyto evolu¢ni procesy mohou vést ke snizeni
genetické variability.

Efektivni velikost populace je ovlivnéna mnoha faktory, naptiklad zménami ve velikosti

populace, odliSnym poctem potomkl mezi jedinci nebo rozdilnym pomérem pohlavi.
Extrapolace cenzni velikosti populace na efektivni velikost populace je pro vétSinu populaci
obtiznd (Frankham et al., 2014). Stanoveni efektivni velikosti populace je nicméné stale
pouzivanégjSim pristupem a Casto doplnuje tradicni demografické odhady (Luikart et al., 2010).
Odhady efektivni velikosti populace ¢asto odkazuji na odli$né ¢asové ramce a rtiznd prostorova
m¢éfitka, a proto miize byt obtizné je porovnavat (Schwartz et al., 1998). Odhady pro ¢asovy
ramec zahrnujici n¢kolik generaci jsou nejspolehlivéjsi (Luikart et al., 2010).
Cim mensi je efektivni velikost populace, tim vétsi mize byt ztrata genetické diverzity, protoze
frekvence alel jsou nachylnéjsi ke zménam kvuli genetickému driftu (Wright, 1931). Ztrata
genetické diverzity se zrychluje s klesajici velikosti populace a je obzvlasté velka u velmi
malych populaci. Nékteré definice tohoto pojmu pouZzivaji popis pomoci genetické velikosti
populace, ktera je nepifimo umeérna rychlosti genetické eroze, ztraté genetické variace a ztraté
adaptacniho potencidlu (Hoban et al., 2020). Ne je teoreticky koncept s dilezitou praktickou
hodnotou, ktery mé dobie stanovené prahy pokud jde o genetickou erozi. Pti efektivni velikosti
niz$i nez 500 (Jamieson & Allendorf, 2012) bude mit populace snizenou schopnost ptizpiisobit
se zménam prostiedi (néktefi stanovuji prah Ne na 1000; Frankham et al., 2014).

Vyse zminéné uvahy smeétfuji ke konceptu minimalni Zzivotaschopné populace
(Minimum Viable Population, MVP). Jedna z definic tohoto pojmu popisuje nejmensi moznou
izolovanou populaci, kterd ma 99% pravdépodobnost existence po dobu 1000 let navzdory
predvidatelnym vliviim demografické, environmentalni a genetické stochasticity ¢i ptirodnich
katastrof (Schaffer, 1981). Predpoklada se, Ze pokud je efektivni velikost populace mensi nez
100, tak bude populace ¢elit vaznym genetickym hrozbam po péti a vice generacich. Pokud je
efektivni velikost vétsi nez 1000, je zachovan evolu¢ni potencial (Frankham et al., 2014).

K posouzeni pravdépodobnosti dlouhodobého ptezivani populace urcitého druhu se
pouziva analyza zivotaschopnosti populace (Population Viability Analysis, PVA). Za timto
ucelem bylo vyvinuto mnoho metodickych piistupli a pouzivani terminu PVA se pohybuje od
kvalitativnich, verbalnich popisti bez modeld aZ po matematicky sofistikované, prostorové
explicitni a stochastické simulacni modely. VSechny pfistupy maji spole¢né posouzeni rizika
extinkce (nebo kvazi-extinkce) populace, pfipadné alternativnich scénaii za stavajicich
podminek, nebo ocekavaného v disledku navrhovaného managementu v ur¢itém casovém
obdobi, obvykle 100 let nebo déle. Casto je PVA vyuZivana pro porovnani t¢inkd potencialnich
managementovych opatieni na alternativni scénafe budouciho vyvoje populace (Reed et al.,
2002).

Fylogeografie medvéda hnédého v Evropé
Pti fylogeografickych studiich u Zivocicht je Casto pouzivana mitochondridlni DNA

(mtDNA) (Emerson & Hewitt, 2005). Neni tomu jinak ani v pfipadé¢ medvéda hnédého (Randi
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et al., 1994; Taberlet & Bouvet, 1994; Tumendemberel et al., 2019; Valdiosera et al., 2007),
kde je mitochondridlni DNA klasickym ndastrojem (Anijalg et al., 2018). Charakteristikou
mtDNA je snadna amplifikace pti PCR diky velkému poctu kopii na bunku, absence
rekombinace, samici filopatrie a vysoka rychlost nukleotidovych substituci (Avise, 2000; Graur
& Li, 2000). V Evrope se v soucasnosti nachazeji dvé mitochondrialni linie medvéda hnédého
(Obr. 1). Soucasna fylogeograficka struktura medvéda hnédého je ovlivnéna pleistocenimi
oscilacemi klimatu a alopatrickou speciaci spojenou s mediterannimi refugii, prostorové vzorce
rekolonizace se staly jednim z paradigmat pro fylogeografii Evropy (Anijalg et al., 2018;
Davison et al., 2011; Hewitt, 2000; Saarma et al., 2007; Taberlet & Bouvet, 1994). Ke kontaktu
mitochondridlnich linii dochézi na tfech riiznych mistech (Obr. 1). Prvni misto kontaktu je
Skandinavie, dale dochazi ke kontaktu v Karpatech a poslednim mistem kontaktu téchto linii
je Recko (Kohn et al., 1995; Pylidis et al., 2021; Taberlet et al., 1995; Zachos et al., 2008).

P Aresl wskytu medvéda hnédého

=== Kontaktni zéna mitochondrialnich linii
medvéda hnédého

1a

e
'R

0 5(.)0 1mlkm x

Obr. 1: Mapa zobrazujici kontaktni zony mitochondrilnich linii medvéda hnédého (dle Bray et al., 2013; Cilingir
et al., 2016; Davison et al., 2011; Matosiuk et al., 2018; Pylidis et al., 2021, graficky upraveno). Bilou barvou
jsou oznaceny vymielé populace a ¢ernou barvou jsou oznaceny prezivsi populace medvéda hnédého. Linie la a
linie 1b patii do zapadni mitochondrialni linie a linie 3a patii do vychodni mitochondrialni linie. Oranzovou ¢arou
je oznacena kontaktni zona mezi zdpadni a vychodni mitochondrialni linii.
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Cile studie

i) Prvnim cilem studie bylo ziskani genetického datasetu z neinvazivnich vzorku
medvéda hnédého ziskanych na Slovensku béhem dvou vegetacnich sezon v letech 2019-2021
a na tomto zaklad¢ provedeni analyz identit pod statistickou kontrolou s pfihlédnutim k
moznému vyskytu statistické chyby prvniho a druhého typu. Dalsim cilem byl odhad cenzni
velikosti populace medvéda hnédého na Slovensku, které zahrnuje vétSinu zapadokarpatské
populace, za pomoci modelt vychazejicich z metod zpétného odchytu (Capture Mark
Recapture, CMR). Dalsim cilem bylo testovat spravnost ziskanych odhad pomoci simulac¢nich
procedur.

Dulezitym cilem byla interpretace ziskanych vysledkii v kontextu ucebnicovych
paradigmat evolu¢ni a ochranatské genetiky, které se tykaji souvislosti velikosti populace a jeji
zivotaschopnosti, tedy rizika inbreedingu, ztraty genetické variability vlivem genetického
driftu a genetické eroze. Cilem je tedy odhadnout efektivni velikost populace a simulovat
mozné budouci scénare vyvoje velikosti populace k ptihlédnutim k trendim v prostiedi pomoci
analyzy zivotaschopnosti populace.

ii) Stanoveni zmén velikosti populace nebylo piimym cilem studie. Protoze je ale
stanoveni popula¢nich trendu dulezita informace, byla studie od za¢atku nastavena tak, aby toto
srovnani bylo principialné po sladéni detailti metodiky mozné.

iii) Stanoveni potencialniho pfemnoZeni nebylo pfedmétem této studie. Tento fenomén
nicméné zavisi zejména na populacni hustoté, jejiz hodnoty jsou pii analyze pocetnosti
odhadovany. Analyza vztahu populace medvéda hnédého k nosné kapacité prostiedi bude
vyzadovat ekologicky ptistup a modelovani trofické niky.

IV) Analyza pravdépodobnosti stfetnuti medvéda s ¢lovékem nebyla pfedmétem této
studie. Takova analyza vyzaduje analyzu prostorové i behavioralni ekologie medvéda, jakoZz i
zohlednéni zvyki lidské populace. Po integraci genetickych a prostorové ekologickych dat z
telemetrie miiZou data ziskand v této studii pfispét k této otdzce pomoci vysledkli v ramci
pfistupti krajinné genetiky.

V) Soucasti studie jsou i zakladni popisné parametry populace, jako jsou informace o
pohlavni a genealogické struktuie populace, diferenciaci subpopulaci a jejich vzajemné izolaci
(ptipadné genovém toku).

Co se tyCe formy, jednd se o zaverecnou zpravu projektu, urcenou SirSimu spektru
z4jemcl o prirodni védy, cemuz je pfizpusoben styl i zanr textu. Zaprvé je optimalizovana
srozumitelnost a nikoli pfesnost, zadruhé je preferovan popis kontextu nad uzkym zaméfenim,
jedna se tedy v souladu se zadanim o “komplexni studii”. Do budoucna budou pfipraveny
rukopisy do odbornych védeckych periodik v ptislusSném zanru védeckého textu.
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Material a metodika

Vzorkovani

1) Studované tizemi

Material pro studii byl ziskan sbérem vzorkli v Zapadnich a Vychodnich Karpatech na
tizemi Slovenské republiky. Sbér vzork® v terénu zajistila Statna ochrana prirody Slovenskej
republiky (SOP SR). Vzorkovani probéhlo v mistech permanentniho vyskytu medvéda
hnédého (Obr. 2), tzn. v narodnich parcich (NP) a chranénych krajinnych oblastech (CHKO) a
na uzemi v kompetenci danych NP a CHKO.

0 25 50 km
| .

"[7] staly vyskyt medvéda hnédého
|| sporadicky vyskyt medvéda hnédého

——

Obr. 2: Mapa zobrazujici permanentni a sporadicky vyskyt medvéda hnédého na Slovensku a v piihraniéi dle
Chapron et al. (2014).

14



2) Material

Sbér vzorkl probihal od zafi roku 2019 do konce dubna 2021. Lokality ziskanych
vzorkl jsou znazornény na Obr. 3. Ve vétsing piipadu se jednalo o neinvazivni vzorky, zejména
vzorky trusu a v mens$i mife vzorky srsti. Vzorky srsti byly ziskany ze znackovacich stromt.
Podobné jako v piedchozi studii (Paule 2015) nebylo zaznamendvano vzorkovaci usili.
Neinvazivni vzorky byly doplnény o vzorky tkéni. Tyto vzorky pochézely z nalezenych
uhynulych jedinct nebo usmrcenych problematickych jedinct. Byl ziskan i jeden tkanovy
vzorek od jedince uhynulého v disledku pytlactvi. Vzorky krve a bukalni stéry byly ziskany i
z jedinct, ktefi byli odchyceni pro ucely telemetrie. Byly zpracovany i1 pievazné tkanové
vzorky, které byly ziskany pted i po daném obdobi. Vzorky trusu, tkéni a stéry byly ulozeny v
50 ml zkumavkach v 96% ethanolu a vzorky srsti byly uloZeny v papirovych obalkach. Vzorky
krve byly uchovany ve specidlnich odbérovych zkumavkach na krev. VSechny vzorky byly
zaznamenany do databaze a uchovany v mrazacich pti -20°C.
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Obr. 3: Mapa s lokalitami vSech ziskanych vzorki medvéda hnédého. Barevné kody odpovidaji typu vzorku.
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Metodika laboratorni prace

1) Extrakce DNA

Pro extrakci DNA ze vzorku trusu byl pouzit izola¢ni kit QlAamp DNA Stool Mini Kit
a QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen) a pro extrakci DNA ze vzork srsti, tkani a stéra
byl pouzit izola¢ni kit Tissue Genomic DNA Mini Kit (Geneaid). DNA ze vzorku krve byla
extrahovana pomoci Blood/Cultured Cell DNA Mini Kit (Geneaid). Extrakce DNA byla
provedena dle standardnich protokol danych izolac¢nich kitt.

Trus

Trus byl uloZen ve zkumavkach s 96% ethanolem. Po vyjmuti vzorku ze zkumavky a
odpafeni ethanolu byla zejména z povrchu odebrana ¢ast vzorku potfebnd pro izolaci.
Nezadouci slozky trusu jako zbytky listd, plodi, srsti, hmyzu atd. byly odstranény. Extrakce
DNA z trusu byla provedena dle standardniho protokolu, ve kterém doslo k modifikaci pii
findlni fazi extrakce DNA, kdy byl snizen objem elu¢niho pufru z 200 ul na 100 pl. Tato
modifikace byla provedena pro zvyseni koncentrace DNA.

Tkan

Ze vzorkl tkani se stejné jako ze vzorkl trusu nechal odpafit etanol a nasledné byla
odebréna ¢ast vzorku potiebnd pro izolaci. Tato ¢ast byla homogenizovana a dale izolovana
podle standardniho protokolu, ve kterém nedoslo k modifikacim.

Stér

Stéry byly vyjmuty ze zkumavky a nechal se z nich odpafit ethanol. Pot¢ byla ze Stéticky
odstfizena bavlnéna cast, ze které doslo k extrakci DNA dle standardniho protokolu.

Srst

U vzorki srsti byly k izolaci pouzity pouze chlupy s folikuly. Pfitomnost folikulu byla
ovétena u kazdého vzorku pomoci binolupy. Nésledné byla na zakladé€ standardniho protokolu
z ¢asti chlupi s folikuly extrahovana DNA.

Krev

Vzorky krve byly pieneseny do sterilni 1.5 ml zkumavky a nasledné byla z téchto
vzorkl extrahovana DNA dle standardniho protokolu.

2) Amplifikace mikrosatelitovych lokusii

Pro ucel genotypizace obdrzenych vzorkl bylo pouZito 12 mikrosatelitovych lokust v
jednom multiplexu (Skrbinsek et al., 2010) a gen SRY pro urCeni pohlavi (Tab. 1), ktery je
specificky pro heterogametické pohlavi (Bellemain & Taberlet, 2004).
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Tab. 1: Prehled pouZitych mikrosatelitovych markerd s nazvy lokusi, sekvenci pouzitych primeri, délkami alel a

barevnym ozna¢enim.

Nazev Barevné
lokusu Sekvence primeru 5° - 3' Délka alel | oznaceni Zdroj

F |AAAGCAGAAGGCCTTGATTTCCTG Paetkau
Gi10C R |GGGACATAAACACCGAGACAGC 87-107 VIC etal., 1998

F CAACAAGAAGACCACTGTAA Paetkau
G10H R |AGAGACCACCAAGTAGGATA 222-258 6-FAM etal., 1998

F |ACTGATTTTATTCACATTTCCC Paetkau
G10L R [|GATACAGAAACCTACCCATGCG 143-159 PET & Strobeck, 1994

F TACATAGGAGGAAGAAAGATGG Paetkau
G10P R AAAAGGCCTAAGCTACATCG 147-167 VIC etal., 1998

F CCCTGGTAACCACAAATCTCT Paetkau
G10X R |GATCTCAGTTATCTGTGAAATC 134-148 6-FAM etal., 1998

F ATCTGTGGGTTTATAGGTTACA Paetkau
G1D R CTACTCTTCCTACTCTTTAAGAG 167-179 6-FAM & Strobeck, 1994

F ATTCAGATTTCATCAGTTTGACA Bellemain
Mul0 R TCAGCATAGTTACACAAATCTCC 112-132 6-FAM & Taberlet, 2004

F CTGAATTATGCAATTAAACAGC Taberlet et al.,
Mul5 R |AAATAAGGGAGGCTTGGGT 117-129 PET 1997

F TAGACCACCAAGGCATCAG Bellemain
Mu23 R GCCTGTGTGCTATTTTATCC 142-160 NED & Taberlet, 2004

F GTCTCTGTCATTTCCCCATC Bellemain
Mu50 R AACCTGGAACAAAAATTAACAC 78-102 6-FAM & Taberlet, 2004

F |GCTCCTTTGGGACATTGTAA Bellemain
Mu59 R |TGACTGTCACCAGCAGGAG 90-122 NED & Taberlet, 2004

F AGCCACTTTGTAAGGAGTAGT Bellemain
Mu9 R ATATAGCAGCATATTTTTGGCT 184-200 VIC & Taberlet, 2004

F GAACGCATTCTTGGTGTGGTC Bellemain
SRY R TGATCTCTGAGTTTTGCATTTG 82 PET & Taberlet, 2004

K amplifikaci lokust byl pouzit Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen). Kazda 10 pl reakéni
smés obsahovala 5 pl Type-it Multiplex PCR Master Mix, fluorescencné znacené primery o
findlni koncentraci 0.04—0.08 uM, 3 ul ddH20 a 1 pl izolatu DNA nezéavisle na koncentraci
DNA (Tab. 2). PCR byly provadény v termocykleru T100™ Thermal Cycler Bio Rad. Pted
zpracovanim vzorkll probéhla optimalizace podminek pro PCR a nésledné¢ vSechny PCR

probéhly na zakladé¢ nasledujiciho termalniho protokolu:
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95°C 5 minut

95°C 30 sekund

59°C 90 sekund 32 cykla
72°C 60 sekund

60°C 30 minut

Reakéni smés pro fragmentacni analyzu o celkovém objemu 10 ul obsahovala 0.5 pl
PCR produktu, 0.25 ul velikostniho standardu Applied Biosystems™ GeneScan™ 500 LIZ™
Dye Size Standard a 9.25 ul formamidu (Tab. 3). Fragmentacni analyza probihala na pfistroji
3130xI Genetic Analyzer.

Tab. 2: Obsah reakéni smési na PCR

PCR 10 pl reakce
master mix 5ul
ddH20 3 ul
primer mix 1ul
DNA 1 pl

Tab. 3: Obsah reak¢ni smési na fragmentaéni analyzu

Fragmentacni
analyza 10 pl reakce
formamid 9.25 i
LI1Z 500 0.25 pl
PCR produkt 0.5 pl
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Analyza genetickych marker(

Vysledky fragmentacni analyzy byly vizualizovany v softwaru geneious prime 2020.1.1
(https://www.geneious.com). V tomto softwaru byly odecteny délky jednotlivych alel (allele
calling) na zaklad¢ nastaveni parametrii u jednotlivych lokust a velikostniho standardu Applied
Biosystems™ GeneScan™ 500 LIZ™ Dye Size Standard. Vysledky téchto odecéti byly
kontrolovany na ptipadny vyskyt artefakti amplifikace (stutter bands, -A alely). Nasledn¢ byly
pomoci stejného softwaru proveden binning.

Diulezitym faktorem pfi analyze mikrosateliti jsou genotypizacni chyby. Mezi hlavni
priciny téchto chyb fadime vypadek alely (alelicky dropout, Taberlet et al., 1996) nebo falesné
alely (Beja-Pereira et al., 2009; Pompanon et al., 2005). Pro neinvazivni vzorky je typicka nizka
koncentrace a vysoka fragmentace DNA. Jednim z pfistupt, jak dosahnout sniZzeni frekvence
genotypizacnich chyb, je provedeni vice PCR opakovani na vzorek (tzv. multiple-tube pfistup,
Taberlet et al., 1996) a nasledné vytvoreni konsensus genotypu. V tomto pripad¢ byl konsenzus
genotyp stanoven podle metody n/2, kde musi byt alela detekovéana alesponl v poloviné replikati
(Benschop et al., 2013). Na zacatku byly provedeny dvé PCR na lokus pro kazdy vzorek podle
metody Adams & Waits (2006). Alela byla akceptovana az poté, co byla pozorovana dvakrat,
jinak byla provedena tieti PCR, jejiz vysledky byly porovnany s genotypy prvnich dvou
amplifikaci (Tsaparis et al., 2014). U heterozygotniho genotypu musela byt kazda alela
pozorovana alespont ve dvou nezavislych PCR a u homozygotniho genotypu alespoi ve tfech
nezavislych PCR (Tumendemberel et al., 2019).

V pruméru byly provedeny tii PCR na vzorek. Minimalné byly provedeny dvé PCR na
vzorek a to zejména u tkdnovych vzorki a u velmi kvalitnich neinvazivnich vzorkd. Maximalné
bylo provedeno pét PCR na vzorek. U kazdého vzorku byly provedeny tedy miniméln¢ dvé
opakovani a pokud se amplifikovalo alespoii osm z deseti lokusi (PIsib~0.001) viz. kapitola
identifikace jedinct, byl vzorek zatfazen do dalSich analyz.

Na zékladé uspésnosti amplifikace byla pted ziskanim vyslednych genotypti provedena
detekce a vyfazeni lokust, jejichZ uspéSnost amplifikace byla nizka v porovnani s GspéSnosti
amplifikace zbylych lokusti v multiplexu.

|dentifikace jedincu

Pro ovéfeni statistické sily poctu pouzitych lokusii k identifikaci jedincti byl pouzit
software GIMLET (Valiére, 2002). Za pomoci tohoto softwaru byla pro jednotlivé lokusy
spoctena hodnota PI (Probability of identity), tedy pravdépodobnost, Ze dva rizni jedinci v
jedné populaci maji vlivem nahody shodny genotyp. Dale byla vypoctena hodnota Plsib
(probability of identity of siblings), tedy pravdépodobnost, Ze dva sourozenci sdileji vlivem
nahody stejny genotyp. Podle McKelvey et al. (2004) nesméla byt vysledna hodnota PI vyssi
nez 1 x 10 a nebo hodnota Plsib vyssi 1 x 103, V tomto piipadé byl pouzity panel lokust
povazovan za vhodny k identifikaci jedinci. Minimalni pocet potfebnych lokusi ke
spolehlivému rozliSeni jedinct, byl zvolen na zdklad¢ hodnoty Plsib, z davodu ptedpokladu
piibuznosti jedinct ve zkoumané populaci (Paetkau & Strobeck 1994; Taberlet & Luikart 1999;
Waits et al., 2001; Woods et al., 1999).
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Identifikace jedinct byla provedena pomoci softwaru CERVUS (Kalinowski et al., 2007).
Pfi analyze identit v tomto softwaru je potieba stanovit pocet zcela shodnych lokusii a pocet
lokust s neshodou.

Genotypy byly oznaceny za totozné (tzn. bylo povazovano, ze se jednd o stejného
jedince), pokud byly shodné alespoii v Sesti lokusech. Tento pocet stale poskytoval dostatecné
rozliSeni pro identifikaci jednotlivych zvitat (Taberlet & Luikart, 1999; Paetkau, 2003).

Pro ur¢eni optimalniho povoleného poctu lokusti s neshodou (mismatchem) pii ur¢ovani
identit byl pouzit R balicek ALLELEMATCH (Galpern et al., 2012), ktery zajistil aby nebyl
nadhodnocen ¢i podhodnocen skute¢ny pocet jedinci. ALLELEMATCH vypocitd genetickou
podobnost vSech genotypti a nasledné vytvaii skupiny zalozené na genetické podobnosti.
Nésledné tvoii tyto skupiny s postupnym zvySovanim poctu neshod a pozoruje pocet
pritomnych unikatnich genotypii. Vysledny pocet povolenych neshod je uréen jako bod, kdy je
kazdy genotyp spojen pouze s jednou skupinou. Diky nému byl pro nalezeni spravného poctu
unikatnich genotypt stanoven pocet lokusti s neshodou na dva (Obr. 4). Pro analyzu byly
pouzity genotypy bez markeru pro uréeni pohlavi.

—a— unikatni genotypy
—a— multipleMatch
.. neklasifikovano

1000

800
1

potet jedincd

200
|

potet mismatchl

Obr. 4: Graf z programu ALLELEMATCH znazoriujici doporuéeny pocéet povolenych lokusi s neshodou
(mismatchem) pro analyzu identit, aby nedoslo k nadhodnoceni po&tu unikéatnich genotypt (individui). Sipka
oznacuje doporucenou hodnotu.

Pokud byly genotypy softwarem CERVUS oznaéené jako zcela shodné, tak byly
povazovany za opakované zachyty daného jedince. V ptipadé€, kdy software prokazal jen
¢astecnou shodu, tak byla provedena kontrola danych genotypii na trovni primérnich dat.
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Analyza pfibuzenskych vztah

Pro urCeni vztahi mezi jedinci v Zapadnich Karpatech byla provedena analyza
piibuznosti za pomoci softwaru ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006), ktery pocita odhady
piibuznosti na zdkladé maximalni vérohodnosti. Vyhodnoceni vztahu mezi dvéma jedinci bylo
stanoveno na zakladé¢ vypoctu pravdépodobnosti Ctyi typl piibuzenskych vztahl, a to
nepiibuzni jedinci (U), nevlastni sourozenci (HS), sourozenci (FS) a rodi¢e a potomci (PO).
Cilem analyz bylo urcit ptibuznost prvniho stupné, tj. vztah rodi¢—potomek nebo par pravych
sourozenci. Vztahy byly hodnoceny pomoci funkce (Confidence sets) s uréenim
pribuzenskych vztahti s pravdépodobnosti nad 90 %. K provedeni téchto statistickych testi byly
pouzity simulace. Pro kazdy test bylo provedeno 100 simulaci (Blouin, 2003; Kalinowski et
al., 2006). Pro analyzu byl pouzit dataset vSech unikatnich jedinci.

Populacni genetika

Pro zjisténi populacni struktury a odhad poctu odlisnych genetickych subpopulaci byla
pouzita Bayesianska klastrovaci analyza v programu STRUCTURE 2.3.4. (Pritchard et al., 2004).
Jako vstupni soubor byl pouzit dataset obsahujici v§echny jedince, kteti byli pro snazsi ¢itelnost
vyslednych grafii sefazeni od vychodu na zapad. Pocet potencidlnich klastrii byl nastaven v
rozmezi od K1 po K10. Pro kazdy potencialni klastr bylo provedeno deset nezavislych
opakovani. Pro analyzu byl zvolen admixture ancestry model spolu s korelovanymi
frekvencemi alel. Inicia¢ni burn-in perioda byla nastavena na 100 000 a pocet MCMC (Markov
Chain Monte Carlo) na 1 000 000 opakovani (Straka et al., 2012). Pro ur€eni pravdépodobného
poctu klastri byla pouzita statistika MedMed K, MedMean K, MaxMed K a MaxMean K podle
Puechmaille (2016), ktery akceptuje nerovnomérné vzorkovani.

Pro zjisténi odpovidajiciho poctu klastrii byl pouzit online software STRUCTURE-
SELECTOR (Li & Liu, 2018), ktery vyhodnotil nejvice spolehlivé a konzistentni K. Nésledna
vizualizace vysledki a spojeni jednotlivych opakovani pro kazdé¢ K byla provedena pomoci
softwaru cLUMPAK (Kopelman et al., 2015).

Déle bylo pro analyzu struktury populace vyuzito prostorového bayesianského
klastrovani v programu GENELAND (Guillot et al., 2005; Guillot et al., 2008). Program
GENELAND umoziiuje analyzu genetickych a prostorovych dat pomoci ptikazového tadku v
statistickém nastroji R nebo grafického uzivatelského rozhrani. V ptipad¢ prostorového modelu
tento program zkouma genovy tok na zaklade¢ rozdilnych frekvenci alel v jednotlivych ¢astech
arealu rozsiteni (Guillot et al., 2009). Byl pouzit dataset obsahujici vSechny jedince — tedy
kodominantni diploidni data spolu se souradnicemi zemépisné Siiky a délky sbéru jednotlivych
vzorkd.

Nejprve bylo nastaveno 10° opakovani metody Monte Carlo pomoci Markovova fetézce
(MCMCO), kdy se kazdych 100 opakovani vysledky ukladaly. Byl nastaven nekorelovany model
alelickych frekvenci pro pocet klastri 1 az 10, ktery probihal v péti nezavislych bézich.
Nejistota soufadnic byla nastavena na 0.1 stupiii zemé&pisné Sitky a délky, maximalni pocet
jader v Poisson-Voronoiove teselaci byl kvuli celkovému poctu jedincti nastaven na 632, ostatni
hodnoty byly ponechany defaultné. Nasledovalo sefazeni jednotlivych béhti na zakladné
posteriorni pravdépodobnosti, pti kterém byl uréen nejpravdépodobnéjsi pocet klastrti. V ramci
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postprocesu pro grafické znazornéni vysledki bylo nastaveno 500 pixelt pro osu X i y a
vytazeno prvnich 200 opakovani. Pro zpfesnéni vysledkii byl model néasledné nastaven na
takovou hodnotu K, kterou prvotni analyza stanovila jako nejpravdépodobnéjsi, ostatni
parametry byly ponechany stejné jako u vstupni analyzy.

Geneticka diverzita populace

Pro finalni dataset a pro jednotlivé klastry uréené na zéklad¢ vysledkii analyzy v
programu STRUCTURE 2.3.4. byly pomoci softwaru CERVUS zjiStény frekvence alel. Pro zjisténi
koeficientu ptibuzenského kiizeni, pozorované heterozygotnosti (Ho) a ocekavané
heterozygotnosti (He) byl pouzit software FSTAT (Goudet, 1995). Analyzy byly provedeny s
vychozim nastavenim parametri. Vzhledem k testovani nékolika lokust najednou, existuje
pomérn¢ vysoka pravdépodobnost, ze alespont jeden z nich muze vykazovat odchylku
vyznamnou na 5% hladin€¢ jen ndhodou (statistickd chyba typu I). Pro zohlednéni této
skute¢nosti byla zvolena Bonferroniho korekce (Kalinowski et al., 2007).

Demografie

Velikost populace

Vychodni Karpaty

U vychodoslovenské subpopulace medvéda hnédého se podatilo ziskat jen relativné
maly pocet vzorkl, v této ¢asti Slovenska je také diky napojeni jedincii na populace smérem na
vychod porusen predpoklad uzavienosti populace (Straka et al., 2012; Matosiuk et al., 2018),
ktery je zasadni pro relevanci demografickych analyz (Kendall 1999; Otis et al., 1978; Pollock
1976). U této subpopulace proto nebyly pouzity modely CMR.

Odhady pocetnosti na zakladé CMR modelu
Zapadni Karpaty

Charakteristika obdobi a uzavienost populace

U capture recapture studii je dalezitym kritériem vySe zminéna uzavienost populace,
kterd ptimo souvisi s tim, jakd tfida modelt je vhodna pro vypocet odhadu velikosti populace.
Uzaviend populace je takova populace, jejiz velikost je béhem zkoumaného obdobi konstantni.
To znamend nedochdzi k zadnému pfirGstku (natalita nebo imigrace) nebo ztraté¢ (mortalita
nebo emigrace) jedincti v populaci. To pfedstavuje velmi silny piedpoklad a v ptirozené
populaci neni témét nikdy zcela platny. V praxi je uzavienost populace definovana tak, ze
béhem zkoumaného obdobi nedojde v pocatecni populaci k neznamym zménam (Otis et al.,
1978). Pokud je studie navrzena spravné, mtize byt populace alespon piiblizn¢ demograficky
uzaviena.

Za ucelem splnéni ptedpokladu uzavienosti populace, byly vSechny genotypy ze
Zapadnich Karpat, které byly ziskany béhem let 2019 az 2021 pro odhady velikosti populace
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rozdéleny do dvou sezon. Sezony byly kvuli srovnatelnosti vysledkti definovany analogicky
jako v ptedchozi studii (Paule, 2015). Jako prvni sezona bylo uréeno obdobi od zaii 2019 do
srpna 2020 a jako druha sezona pak obdobi od zati 2020 do srpna 2021. Vzorky ziskané pied
stanovenym obdobim byly z demografickych analyz vyfazeny. Uzavienost populace byla
testovana na zakladé¢ heterogenity pravdépodobnosti zachytt (Otis. et al., 1978) v souvislosti s
casove specifickou variaci v pravdépodobnostech zachytu (Stanley & Burnham, 1999) pomoci
softwaru CLOSETEST (Stanley & Richards, 2005).

Odhad velikosti populace

Pro odhady velikosti populace medvéda hnédého v Zapadnich Karpatech byly pouzity
tfi rizné pristupy. Prvnim byl CAPWIRE bali¢ek v programu R (Pennell, 2013), druhym byl
program MARK (White & Burnham, 1999) a tfetim SECR balic¢ek v programu R (Efford, 2011).

CAPWIRE poskytuje nejptesnéjsi odhady velkosti populace pii heterogenni
pravdépodobnosti zachytu a byl navrzen pro neinvazivni typ vzorkovani (Miller et al., 2005).
CAPWIRE piedpoklada neptetrzité vzorkovani, coz odpovida vzorkovani v této studii. Dataset
pro analyzy odhadi velikosti populace v CAPWIRE obsahoval v§echny zachyty kazdého jedince.
Data byla rozdé€lena do tfid podle poctu zachyceni (jedinci ve tfid€ x byli zachyceni x krat). Pro
odhad velikosti populace je mozné pouzit modely ECM a TIRM. Model ECM ptedpoklada
stejnou pravdépodobnost zachytu vSech jedincli, model TIRM piedpoklada riznou
pravdépodobnost zachytu vsech jedincii. Pro vybér optimalniho modelu byl pouzit likelihood
ratio test. Pokud byla P hodnota mensi nez 0.01 byla zamitnuta nulovad hypotéza, tedy ze u
vSech jedinci byla stejna pravdépodobnost zachytu (model ECM). V tomto ptipadé¢ byl pro
zbytek analyz pouzit model TIRM (Miller et al., 2005). Pomoci CAPWIRE byly ziskany odhady
1 pro jednotlivé oblasti, které mély vétsi pocet opétovnych zachytii. Odhady pocetnosti byly
pomoci tohoto pfistupu stanoveny také pro jednotlivé klastry, které byly urcené na zakladé
klastrovacich analyz.

V programu MARK byly na zdkladé vysledkil testu pro uzavienost populace pouzity pro
odhady velikosti populace modely Huggins’ Heterogeneity pi and p with mis-identification.
Tyto modely byly navrzeny tak, aby zvladly problematickou identifikaci jedinct, zptisobenou
zejména genotypizacnimi chybami. TaktéZ zahrnuji parametr o, coZz je pravdépodobnost, Ze byl
jedinec spravné identifikovan pii prvnim pozorovani (Lukacs & Burnham, 2005). Dale tyto
parametrizované modely zohlednuji variaci v parametrech casu, chovani a individuélni
heterogenity v odhadech pravdépodobnosti zpétného zachytu. Vzhledem k neinvazivnimu
ziskavani vzorki nebyl ditvod ocekavat behavioralni reakcei a ptipadny vliv na nasledné ziskani
dalSich vzork. Proto byla pravdépodobnost prvniho zachytu kazdého jedince povazovana za
shodnou s pravdépodobnosti opétovného zachytu daného jedince. Pro vyuziti modelt v
programu MARK muselo byt kontinualni vzorkovéani rozdéleno do jednotlivych €asovych
intervalid. Jednotlivé zachyty byly rozdéleny do diskrétnich intervali s darazem na
minimalizaci ztraty ziskanych dat. Bylo vytvofeno vice datasetli pro zjisténi vlivu délky
intervali na odhad velikosti populace (Obr. 5). Pokud byl jedinec v daném intervalu detekovan,
byl zachyt oznacen jako 1 a v pfipadé, ze detekovan nebyl, byl zachyt oznacen jako 0. Jedinci
byli dale rozdéleni do dvou skupin na zakladé pohlavi. Ostatni atributy modelu byly ponechany
ve vychozim nastaveni. Byly spocitany demografické odhady pro modely, ve tiech zakladnich
tiidach: model Mt, ktery umoziuje, aby se pravdépodobnosti zachytu ménily v ¢ase; model
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Mb, ktery umoziiuje zachytit behavioralni reakce a model Mh, ktery umoziiuje heterogenitu v
pravdépodobnosti zachyceni zvitat. Dale rizné kombinace téchto modelti (Mtb, Mbh, atd.) a
model Mo, ktery neumoziuje zadné z vySe zminénych variaci (Lee & Chao, 1994; Otis et al.,
1978). Pro vybér nejlepsiho modelu byla v programu vypoctena hodnota AICc (Akaikovo
informacni kritérium druhého tadu), které hodnoti “goodness of fit” modelu a penalizuje
nadparametrizované modely (Akaike, 1974; Guthery, 2003; Sugiura, 2007) a hodnota A AICc
(Burnham & Anderson, 1998; Anderson & Burnham, 2002). U v§ech odhadi velikosti populace
byl urcen 95% interval spolehlivosti.
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Obr. 5: Zobrazeni vlivu nastaveni po¢tu diskrétnich intervalti zachytl na odhady velikosti populace medvéda
hnédého v programu MARK pro prvni sezonu a druhou sezonu. Cernou barvou je zobrazen odhad velikosti
populace, Sedou barvou je oznagen 95% interval spolehlivosti. Cervena Gise¢ka ozna¢uje vybrany pocet diskrétnich
intervalii zachytll. Barevna plocha na grafech znazoriiuje smérodatnou odchylku odhadi velikosti populace a 95%
intervalu spolehlivosti.

Bali¢ek SECR ptedstavuje prostorové explicitni CMR metodu, kterd umoznuje odhad
velikosti populace véetné stanoveni denzity populace. Pro vymezeni studovaného tizemi byl
pouzit polygon (Efford, 2023), ktery nejlépe odpovida CMR typu studie analyzujici
neinvazivni vzorky trusu. Polygon byl vytvofen ze soutfadnic vzorkl ziskanych z druhé sezony
(Obr. 6). Déle byl vytvofen vstupni dataset obsahujici oznaceni polygonu ve kterém byl vzorek
ziskan, ID vzorku, ID vzorkovaci udélosti, X a Y soufadnice. Byly vytvofeny datasety pro obé
pohlavi dohromady, pouze pro samice a pouze pro samce. Obdobn¢ jako u programu MARK
byly ziskany odhady velikosti populace pomoci modelil ze tfi zakladnich tfid (Mt, Mb, Mh) a
pomoci jejich kombinaci. Nejlepsi modely byly vybrany na zékladé hodnoty AICc. Odhady
velikosti a denzity populace byly uréeny s 95% intervalem spolehlivosti. Pfi odhadech denzity
populace byl ve funkci “secr.fit” pouzit nejprve zakladni nulovy model a nésledné pokrocilejsi
model “D ~ X + y + x2 + y2 + xy)”.
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5 occasions, 562 detections, 409 animals

Obr. 6: Cervenou linii je zobrazen vytvofeny polygon predstavujici oblast vymezenou na zakladé lokality sbéru
vzorkt ziskanych v oblasti Zapadnich Karpat pro obé pohlavi béhem druhé sezony. Uvniti polygonu jsou modrymi
znaCkami zobrazeny jednotlivé genetické zachyty, shodné genotypy jsou propojeny modrou linii.

Testovani spravnosti odhadu velikosti populace pomoci simulaci

Pro ovéfeni odhadii velikosti populace byly provedeny simulace zachytovych dat na
zakladé ndhodného zachytu jedince s pravdépodobnosti 1-100% a na zéklad¢ parametri
realnych dat. Pro parametry distribuce realnych dat byl pouzit balicek ved (Meyer et al., 2023).
Datasety simulovanych dat byly vytvofeny pomoci CAPWIRE. Bylo vytvofeno 8 datasetli s
fixnim poctem zachyti odpovidajicim poctu zachytl ve druhé sezon€ a predpokladanou
velikosti populace od 1000 do 4000 jedinct. Dale bylo vytvoreno 18 datasett s fixni velikosti
populace 1000 jedinct (pocet piiblizn€ odpovidajici vysledkiim odhadu velikosti populace ve
druh¢ sezong) a poctem vzorkl od 50 do 2000. Pro jednotlivé datasety byly stanoveny odhady
velikosti s 95% konfidenénim intervalem pomoci modelu TIRM.

Efektivni velikost populace

Efektivni velikosti populace (Ne) byla vypoctena zvlast’ pro jednotlivé subpopulace
definované jako klastry ziskané v programu STRUCTURE. Kritéria pro zatfazeni do klastrti byla
zalozena na q hodnoté. Jedinci s q hodnotou vyssi nez 0.7 byli rozdéleni do danych klastri,
jedinci u kterych byla q hodnota nizsi, nebyly do jednotlivych klastri zahrnuti (Anijalg et al.,
2020). Efektivni velikost populace byla stanovena pomoci metody vazebné nerovnovahy v
softwaru LDNe (Waples & Do, 2008). Pro vypocet byl pouzit model pro nahodné paieni a alely
vyskytujici se s frekvenci Pcrit > 0.01 byly vylou€eny z analyz. U odhadi byl stanoven 95%
interval spolehlivosti (Anijalg et al., 2020; Pylidis et al., 2021).
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Analyza Zivotaschopnosti populace

Pro modelovani popula¢ni dynamiky a hodnoceni pravdépodobnosti extinkce populace
byl pouzit program VORTEX (Lacy, 1993), specialné navrzeny pro provadéni PVA. Vyuziva
stochasticky simula¢ni model k odhadu zmén velikosti a zivotaschopnosti populace v Case,
piicemz bere v uvahu rizné demografické a environmentalni faktory. Jednou z klic¢ovych vyhod
tohoto softwaru je jeho flexibilita a schopnost zahrnout komplexni data a modelové
predpoklady. Muze také zahrnout nejistotu a variabilitu tidaji a pfedpokladl, coz umoznuje

Pro PVA byly pouzity demografické parametry, které jsou uvedeny v Tab. 4. Pro model
byl zvolen Casovy interval 100 let, pficemz pro kazdy scénai bylo umoznéno 10 000 iteraci.
Pocatecni velikost populace byla stanovena na zakladé¢ vysledkii odhadli pocetnosti pro
jednotlivé klastry. Nosna kapacita pro medvéda nebyla formaln€ odhadnuta. Existuji ndznaky,
7e se ji populace pravdépodobné blizi vzhledem k podobnym odhadiim velikosti populace v
této studii a ve studii z roku 2015 (Paule, 2015). Vysledky odhadu pocetnosti pro jednotlivé
klastry byly pouzity jako minimalni hodnota nosné kapacity prostiedi. Pro porovnani byla
provedena i PVA s nosnou kapacitu piiblizné 200 % s ohledem na odhady pocetnosti v této
studii.

Tab. 4: Vstupni parametry pro model popula¢ni predikce medvéda hnédého.

Parametr Hodnota Zdroj
Pocet opakovani 1000 Gervasi & Ciucci 2018
Pocet simulovanych let 100 Gervasi & Ciucci 2018
Umrtnost mlad’at do dvou let 0.25-0.5 Balaz 2002; Balaz 2003; Jakubiec 2001; Lenko 2006
Umrtnost subadulti 0.15-0.35 Bunnell & Tait 1985
Typ reprodukéniho systému polygynni Steyaert et. al. 2012
Vek prvni reprodukce 4 Gervasi & Ciucci 2018
Reprodukéni senescence 27 Schwartz et al., 2003
Velikost vrhu 1.7-2.3 Hell & Sabado§ 1995; Sabado§ & Simiak 1981
Pomér pohlavi pfi narozeni 50:50:00 Bellemain et al., 2005; Schwartz et al., 2003
Podil rozmnozujicich se samic | 0.15-0.3 Schwartz et al., 2003; Tosoni et al., 2017

Zména velikosti populace

Jedna z moZnosti studovani zmén velikosti populace spociva ve srovnani soucasné
studie (mezi lety 2019-2021) s minulou studii (Paule 2015, roky 2012-2015). Takové srovnani
vyzaduje porovnani studovaného tzemi (ovéteni, zda nedosSlo ke zménadm aredlu), srovnani
distribuce vzorki a srovnani vlastnich CMR modelt.
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Porovnani distribuce vzorku

Rozdily v poctu vzorkl v jednotlivych izemi mohou byt zpiisobeny a) rozdily v
intenzité vzorkovani a b) zménami v lokalni distribuci druhu. Vzhledem k tomu, ze vzorkovaci
usili ani v jedné studii nebylo méteno, explicitni odliSeni obou faktorii je obtizné. Srovnani
poctu vzorkil v jednotlivych tizemich (napt. kvadratech) vSak neni mozné provést piimo (tj. s
pouzitim parsimonidlnich metod), ale s pfihlédnutim k rozdilim vhodnosti habitatu (.
minimaln¢ s pouzitim metod maximum likelihood).

Podrobna analyza tohoto typu je nad ramec této studie, je zde vSak uvedeno zobrazeni
distribuce vzorkt spolu s vysledky habitatového modelovani.

Habitatové modelovani bylo provedeno v programu MAXENT (Phillips et al., 2016).
Byla pouzita ndlezové a telemetricka data medveédi hnédych a environmentalni data, kterd jsou
tvofena abiotickymi faktory zahrnujici nadmotskou vysku, sklonitost a heterogenitu povrchu a
intenzitu slune¢niho zafeni, habitatovymi faktory sestavajici z tfid a rozmanitosti krajinného
pokryvu a antropogenni faktory pfedstavujici transformaci krajiny, vzdalenosti k sidlim a
silnicim (Okanikova et al., 2021; Vlkova et al.,, 2022). Vysledna vhodnost habitatu je
definovana hodnotami indexu HSI (habitat suitability index).

Zmeény v uspeSnosti vzorkovani na lokalni Grovni mohou byt také odrazem zmén
distribuce vlivem dramatickych zmén v krajing, ke kterym v poslednich dekadach dochazi.
Analyza téchto zmén je nad ramec této studie.

Populaéni hustota

Celkova populacni hustota byla stanovena na zéklad€ poctu jedinct z druhé sezony. Z
tohoto poctu byly odebrani vSichni usmrceni jedinci. Populaéni hustota byla ur¢ena i na zakladé
odhadovaného poctu jedincti. Jako aredl vyskytu byl pouzit soucet vSech kompetenénich izemi
CHKO a NP odkud byly ziskany genotypy (“Mapovy portal KIMS: Kompetencie SOP” 2014)
(Obr. 7). Vzhledem k tomu, ze v nékterych Gzemich byl vyskyt jedincl na zdkladé DNA
prokdzan jen na malé €asti tohoto tizemi, byly pro presnéjsi odhady populaéni hustoty pouzity
udaje o ptitomnosti medvéda hnédého v jednotlivych mysliveckych sdruzenich. Dale byla
odeCtena zastavéna tizemi a velké vodni plochy (Koren et al., 2011). ProtoZe tato plocha
piedstavuje tizemi vyskytu na celém Slovensku, bylo néasledné odecteno tizemi s vyskytem
medvéda ve vychodni ¢asti arealu (Rigg & Adamec, 2007). Pro jednotlivd tizemi byla
stanovena populacni hustota na zdklad€ poctu unikatnich genotypt z Iépe ovzorkované sezony.
Pro ta uzemi, u kterych byl diky dostate¢nému poctu vzorki stanoven odhad velikosti populace,
byla denzita vypoctena jako podil odhadu velikosti populace na daném uzemi vici ploSe
kompetencniho uzemi.
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Obr. 7: Mapa zobrazujici jednotliva kompetenéni Gizemi SOP.
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Vysledky

Vzorkovani

Celkem bylo z celého studovaného Gizemi za dané zkoumané obdobi zpracovano 2172
vzorki, jednalo se zejména o neinvazivni vzorky které tvotily 93 % ze vSech obdrzenych
vzorkl. Z celkového poctu vzorki se Gispésné podatilo uréit 1036 genotypt (Obr. 8). Z oblasti
Zapadnich Karpat bylo ziskdno celkem 1015 genotypi a z oblasti Vychodnich Karpat bylo
ziskano 21 genotypt (Obr. 9).

350
B pofet ispéiné uréenjch genotypl

300
B ccikowi pofet veorkd
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Obr. 8: Prehledovy graf znazornujici pocty vzorkd a pocty uspé$né urcenych genotypti medvéda hnédého v
prubehu jednotlivych mésici za studované obdobi v letech 2018-2021.
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Obr. 9: Mapa znazoriiujici geografickou polohu tispésné a neuspésné genotypizovanych vzorki medvéda hnédého
na Slovensku za celé studované obdobi.

Primérna usp&snost genotypizace mikrosatelitovych lokust byla 48 %. Uspé&$nost
genotypizace jednotlivych druhli vzorkl je uvedena v Tab. 5. Ze vSech zpracovanych vzorki
byla nejmensi GspéSnost genotypizace u vzorki srsti, a to 24 %. Naopak nejvyS$si ispéSnost
genotypizace byla u stért, a to 100 %. Celkova tspésSnost genotypizace u invazivnich vzorki
byla 83 % a u neinvazivnich vzorka 46 %.

Tab. 5: Piehledova tabulka obsahujici poCty a procentualni vyjadieni ispésné zpracovanych vzorka ze kterych
byl ziskan genotyp a nelspé$né¢ zpracovanych vzorkl. Dale je zde zobrazen celkovy pocet a procentualni
zastoupeni jednotlivych druhti invazivnich a neinvazivnich vzorkd. Vzorky jsou sefazeny dle pocetnosti.

Druh vzorku| Uspé&né zpracované | Netlsp&né zpracované Celkovy pocet
Trus 956 47 % 1070 53 % 2026 93 %
Tkan 59 83 % 12 17 % 71 3%
Srst 17 24 % 53 76 % 70 3%
Krev 2 67 % 1 23 % 3 >1 %
Stér 2 100 % 0 - 2 >1 %
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Analyza genetickych marker(

Na zéklad¢ uspésnosti amplifikace jednotlivych mikrosatelitovych lokusii byla pred

ziskanim vyslednych genotypt provedena detekce a vyfazeni problémovych lokust. Lokusy
G10X a Mu23, které se uspesn¢ amplifikovaly pouze v 11 % a v 35 % PCR a byly nasledn¢
vyrazeny z dalSich analyz (Tab. 6). Vysledny panel tedy obsahoval deset mikrosatelitovych
lokust. U vétsiny uspésnych vzorkl se podatilo amplifikovat vSech deset lokust (Obr. 10).

Tab. 6: Tabulka s procentudlni Gsp&snosti amplifikaci u jednotlivych lokusii. Cervené jsou oznaéeny vyfazené

lokusy G10X a MU23.

Lokus | MU50 | MU10| G10x | G1D |G10H|G10C|G10P |MUO9 | MUSY | MU23 | MU15 | G1oL
Celkovy pocet

) 1057 | 1057 | 1057 | 1057 | 1057 | 1057 | 1057 | 1057 | 1057 | 1057 | 1057 | 1057

genotypu
Uspésna
f‘orEE's'l‘:'kace 1055 | 1055 | 121 | 1049 | 822 | 1056 | 1056 | 1055 | 1053 | 369 | 769 | 1050
(pocet vzorkii)
I'Jspééné
amplifikace 1y 00 1 100 | 11 | 99 | 78 | 100 | 100 | 100 | 100 | 35 | 73 | 99
lokusu
(%0)

1250

1000

750

500

250

Obr. 10: Graf po¢tu Gspésné amplifikovanych lokust u zpracovanych vzorkd.
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|dentifikace jedincu

Pro identifikaci jedincti byl panel lokust vhodny pro nepiibuzné jedince PI1=4 x 107 i
pro piibuzné jedince Plsib = 1 x 103, Ke spolehlivému rozli$eni jedinc bylo na zikladé
hodnoty Plsib potteba 8 lokusti (Obr. 11). Hodnoty PI a Plsib pro jednotlivé lokusy jsou

uvedeny v Tab. 7.

0,4

hodnota PiSib

PiSib/loci

0,00104966

10

5

o @

6 7

potet lokust

Obr. 11: Graf znazorfiujici zavislost hodnoty PiSib pro dany pocet lokust. Nejdiive byly odebrany lokusy G10H
a Mul$, u kterych byla uspésnost amplifikace 78 % a 73 % (viz. Tab. 6). Nasledné byly odebrany lokusy od

nejméng informativniho dle analyz ze softwaru GIMLET.
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Tab. 7: Hodnoty PI (probability of identity) a PIsib (probability of identity of siblings) pro jednotlivé lokusy. Prvni
lokus je nejvice informativni.

Nazev lokusu Pl Plsib

G1D 8.01E-02 3.80E-01
MU59 6.32E-03 1.45E-01
G10H 5.49E-04 5.69E-02
MU15 5.44E-05 2.31E-02
MU10 5.79E-06 9.40E-03
G10P 6.62E-07 3.88E-03
MU50 7.42E-08 1.61E-03
G10C 9.19E-09 6.96E-04
MUO09 1.55E-09 3.19E-04
G10L 3.72E-10 1.68E-04

Z celého uzemi bylo ziskano celkem 1036 genotypll, z toho 632 unikatnich. Celkové
bylo ziskdno vic genotypli od samct (55 %), ale v ramci poctu jedincit byl pomér mezi
pohlavimi vyrovnany. Na Obr. 12 je znazornéna geografickd poloha unikétnich genotypt
samcil a samic. V datasetu bylo detekovano z celkového poctu 468 genotypt samic 315 jedincl
s prumérnou frekvenci opétovného zachytu 1.5. U samct bylo detekovano z celkovych 568
genotypt 317 jedincii s primérnou frekvenci opétovného zachytu 1.8. Pocty zachytl jsou
uvedeny v Tab. 8.
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Obr. 12: Mapa znazorfiujici geografickou polohu unikatnich genotypi medvéda hnédého na Slovensku za celé
studované obdobi, cervenou znackou jsou vyobrazeny samice, modrou samci.

Tab. 8: Pocet zachytl jedinci medvéda hnédého ve zkoumaném obdobi na celém tzemi Slovenska

Pocet zachyti Pocet Pocet
jedince jedinci genotypu
1 425 425
2 117 234
3 44 132
4 26 104
5 6 30
6 6 36
7 4 28
8 1 8
10 1 10
12 1 12
17 1 17
celkem 632 1036
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Analyza pfibuzenskych vztahu

Dohromady bylo ur¢eno 458 vztahti pfibuznosti prvniho stupné u kterych byl urcen
prave jeden pribuzensky vztah. Na Obr. 13 je znazornéna geograficka poloha téchto piibuznych
jedinci. Bylo ur¢eno 125 jedinct se vztahem rodi¢—potomek (PO) a 186 jedincd pravych
sourozenct (FS).

Chranéna uzemi

Narodni park

CHKO
— Vztah PO

Vztah FS

0 25 50 75km

Obr. 13: Znazornéni vysledktu analyzy piibuzenskych vztahll v softwaru ML-RELATE mezi jedinci medvéda
hnédého. Body znazornuji jedince medvéda hnédého. Modrou barvou je znazornén vztah rodi¢—potomek (PO).

Zluta barva znazorfiuje vztah sourozencti (FS).

Populaéni genetika

Na zaklad¢ vysledku klastrovaci analyzy v softwaru STRUCTURE byl na zakladé statistik
MedMed K, MedMean K, MaxMed K a MaxMean K dle Puechmaille (2016), které zohlediuji
nerovnomérné vzorkovani v rdmci stanovenych populaci, uréen nejpravdépodobnéjsi pocet
klastriit K = 4. Tento pocet byl stanoven na zaklad¢ vSech Ctyt pouzitych metod (Obr. 14).
Graficky vystup klastrovaci analyzy je zndzornén na Obr. 15.
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Obr. 14: Grafy hodnot MedMed K, MedMean K, MaxMed K a MaxMean K pro dataset individualnich genotypt
medvéda hnédého (Puechmaille, 2016). VSechny hodnoty stanovily jako optimalni K = 4.

= =
ET™ u‘| = 1]
£ 5 o8& = s H
£ S 2E 5 5 c
& E: - ot =]
R = s E
g E z = S
=) S = T
E B
n

Polana

—
g 5 g ETaEZ
2 s = Z ZXgz=tEg
= = o < _a'wEE—
2] =3 < = =l =]
s = = Eu.l ‘Eﬂ-
T 2 g2 3
g 5 Bw 2
= [~ [zl g_
[T] = u
L] = =

Obr. 15: Graficky vystup Bayesianské klastrovaci analyzy v softwaru STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) pro K
= 4 zpracovany webovym softwarem CLUMPAK (Kopelman et al., 2015). Kazdy sloupec reprezentuje jeden ze
zpracovanych genotypt jedinci medvéda hnédého. Jedinci byli pro ucel analyzy rozdéleny do 17 subpopulaci na
zaklad¢ lokality sbéru vzorku. Tyto lokality byly sefazeny od zapadu na vychod.
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Pfi rozdéleni populace medvéda hnédého dle K = 4 (Obr. 16) tvoii prvni geneticky
klastr jedinci z oblasti vychodniho Slovenska zahrnujici izemi CHKO Vychodni Karpaty a NP
Poloniny. Do druhého klastru se oddé€luji jedinci z izemi NP Muranska planina, CHKO Polana
a NP Nizké Tatry (NAPANT). Do tietiho klastru se odd¢luje jedinci z uzemi NP Mala Fatra,
CHKO Horni Orava, Tatranského NP (TANAP) a Pieninského NP (PIENAP). Do ¢tvrtého
klastru se odd€luji jedinci z uzemi NP Velka Fatra a CHKO Strazovské vrchy.
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Obr. 16: Mapa zobrazujici individualni genotypy medvéda hnédého rozdélené do étyt klastrii na zaklad€ analyzy
populacni struktury v softwaru STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), na zaklad¢ statistik MedMed K, MedMean K,
MaxMed K a MaxMean K podle Puechmaille, 2016. Kolacové grafy zobrazuji individualni genotypy, tihly
barevnych vyseci znazoriiuji ptislusnost k danym klastriim (q hodnoty).
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Pti prvotnich analyzach pro nekorelovany model program GENELAND vybral béh, ktery
urcil nejpravdépodobnéji Ctyti klastry (Obr. 17; Obr. 18). Zptesnujici analyza potvrdila pocet

Ctyt klastrii v populaci.

Number of clusters
along the chain
after burnin

o
o _
o _|
w |
O
m —
w =
Lik] L}
L14]
@
E W — % L
[a] - (o]
E [1H]
e 0 I
5 o
pd T - o
=
N _ |_‘
- L
e
| | | | | | | | | | |
0e+00 4e+(05 8e+05 2 4 6 8 10
Index of MCMC iteration Nb. of clusters along the chain
Whaole chain (after a burnin of 200x100i t)

Obr. 17: Grafické znazornéni vysledki analyzy v programu GENELAND, ktera slovenskou populaci medvédi s

nejvyssi pravdépodobnosti rozdélila do Etytech klastru.
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Obr. 18: Na ose x je vynesena zemé&pisna délka, na ose y zemépisna $itka. Barvami jsou znizornény jednotlivé
klastry, uvnitt jednotlivych klastrd jsou body (jedinci), ktefi dle alelickych frekvenci nejpravdépodobnéji nalezi k
danému klastru. Zelena barva ptedstavuje klastr K1, Zlutou barvou je znazornén klastr K2, oranzovou barvou
klastr K3 a bila barva piedstavuje klastr K4.

Prvni geneticky klastr K1 se na zakladé rozdéleni populace podle K = 4 oddéluje na
vychodnim Slovensku (CHKO Vychodni Karpaty, NP Poloniny). Klastr K2 se rozklada
pfedevsim na izemi CHKO Polana, NP Muraiiské planina (tyto oblasti pokryva celé), ¢aste¢né
v NP Slovensky r4j a okrajové v NP Slovensky kras. V zapadni ¢asti klastru K2 dochdzi k
prolinani s klastrem K4, pfedev§im v oblasti NP Velka Fatra. Klastr K3 se rozklada v severni
Casti aredlu rozsifeni druhu, zahrnuje CHKO Horni Orava, témé&f celé uizemi TANAPuU a NP
Malé Fatra, ¢ast izemi PIENAPu a CHKO Kysuce. Okrajové zasahuje 1 do oblasti NP Velka
Fatra a CHKO Strazovské vrchy, kde dochazi k prekryvu s klastrem K4. V nejseverné;si ¢asti
NAPANTu se tento klastr prekryva s klastrem K2. Posledni klastr K4 zahrnuje predevsim
oblast CHKO Strazovské vrchy, NP Velka Fatra, okrajové pokryva NAPANT, CHKO Ponitii
a CHKO Stiavnické vrchy (Obr. 19).
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Obr. 19: V horni ¢asti se nachazi mapové zobrazeni jednotlivych klastri. Na mapé jsou znazornény dalnice,
silnice 1. tfidy a vyznamna sidla, které mohou tvofit migra¢ni bariéry. Zbytek obrazku tvoii vysledky grafického
zobrazeni posteriorni pravdépodobnosti nalezitosti k uréitému klastru z programu GENELAND. Oznaceni klastrt je

pro obé¢ ¢asti obrazku shodné.
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Pro lepsi grafické zobrazeni byla v programu QGIS (QGIs Development Team 2021)
provedena analyza minimalni ohraniCujici geometrie, kde jako proménna byly zvoleny
jednotlivé body daného klastru a jako typ geometrie byl vybran konvexni obal (Obr. 20).
Vysledek je zobrazen pouze pro K2 az K4, K1 je odizolovan na vychodnim Slovensku a
nedochazi k ptekryvu s jinymi klastry.
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Obr. 20: Grafické zobrazeni konvexniho obalu okolo bodl jednotlivych klastrii. Zelené K2, ¢ervené K3 a zluté
K4 — stejné barevné znazornéni jako na ptedchozim obrazku. Pro lepsi orientaci jsou na mapé zobrazeny i chranéna
uzemi, dalnice, silnice 1. tfidy a vyznamna sidla.

Geneticka diverzita populace

Informace o celkové genetické diverzité jednotlivych lokust jsou uvedeny v Tab. 9.
Vsechny mikrosatelitové lokusy byly polymorfni. Primérny pocet alel na lokus byl 8.9.
Nejvetsi pocet alel mél lokusu M59 (14), oproti tomu nejmensi pocet alel mél lokusu G1D (6).
Vysledky genetické analyzy ukazuji, Ze se pozorovana heterozygotnost pro rizné lokusy
pohybovala v rozmezi od 0.579 do 0.756 (v priméru 0.685) a byla mensi oproti o¢ekavané
heterozygotnosti. Ta se pohybovala v rozmezi od 0.573 do 0.785 (v priméru 0.724). Primérna
hodnota koeficientu pfibuzenského ktizeni byla 0.051. Primérné frekvence nulovych alel byla
stanovena na hodnotu 0.028.
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Tab. 9: Tabulka obsahujici informace o genetické diverzité jednotlivych lokust. Tabulka zahrnuje pocet alel
(NaL), pocet jedinct (Nip), pozorovanou heterozygotnost (Ho), ofekavanou heterozygotnost (Hg), koeficient
ptibuzenského kiizeni (Fs), frekvence nulovych alel (FnuL) a odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (Prwe)

Lokus NaL Nip He Ho *Prwe Fis Fruu
MU50 9 631 0.724 0.659 0.002 0.089 0.0506
MU10 9 632 0.735 0.717 0.025 0.0175
G1D 6 632 0.776 0.756 0.025 0.0136
G10H 10 535 0.764 0.746 0.024 0.0102
G10C 9 632 0.699 0.647 1.2E-09 0.074 0.0344
G10P 7 632 0.738 0.676 2.3E-04 0.085 0.0480
M09 7 632 0.675 0.653 0.032 0.0243
M59 14 632 0.785 0.712 9.3E-05 0.094 0.0528
M15 9 514 0.758 0.702 0.074 0.0417
G10L 9 632 0.573 0.579 -0.011 -0.0031
Celkem 8.9 610.4 0.723 0.685 0.051 0.028

* P-hodnoty < 0,05 jsou zobrazeny

Pro jednotlivé klastry byl urcen pocet alel, o¢ekavand heterozygotnost, pozorovana
heterozygotnost, a odchylka od HW rovnovahy (Tab. 10). U prvniho klastru (K1) nebylo mozné
urc¢it odchylku od HW rovnovahy z diivodu nizkého poctu jedinci.

Tab. 10: Tabulka obsahujici informace o genetické diverzité jednotlivych lokust. Tabulka zahrnuje pocet alel
(NaL), o¢ekavanou heterozygotnost (Hg), pozorovanou heterozygotnost (Ho) a odchylku od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy (Puwe).

K1 K2 K3 K4
Lokus |NaL| He Ho |*Pnwe NaL | He Ho |*Puwe NaL| He Ho |*Prwe NaL| He | Ho | *Phwe
MU50 | 2 |0.520({0.846| N 8 10.686 | 0.664 6 |0.781]0.713 8 |0.680|0.575 |3.5E-03
MU10 | 5 |0.754[0.769| N 8 [0.750 | 0.699 7 |0.705]0.757 8 |0.680(0.674
G1D 6 |0.760|0.846| N 6 |0.776 | 0.805 6 |0.789]0.765 6 |0.723|0.646
G10H | 8 |0.837]|0.833| N 8 ]0.761|0.755 7 10.708|0.720 8 |10.713|0.721
G10C | 5 |0.563|0.538| N 7 10.702|0.634 7 |0.622]0.632 6 |0.681|0.686
G10P 5 10594|0462| N 7 10.763|0.705 5 10.603|0.618 6 |0.730|0.686
M09 5 10566|0.769 | N 7 10.640|0.671 5 10.700 | 0.699 6 |0.660 | 0.566
M59 6 |0.778|0.692( N 10 |0.647 | 0.623 11 | 0.826 | 0.772 11 |0.785|0.783
M15 4 (0.758(1.000| N 7 10.661|0.621 8 10.799 | 0.750 7 10.760(0.724
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Demografie

Velikost populace

Vychodni Karpaty

Z vychodni ¢asti Slovenska se podafilo urcit 21 genotypt a 14 jedincti, z toho 10 samic
a 4 samce (Obr. 21). VétSina vzorkl pochazela z NP Poloniny, v CHKO Vychodni Karpaty
byly ziskany tfi unikétni genotypy samic.

Genotypy
@ samice

® samd

— Sipky spojuijici shodné genotypy (od nejstarsiho zachytu)

Chranéna Gzemi v
[] CHKO
[ Nérodni park 0 2,5 5 km

[ Ochranné pasmo NP (R — \ . ‘ /3 B )Y, " Qi'i: i |
Obr. 21: Mapa zobrazujici 14 jedincii medvéda hnédého a jejich opétovné zachyty na uzemi CHKO Vychodni

Karpaty a NP Poloniny. Cervenou barvou jsou oznageny samice a modrou barvou samci. Kazdy bod znazoriiuje
genotyp a Sipkou jsou spojeny shodné genotypy. Sipka sméfuje od star§iho zachytu k nové&jsimu zachytu jedince.

Odhady pocetnosti na zakladé CMR modelt
Zapadni Karpaty

Charakteristika obdobi a uzavienost populace

V obdobi oznaceném jako prvni sezona bylo pro analyzy urceno 302 genotypti a 233
jedinct. V obdobi oznaeném jako druhd sezona bylo pro analyzy ureno 696 genotypt a 412

jedinci.
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Pomoci softwaru CLOSETEST byla uzavienost populace ve zvoleném obdobi podpoiena
modelem na zakladé heterogenity pravdépodobnosti zachytl, kde byla dle vysledné p hodnoty
= 0.955 pro prvni sezonu, respektive p hodnoty = 0.989 pro druhou sezonu zamitnuta nulova
hypotéza (Tab. 11). Uzavienost populace byla podpofena i druhym modelem v tomto softwaru
na zékladé casove specifické variace v pravdépodobnosti zachytu. Zde byly rovnéz na zakladé
p hodnot zamitnuty nulové hypotézy pro pfirtistek i pro ubytek jedinct, jak pro prvni sezonu
tak pro druhou sezonu. Pro srovnani byly testovany i ob& sezony dohromady. V tomto piipadé
nebyla zamitnuta nulova hypotéza a byl podpofen piedpoklad oteviené populace.

Tab. 11: Vysledky testu uzavienosti populace. V tabulce jsou zobrazeny p hodnoty statistiky komponentt testu
uzavienosti populace pro jednotlivé sezony zvlast' a pro obé sezony dohromady. Nizka p hodnota predpoklada
otevienost populace.

1. sezona 2. sezona 1.a2.sezona
Ptirastek jedinct 0.334 0.566 0.006
Ubytek jedinct 0.867 0.971 0

Odhad velikosti populace

V softwaru CAPWIRE byl u obou sezon na zakladé likelihood ratio testu zvolen jako
vhodny model TIRM. V prvni sezoné byly ziskany vzorky z 233 jedinct, respektive 130 samic
a 103 samcl. Nasledné jsou uvedeny jednotlivé odhady pocetnosti s 95% intervaly
spolehlivosti. Celkovy odhad velikosti populace byl stanoven na 971 (932—-1414) jedincu (Tab.
12). Pro samice byla stanovena velikost populace na 596 (469-910) jedinct a pro samce na 379
(336-588) jedincl. Ve druhé sezoné byly ziskany vzorky z 412 jedincii, respektive 186 samic
a 226 samcu. Celkovy odhad velikosti populace byl stanoven na 1056 (1012—1275) jedinct.
Pro samice byla stanovena velikost populace na 583 (580-833) jedinct a pro samce na 495
(479-603) jedinct.

Tab. 12: Odhady velikosti populace medvéda hnédého ziskané pomoci softwaru CAPWIRE. V tabulce je uveden
95% interval spolehlivosti pro kazdy odhad velikosti populace, prvni sezona zahrnuje obdobi od zati 2019 do
srpna 2020 a druha sezona zahrnuje obdobi od zafi 2020 do srpna 2021.

capwire 1. sezona 2.sezona

celkem 971 (932-1414) | 1056 (1012-1275)

samice 596 (469-910) 583 (580-833)

samci 379 (336-588) 495 (479-603)

Pomoci softwaru CAPWIRE byl stanoven odhad velikosti populace i pro jednotlivé
narodni parky a chranénd krajinna tizemi (Tab. 13). Na izemi CHKO Kysuce, Pieninského NP,
NP Slovensky kras a CHKO Vychodni Karpaty byly identifikovani pouze jedici bez
opétovnych zachytl. U vétSiny tzemi byl na zaklad¢ likelihood ratio testu vybran pro odhad
velikosti populace model ECM. Pro nejlépe ovzorkované tizemi byl vytvoten graf (Obr. 22).
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Tab. 13: Vysledky odhadi velikosti populace medvéda hnédého metodou CMR za pomoci softwaru CAPWIRE. V
tabulce je uveden pocet genotypt pro 1épe ovzorkovanou sezonu v kompetenc¢nich uzemich NP a CHKO, (1)
oznacuje prvni sezonu, tedy obdobi do zafi 2019 do srpna 2020 a (2) oznacuje druhou sezonu, tedy obdobi od zafi
2020 do srpna 2021. Déle je v tabulce uveden pocet jedinct pro toto obdobi a model, ktery byl vybran na zékladé
likelihood ratio testu. U odhadt, které bylo mozné stanovit jsou uvedeny 95% intervaly spolehlivosti.

Kompetenc¢ni tizemi NP a Potet genotypii Pocet jedinci CAPWIRE | Odhad velikost | 95% in'Ferva'I
CHKO Model populace spolehlivosti

CHKO Polana (2) 251 126 TIRM 278 271-354
NP Velka Fatra (2) 128 56 TIRM 146 137-209
NP Murarska planina (2) 89 41 ECM 71 61-83
NP Mala Fatra (2) 57 42 TIRM 123 110-185
NP Nizké Tatry (1) 42 37 - - -
TANAP (1) 21 16 - - -
CHKO Strazovské vrchy (2) 33 18 ECM 47 3074
CHKO Ponitfi (2) 23 9 ECM 56 33-119
NP Slovensky raj (2) 26 11 ECM 14 12-18
CHKO Cerova vrchovina (2) 21 13 ECM 22 17-31
NP Poloniny (1) 14 8 - - -
CHKO Kysuce (1) 6 4 - - -
CHKO Stiavnické vrchy (2) 12 8 - - -
NP Slovensky kras (1) 4 4 - - -
Pieninsky NP (1) 3 3 - - -
CHKO Vychodni Karpaty (1) 3 3 - - -
CHKO Horni Orava (1) 3 2 - - -
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Obr. 22: Graf s odhady velikosti populace medvéda hnédého pomoci softwaru CAPWIRE za pouziti modelu TIRM
pro Gzemi s nejvétsim poctem opétovnych zachytii. Odhady byly vypocteny z dat pro druhou sezonu, tzn. obdobi
od zafti 2020 do srpna 2021 a jsou uvedeny s 95% intervalem spolehlivosti.

Na zékladé dat pro druhou sezonu byly pro obé pohlavi dohromady stanoveny odhady
pocetnosti pro jednotlivé klastry (Obr. 23). Podle likelihood ratio testu byl pro v§echny klastry
zvolen jako vhodny model TIRM. Odhad pocetnosti pro prvni klastr (K1) byl stanoven na 30
(20-69) jedinct, pro druhy klastr (K2) na 428 (425-522) jedincd, pro tieti klastr (K3) na 248
(201-431) jedincu a pro ¢tvrty klastr (K4) na 245 (236-315) jedincd.
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Obr. 23: Graf s odhady velikosti populace medvéda hnédého pomoci softwaru CAPWIRE za pouziti modelu TIRM
pro jednotlivé klastry urcené na zakladé klastrovacich analyz. Odhady byly vypoéteny z dat pro druhou sezonu,
tzn. obdobi od zafi 2020 do srpna 2021 a jsou uvedeny s 95% intervalem spolehlivosti.
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Pro analyzu v programu MARK byl nejprve stanoven pocet diskrétnich intervala, pficemz
prvni sezona byla rozdélena do 25 zachytovych udalosti a druha sezona byla rozdélena do 20
zachytovych udalosti.

Pro subpopulaci medvéda hnédého v Zapadnich Karpatech byly urceny odhady
velikosti populace pro kazdou sezonu zvlast. Hodnoty jednotlivych modeld pro prvni sezonu
jsou uvedeny v Tab. 14 a pro druhou sezonu v Tab. 15. Odhady velikosti populace byly
stanoveny pro celou subpopulaci a oddélen€ pro jednotliva pohlavi. Pro vSechny odhady byl
vypocten 95% interval spolehlivosti (Tab. 16). V prvni sezoné byl celkovy odhad velikosti
populace stanoven na 1023 (799-1346) jedinci. Pro samice byla stanovena velikost populace
na 557 (428-746) jedincti a pro samce na 466 (357-629) jedinci. Ve druhé sezoné byl celkovy
odhad velikosti populace stanoven na 1074 (787—-1565) jedincd. Pro samice byla stanovena
velikost populace na 594 (433-874) jedincii a pro samce na 480 (348—709) jedinci.

Tab. 14: Vysledky vybéru modelu pro uzavienou populaci v programu Mark pro prvni sezonu. V tabulce jsou pro
jednotlivé modely uvedeny hodnoty Akaikeho informacniho kritéria a pravdépodobnost modelu.

Model
Model AlCc A AlCc AlCc Weights | Likelihood

{Mh2} 2366.28 0 0.73927 1
{MORE} 2369.08 2.8001 0.18229 0.2466
{Mbh2} 2372.283 6.003 0.03675 0.0497
{™mo0} 2372.285 6.0045 0.03672 0.0497
{Mb} 2376.289 10.0086 0.00496 0.0067
{MtRE} 2399.19 32.9102 0 0
{MbRE} 2404.318 38.0376 0 0
{MtbRE} 2407.142 40.8618 0 0
{Mtb} 2418.809 52.5293 0 0
{Mtbh2} 2418.81 52.53 0 0
{mMt} 2420.442 54.1619 0 0
{Mth2} 2420.442 54.1619 0 0
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Tab. 15: Vysledky vybéru modelu pro uzavienou populaci v programu MARK pro druhou sezonu. V tabulce jsou

pro jednotlivé modely uvedeny hodnoty Akaikeho informacniho kritéria a pravdépodobnost modelu.

AlCc Model
Model AlCc A AlCc Weights | Likelihood

{MORE} 3695.405 0 0.90778 1
{Mbh2} 3700.468 5.0637 0.07218 0.0795
{MtbRE} 3703.581 8.1763 0.01522 0.0168
{Mtbh2} 3706.069 10.6641 0.00439 0.0048
{MbRE} 3712.396 16.9915 0.00019 0.0002
{™mo0} 3713.048 17.6439 0.00013 0.0001
{Mb} 3714.664 19.2590 0.00006 0.0001
{Mh2} 3715.191 19.7863 0.00005 0.0001
{MtRE} 3728.790 33.3855 0 0
{mt} 3746.462 51.0574 0 0
{Mth2} 3746.462 51.0574 0 0
{Mtb} 3747.991 52.5862 0 0

Tab. 16: Odhady velikosti populace medvéda hnédého ziskané pomoci softwaru MARK. V tabulce je uveden i 95%
interval spolehlivosti pro kazdy odhad velikosti populace, prvni sezona zahrnuje obdobi od zafi 2019 do srpna
2020 a druha sezona zahrnuje obdobi od zari 2020 do srpna 2021.

MARK

1. sezona

2.sezona

celkem

1022 (799-1346)

1074 (787-1565)

samice

557 (428-746)

594 (433-874)

samci

466 (357-629)

480 (348-709)
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Porovnani vyslednych odhadi velikosti populace z programu MARK a CAPWIRE je pro
prvni sezonu na Obr. 24 a pro druhou sezonu na Obr. 25.
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Obr. 24: Odhady velikosti populace medvéda hnédého, ziskané pomoci odlinych capture-recapture modelt. Na
grafu jsou znazornény odhady populaéni velikosti zvlast’ pro samce, samice a celkovy odhad pro prvni sezonu,
tedy obdobi od zati 2019 do srpna 2020. VSechny odhady jsou uvedeny s 95% intervalem spolehlivosti.
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Obr. 25: Graf zobrazujici odhady velikosti populace medvéda hnédého, ziskané pomoci odlisnych capture-
recapture modelti. Na grafu jsou znazornény odhady populacni velikosti zvlast pro samce, samice a celkovy odhad
pro druhou sezonu, tedy obdobi od zafi 2020 do srpna 2021. VSechny odhady jsou uvedeny s 95% intervalem
spolehlivosti.

Pomoci prostorové explicitntho CMR pfistupu byl pro druhou sezonu odhad velikosti
populace pro ob¢ pohlavi stanoven na 871 (798-958) jedinct. Pro samice byl stanoven odhad
418 (397-440) jedinct a pro samce 373 (351-398) jedincti (Obr. 26).
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Obr. 26.: Grafické znazornéni odhadii velikosti populace pro druhou sezonu pomoci balicku SECR. Jsou
znazornény odhady pro celou populaci a pro jednotliva pohlavi. Odhady jsou zobrazeny s 95% intervalem
spolehlivosti.

Pomoci prostorové explicitniho CMR pfistupu byla na zaklad€¢ nulového modelu pro
druhou sezonu stanovena hustota populace na 6.6 jedince/100 km? na plose 13053.98 km?, pro
samice 6.1 jedince/100 km? a pro samce 3.1 jedince/100 km?. P¥i pouziti pokro¢ilejsiho modelu
byla denzita populace na vymezeném tizemi uréena na 7.7 jedince/100 km? pro obé& pohlavi,

odhady denzity pro samce a samice byli oproti nulovému modelu srovnatelné, nebo nizsi (Tab.
17).

Tab. 17: Odhady hustoty populace uréené pomoci balicku SECR. Uvedené hodnoty jsou stanoveny pro 100 km?.

Nulovy model denzita/100 km? Icl ucl
obé pohlavi 6.6 5.7 1.7
samice 6.1 4.6 7.9
samci 3.1 2.6 3.7

Pokrodilejsi model denzita/100 km? Icl ucl
obé pohlavi 7.7 6.2 9.6
samice 5.2 3.7 7.6
samci 34 25 4.5

Icl = spodni hranice odhadu; ucl = horni hranice odhadu

Testovani spravnosti odhadu velikosti populace pomoci simulaci

Odhady pro populaci o velikosti 1000 jedincii s odliSnym poctem vzorkd na zakladé
simulovanych dat byly oproti realné velikosti populace mirn€ nadhodnocené a to od 500 vzorka
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u uniformni distribuce (Obr. 27) a od 250 vzorkii u gamma distribuce ziskané z parametra na
zéklad¢ redlnych dat (Obr. 28). S rostoucim poctem vzorkid dochazelo ke zmenSeni
konfiden¢nich intervali.
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500 570

50 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
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Obr. 27: Vysledky simula¢ni studie na zaklad€ uniformni distribuce s pravdépodobnosti zachytu jedince 1-100%.

Odhad velikosti populace pomoci softwaru CAPWIRE - model TIRM (osa y) z fixni velikosti populace 1000
jedinct a daného poctu vzorki (osa x).
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Obr. 28: Vysledky simula¢ni studie na zakladé gamma distribuce z parametri ziskanych na zakladé realnych
dat. Odhad velikosti populace pomoci softwaru CAPWIRE - model TIRM (osa y) z fixni velikosti populace 1000
jedinct a daného poctu vzorki (osa x).

U simulaci s fixnim poc¢tem vzorkl a rozdilnou velikosti populace na zaklad¢ uniformni
distribuce (Obr. 29) byly stanoveny vyssi odhady pocetnosti neZ u simula¢ni studie na zaklade¢
gamma distribuce (Obr. 30). U obou distribuci dochazi s rostouci velikosti populace ke
zvySovani vysledného odhadu pocetnosti.
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Obr. 29: Vysledky simula¢ni studie na zakladé uniformni distribuce s pravdépodobnosti zachytu jedince 1-100%.

Odhad velikosti populace pomoci softwaru CAPWIRE - model TIRM (osa y) z fixni velikosti poctu vzorku a dané
velikosti populace (osa x).
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Obr. 30: Vysledky simulaéni studie na zakladé gamma distribuce z parametrii ziskanych na zakladé¢ realnych
dat. Odhad velikosti populace pomoci softwaru CAPWIRE - model TIRM (osa y) z fixni velikosti poétu vzorku a

dané velikosti populace (osa x).

Efektivni velikost populace

Pomoci metody vazebné nerovnovahy byly stanoveny odhady efektivni velikosti
populace pro jednotlivé klastry (Tab. 18). Vysledky s intervalem spolehlivosti jsou znazornény

na Obr. 31.

Tab. 18: Odhady efektivni velikosti populace medvéda hnédého ziskané pomoci metody vazebné nerovnovahy v
softwaru LDNE. V tabulce je uveden i 95% interval spolehlivosti pro kazdy odhad efektivni velikosti populace.

Ne Interval spolehlivosti
klastr 1 65 42-122
klastr 2 67 52-91
klastr 3 79 54-130
klastr 4 55 41-78
kumulativni hodnota 266 189-421
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Obr. 31: Graf zobrazujici odhady efektivni velikosti populace medvéda hnédého, ziskané pomoci metody vazebné
nerovnovahy v softwaru LDNE. Na grafu je znazornén celkovy odhad efektivni velikosti populace a odhady pro
jednotlivé klastry. VSechny odhady jsou uvedeny s 95% intervalem spolehlivosti.

Analyza zivotaschopnosti populace

Na zékladé pouzitych demografickych parametrti byly vytvoteny nasledujici grafy. Na
Obr. 32 byly pouzity primérné hodnoty vstupnich parametr. Na tomto obrazku lze v pribéhu
¢asu vidét mirn€¢ negativni vyvoj populace. Pro Obr. 33 byly pouzity maximalni hodnoty
vstupnich parametri. Vysledky této populacni predikce jsou omezeny hodnotami nosné
kapacity prostfedi, které byly stanoveny na dvojndsobek odhadl pocetnosti pro jednotlivé
Klastry. Pro analyzu zivotaschopnosti populace byly pouzity i minimalni hodnoty vstupnich
parametrl. Vysledek predikce je zndzornén na Obr. 34. V tomto piipad€ byl stanoven negativni
populacéni trend s pravdépodobnou extinkci v pribéhu nasledujicich 100 let.
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Obr. 32: Vysledky modelu popula¢ni predikce medvéda hnédého pii pouziti primérnych hodnot vstupnich
parametrti. Odhadovana velikost populace (osa y) v pritbéhu let (osa x).
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Obr. 33: Vysledky modelu popula¢ni predikce medvéda hnédého pfi pouZiti maximalnich hodnot vstupnich
parametrii. Odhadovana velikost populace (osa y) v pribéhu let (osa x).
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Obr. 34: Vysledky modelu popula¢ni predikce medvéda hnédého pii pouziti minimalnich hodnot vstupnich
parametrti. Odhadovana velikost populace (osa y) v pritbéhu let (osa x).

Zmeéna velikosti populace

Porovnani distribuce vzorku

Pomoci habitatového modelovani byla vytvofena podkladova vrstva mapy, ktera
pomoci Skaly barev definuje vhodnost habitatu. Tmavé zelena a zelené barva predstavuji velmi
vysokou a vysokou vhodnost habitatu, napt. klimaxové lesni ekosystémy a souvisly krajinny
pokryv jednotlivych orografickych celki. Zlutou barvou je zobrazena primérna vhodnost
habitatu, napf. oblasti v podhiifi jednotlivych orografickych celki, kde se promita vliv lidské
¢innosti. Nizkou a velmi nizkou vhodnost habitatu pfedstavuje oranZova a Cervend barva, jedna
se napf. o pfirozené bariéry v podobé kotlin a udoli bez souvislého krajinného pokryvu,
vyznamné toky nebo antropogenni ¢innosti vzniklé krajinné prvky v podobé liniovych staveb,
zastavénych tizemi nebo intenzivné obhospodarovanych oblasti. Na podkladovou vrstvu byly
vizualizovany lokality sbéru jednotlivych vzorki ziskanych v ramci této studie (Obr. 35) a
béhem piedchozi studie (Obr. 36).
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Obr. 35: Mapa zobrazujici vhodnost habitatu pro medvéda hnédého na tizemi Slovenska. Byla pouzita EEA
(European Environment Agency) sit’ 10x10 km. Vhodnost habitatu (HSI) je vyjadfena Skélou barev, od ¢ervené
barvy predstavujici nejméné vhodny habitat po tmave zelenou barvu, kterd zobrazuje nejvhodngjsi habitat pro
vyskyt. Modré body zobrazené na mapé piedstavuji lokality sbéru jednotlivych vzorkd, které byly ziskany béhem
recentni studie.
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Obr. 36: Mapa zobrazujici vhodnost habitatu pro medvéda hnédého na uzemi Slovenska. Byla pouzita EEA
(European Environment Agency) sit’ 10x10 km. Vhodnost habitatu (HSI) je vyjadiena skalou barev, od Cervené
barvy predstavujici nejméné vhodny habitat po tmave zelenou barvu, kterd zobrazuje nejvhodngjsi habitat pro
vyskyt. Cerné body zobrazené na mapé predstavuji lokality sbéru jednotlivych vzorki, které byly ziskany b&hem
predchozi studie.
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Populacni hustota

Celkova velikost kompeten¢nich uzemi jednotlivych sprav CHKO a NP, na kterych byl
geneticky prokazany vyskyt, ¢inila 30 680 km?, pro tuto oblast byla na zdkladé poétu unikéatnich
genotypii ze druhé sezony stanovena denzita 1 jedince na 100 km?. Pro uzemi Zapadnich Karpat
byl proveden vypocet denzity na zaklad¢ poctu jedinct a odhadu pocetnosti z druhé sezony.
Populaéni hustota byla pro tuto oblast uréena na 4 jedince na 100 km? na zakladé unikatnich
genotypi a na 10 jedinct na 100 km? na zékladé odhad@ pocetnosti (Tab. 19).

Tab. 19: Odhady populaéni hustoty medvéda hnédého pro uvedend tizemi. Uvedeny pocet jedinct zahrnuje
jedince z prvni a z druhé sezony, bez usmrcenych jedincii. Populacni hustota byla stanovena na zaklad¢ poctu
jedinct a na zakladé odhadu pocéetnosti pomoci softwaru CAPWIRE a pomoci programu MARK za pouziti dat z druhé

sezony (zati 2020 azZ srpen 2021).

Velikost | Velikost |Velikost | Populacni hustota | Populacni hustota | Populaéni hustota
Pocet |populace | populace| uzemi | (jedinec/100 km?2) | (jedinec/100 km?) | (jedinec/100 km?)
Oblast jedinchi | CAPWIRE MARK (km?) (pocet jedinct) (CAPWIRE) (MaARK)
kompetencni
Uzemi s prokazanym
vyskytem 392 - - 30 680 1 - -
uzemi vyskytu v
Zapadnich
Karpatech 389 1056 1074 |11108 4 10 (9-12) 10 (7-14)

Populaéni hustota byla stanovena také pro jednotliva izemi v kompetenci SOP. Pro
vypocet denzity byl u vSech uzemi pouZity pocet unikatnich genotypt z 1épe ovzorkované
sezony. Pro ta uzemi, kde bylo moZné provést odhad pocetnosti diky dostate¢nému poctu
vzorkd, byla odhadnuta populacni hustota i z té€chto udaja (Tab. 20).
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Tab. 20: Tabulka zobrazuje popula¢ni hustoty medvéda hnédého pro uvedena uzemi. Jako uzemi je brana
kompetenéni oblast daného NP nebo CHKO dle SOP SR. V tabulce je uveden celkovy podet jedincii za sezonu ve
které se podafilo urcit vice jedincti a odhadovana velikost populace pomoci softwaru CAPWIRE na zéklad¢ dat z
druhé sezony (zéari 2020 az srpen 2021). V tabulce je uvedena denzita vypoctena z poctu jedincd z 1épe
ovzorkované sezony (1), a denzita vypoctena z odhadované velikosti populace na daném tzemi (2).

Kompetené¢ni izemi

Pocet jedinci

Velikost uzemi

Jedinec/100 km?

Jedinec/100 km?

NP a CHKO Pocet jedincti CAPWIRE (ha) (1) (2)
CHKO Polana 126 278 211823 6 13 (13-17)
NP Velka Fatra 56 146 136746 4 11 (10-15)
NP Muranska planina 41 71 101925 4 7 (6-8)
NP Mald Fatra 42 123 102766 4 12 (11-18)
NP Nizké Tatry 37 97 192282 2 -
TANAP 16 152 243087 1 -
CHKO Strazovské vrchy 18 47 121500 1 4 (2-6)
CHKO Ponitfi 9 56 517277 0 1(1-2)
NP Slovensky raj 11 14 109802 1 1(1-2)
CHKO Cerova vrchovina 13 22 268351 0 1
NP Poloniny 8 - 77303 1 B
CHKO Kysuce 4 - 120988 0 -
CHKO Stiavnické vrchy 8 - 276260 0 -

NP Slovensky kras 4 - 241320 0 -
Pieninsky NP 3 - 138047 0 -
CHKO Vychodni Karpaty 3 - 121531 0 -
CHKO Horni Orava 2 - 79792 0 -
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Diskuze

Analyza genetickych marker(

Ve srovnani se studii, ktera pouzivala stejny vysledny panel marker je GspéSnost
genotypizace v této studii nizsi priblizn€ o 15 % (Paule, 2015), tyto hodnoty ale nejsou pfimo
srovnatelné — v predchozi praci byly za uspésné vzorky povazovéany takové, u kterych se
amplifikovalo alesponl pét lokust.

Uspé$nost genotypizace neinvazivnich vzorki, tedy vzorki trusu a srsti byla piiblizné
46 %. Procentualni uspéSnost genotypizace z neinvazivnich vzorkli medvéda hnédého se v
ramci riznych studii pohybuje v rozmezi od 17.5 % do 81 % (Frosch et al., 2014; Pérez et al.,
2009; Pylidis et al., 2021; Taberlet et al., 1997). Pti odhlédnuti od rozdilti v definici GispéSného
vzorku muze byt celkova uspésnost genotypizace ovlivnéna typem a stafim neinvazivnich
vzork.

Kvalita a kvantita extrahované DNA muze byt ovlivnéna mnoha faktory v terénu,
zahrnujici podminky prostfedi, zejména teplotu nebo relativni vlhkost a dobou, kterou byl
vzorek témto podminkam vystaven (Agetsuma-Yanagihara et al., 2017; Frosch et al., 2014;
Murphy et al., 2007; Piggott 2004; Solberg et al., 2006; Stenglein et al., 2010a; Stetz et al.,
2015).

U vzorki trusu byla GspéSnost 47 % a je srovnatelnd s nékterymi studiemi medvéda
hnédého (Bellemain et al., 2007; Pérez et al., 2009). Bylo zji§téno, Ze ispeSnost genotypizace
u vzorkl trusu rychle klesa z maximalni hodnoty 94 % pro vzorky s odhadovanym stafim 0
dni, na minimalni hodnotu 13 % u vzorkd s odhadovanym stafim pét dni (Skrbinsek, 2020).
Diilezity faktor, ktery ma vliv na vyslednou UspéSnost predstavuje také potrava (Broquet &
Petit, 2004; Murphy et al., 2003). Pt1 ptijmu vétSiho podilu Zivoc¢isné potravy se ve vzorcich
vyskytuje melanin, ktery inhibuje extrakci DNA a nasledné ovlivituje PCR (Ramon Laca et al.,
2015). U vzorka trusu sloZzenych pouze z rostlin je uspéSnost amplifikace vysokd (Murphy et
al., 2003).

U vzork srsti byla vysledna GspéSnost genotypizace pomérné nizka, konkrétné 24 %.
Uspé&snost genotypizace srsti medvéda hnédého v jinych studiich se pohybovala v rozmezi od
70 % do 85.4 % (Ciucci et al.,2015; Frosch et al., 2014; Kendall et al., 2009; Lorenzini et al.,
2004; Pérez et al., 2009). Srovnatelné vysoké uspéSnosti genotypizace vzorkl srsti bylo
dosazeno i u jinych druhti medvédu, napt. medvéda baribala (Ursus americanus Pallas, 1780)
nebo medvéda malajského Helarctos malayanus (Raffles, 1821) (Latham et al., 2012; Tee et
al., 2020). Naproti tomu i u medvéda hnédého muize Gispésnost genotypizace srsti dosahovat
nizsich hodnot (Taberlet et al., 1997). Pomérné nizka Gispé$nost genotypizace u vzorki srsti v
této praci je zplisobena nedostatecnou kvalitou vzorkil. VétSina vzorkit méla pouze minimum
chlupovych folikul, které jsou, jako jedind Cast z celé srsti, pouzity k extrakci DNA. V
porovnani se studii Kendall et al. (2009), kde byla uspéSnost genotypizace 70 %, byly pro
analyzu vybrany pouze vzorky, které mély minimaln€ 11 chlupovych folikul.
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Vzorky srsti pro tuto praci byly sbirany oportunisticky ze znackovacich stromil a ve
veétsing piipadit nemohlo byt uréeno po jak dlouhou dobu byly vystaveny podminkam prostredi.
U vzorkt srsti dochazi k rychlé degradaci DNA, a proto je potfeba vzorky analyzovat co
nejdiive (Skrbinsek, 2017). Ve studiich s vyssi ispéSnosti byly k izolaci DNA pouzity vzorky
ziskané ze systematického sbéru srsti, kde jsou vzorky srsti ziskavany prevazné z chlupovych
pasti, které jsou rozmistény na daném uzemi a jsou v pravidelnych intervalech kontrolovany
(Gardner et al., 2010; Kendall et al., 2009; Tee et al., 2020). Uspé&snost genotypizace vzorkil
srsti z oportunistického sbéru vzorkt je nizsi nez ze systematického sbéru vzorkt (De Barba et
al., 2010).

Celkova vysledna GspéSnost genotypizace u neinvazivnich vzorkii medvéda hnédého
byla ve srovnani s genotypizaci ostatnich velkych Selem na Slovensku nejvyssi (46 %). U vlka
obecného (Canis lupus Linnaeus, 1758) byla tspésnost 42.6 % (Veselovska, 2023) a u rysa
ostrovida Lynx lynx (Linnaeus, 1758) byla tspésnost 27 % (Ungrova, 2021).

U lokusu G10X a MU23 byla velmi nizka uspé$nost amplifikace. Problémy u téchto
lokust se vyskytly i v jinych studiich (Kovach et al., 2003; Schwartz et al., 2007, Skrbinsek et
al., 2012; Paule, 2015). Jako mozny faktor nizké uspé&S$nosti amplifikace byla uvazovana
annealingova teplota (Kovach et al., 2003). Modifikace termalniho protokolu ale nevedly ke
zvySeni uspéSnosti amplifikace. Tyto lokusy proto byly stejné jako v pfedchozi studii medvéda
hnédého na Slovensku vyfazeny z dalSich analyz (Paule, 2015).

Identifikace jedincu

Celkovy pocet identifikovanych jedinct je ovlivnén poctem ziskanych genotypu. Pfi
identifikaci jedinct je dalezité zaméfit se na to, aby nedoslo k nadhodnoceni nebo naopak
podhodnoceni jejich poctu. K podhodnoceni poctu jedinci muze dojit pokud genetické
markery, které byly pouZity nemaji dostatecnou variabilitu a nelze na jejich zaklad€ spolehlivé
rozlisit vS§echny jedince (Creel et al., 2003; McKelvey et al., 2004; Waits et al., 2001; Woods
et al., 1999). Dalsi faktor, ktery mlze sniZit pocet jedinct je pfili§ velky pocet povolenych
mismatchil pii analyzach identit (Creel et al., 2003). Naopak k nadhodnoceni poctu jedinci,
muze dojit pfi pfili§ malém poctu tolerovanych mismatchii pfi analyzach identit. V takovém
piipadé miize dochazet k falesné interpretaci genotypizacnich chyb a vzorky jednoho jedince
jsou povazovany za vzorky samostatnych jedinci (Creel et al.,2003; Miller et al., 2002;
Taberlet et al., 1997). Problémim se d4 zamezit vybranim dostate¢né variabilnich markeri
(Woods et al., 1999) a pomoci nastaveni adekvatniho poctu lokusti s mismatchem (Creel et al.,
2003).

Ve srovnani s predchozi studii populace medvéda hnédého na Slovensku (Paule, 2015)
byla mira opétovného zachytu vyssi, a to u samcti i u samic. Celkova mira opétovny zachytti u
samcl byla 1.8 respektive 2.06 pfi porovnani analogického obdobi, tedy od zacatku zati do
konce srpna. Celkova mira opétovnych zachyti u samic byla 1.51 respektive 1.68. Mira
opétovného zachytu v minulé studii byla u samci 1.60 a u samic 1.34. Tento rozdil mohl byt
zpusoben odliSnou metodikou pii analyze identit, kdy byla v pfedchazejici studii povolena
pouze jedna neshoda v genotypech oproti dvou neshoddm v této studii. Povoleni nizkého nebo
nulového poctu lokusii s mismatchem mutize vést k vyraznému nadhodnoceni poctu jedinci
(Creel et al., 2003). V této studii byl pocet lokusii s mismatchem, pro nalezeni optimalniho
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po¢tu unikatnich genotypt, stanoven pomoci R baliCku ALLELEMATCH. Optimum bylo
stanoveno na dva mismatche. Pokud by byl pii analyze identit povolen pouze jeden mismatch,
zvysil by se pocet genotypil, které odpovidaji vice nez jednomu jedinci. Pfi pouziti tohoto
nastaveni by tedy byly multipleMatch genotypy nespravné ur€eny za unikatni jedince a doslo
by tak k nadhodnoceni jejich poctu. Pii explorativni analyze s daty pro druhou sezonu a
toleranci nastavenou na jeden mismatch dospél CAPWIRE k vysledku 1129 (1098-1345).

Dalsim faktorem, ktery mohl ovlivnit vysledny pocet jedinct, a tedy i miru opétovnych
zéachytd, bylo celkové nastaveni parametrti analyz. Analyza mikrosatelitii se vyznacuje uréitym
podilem expertnich (a tedy subjektivnich) rozhodnuti, napt. pfi interpretaci primarnich dat —
chromatogrami. Pro pfimé srovnani obou studii bude nutné zpracovani starSich dat pomoci
stejné pipeliny od stadia chromatogramd.

Pocet ziskanych genotypti byl vyssi u samct (54.6 %) nez u samic (45.4 %). To nemusi
reflektovat realny stav poméru pohlavi ve studované populaci, protoze pravdépodobnost
zachytu u jednotlivych pohlavi nemusi byt stejna a pomér pohlavi mezi uréenymi jedinci byl
pomérné vyrovnany. Pomér mezi pohlavimi byva u medvédi rozdilny a ¢asto je ziskavan vyssi
pocet vzorkii u samct (Bellemain et al., 2007; Kendall et al., 2009).

Na snizenou pravdépodobnost detekce vzorkli samic maji vliv zejména biezi samice a
samice s mlad’aty, kterd maji vliv na pohyblivost samice. Bfezi samice zimuji po nejdelsi
casovy usek a z tohoto dliivodu je pravdépodobnost jejich detekce nizka zacatkem jara a koncem
podzimu (Whittington et al., 2015). Samice s mlad’aty snizuji svou pohyblivost a areal vyskytu
v dob¢ pareni ve snaze o zamezeni ztrat mlad’at v disledku infanticidy. Pravdépodobné z tohoto
davodu si také vybiraji tizemi, ktera se nepiekryvaji se samci a Spatn¢ dostupna stanoviste,
ktera jsou husté zalesnéna a hufe dostupna. V takovych oblastech je detekce trusu
problematictéjsi (Belleiman et al., 2005; Dahle & Swenson, 2003c). Tyto faktory mohly
ovlivnit vysledny pomé&r mezi pohlavimi.

Analyza pfibuzenskych vztah

Nékteré ze vztahl prvniho fadu byly detekovany mezi jedinci ovzorkovanymi ve
vétSich vzdalenostech. Ptibuznost jedincl je patrna naptiklad mezi oblastmi NP Muréiiska
planina a CHKO Polana. To je v dobré shod¢ s vysledky klastrovacich analyz, ve kterych tyto
oblasti spadaly do jednoho klastru.

Populaéni genetika

Metoda dle Puechmaille (Puechmaille 2016) pfi analyze dat zohlediiuje rovnomérnost
vzorkovani ve studovaném tuzemi a nemélo by napfiklad dochazet k rozd€leni intenzivné
vzorkovanych subpopulaci, nebo ke slouceni subpopulaci, ve kterych byl celkovy pocet vzork
nizky. Na zaklad¢ srovnani metod se zda, Ze je tato metoda pro analyzu datasetu pouzitého v
ramci této prace relevantngjsi, nez metoda dle Evanno (Evanno et al., 2005), pii které neni
zohlednéno rozdéleni datasetu do subpopulaci.

Podobné jako vysledky ze studie Straka et al. (2012) 1 vysledky ziskané v ramci této
studie naznacuji historické oddéleni vychodokarpatské a zdpadokarpatské populace medvédi a
dale také rozdéleni zapadokarpatské populace do subpopulaci. Toto rozdéleni mutze byt
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zpusobeno oddélenim dvou linii po radikdlnim snizenim velikosti populace v prib¢hu 19.
stoleti a také zvySujicim se vlivem antropogennich prekazek.

I kdyz klasickd bayesianska klastrovaci analyza poskytuje pomérné spolehlivé
informace i o jemnych zménach v genetické struktufe, populacni struktura volné Zzijicich
populaci mize byt ovlivnéna migraci, zménou velikosti populace v ¢ase nebo bariérami, které
mohou ovliviiovat genovy tok (Corander et al., 2008). Neprostorova bayesianska klastrovaci
analyza muze byt ovlivnéna, pokud neni vzorkovani v prostoru rovnomérné uspoiadano
(Rosenberg et al., 2005). Pro ziskani co nejdiveéryhodnéjsich informacich o populac¢ni struktuie
se jevi jako spolehliva metoda propojeni klasickych neprostorovych metod s metodami
prostorového bayesianského klastrovani (Chen et al., 2007).

Se snizujici se mirou konektivity mezi jednotlivymi populacemi stoupa
pravdépodobnost pfifazeni vzorku do spravného klastru. V piipad€, ze mezi subpopulacemi
existuji jednoduché bariéry (napfiklad liniové stavby) a recentni konektivita pomoci migrantd
mezi subpopulacemi je omezend, je GENELAND idedlnim néstrojem pro zkoumani populacni
struktury (Chen et al., 2007).

Z vysledkd je patrné, ze vyznamnou antropogenni piekazkou genového toku mezi
jednotlivymi subpopulacemi je v rdmeci této studie délnice D1 a silnice prvni tfidy E50. Toto
zjis$téni podporuji 1 vysledky studie ze Slovenského uzemi, kdy bylo na zdkladé€ telemetrickych
dat zjisténo, Ze jedinci medveéda hnédého nepiekracuji silnice, na kterych je provoz vice nez
5000 aut béhem 24 hodin, nebo ptekracuji silnice spiSe v noci, ale za piedpokladu, Ze provoz
neni silnéj$i nez 5000 aut béhem 24 hodin v piipadé samcti a 4000 aut béhem 24 hodin v piipadé
samic (Find'o et al., 2019, Skuban et al., 2017).

Nejveétsi prekdzkou genového toku se zda byt tUzemi, které se nachdzi mezi
zépadokarpatskou a vychodokarpatskou populaci, kde byla zdokumentovana vysoka rezistence
habitatu pro medvéda. Tato oblast je charakterizovdna vyznamnymi tidolimi mezi jednotlivymi
orografickymi celky s tim souvisejici intenzivné vyuZivanou zemédélskou krajinou.
Konektivita mezi t€émito tzemimi byla pravdépodobné pieruSena na pocatku 20. stoleti a kvili
nevhodnému habitatu pro staly vyskyt medvéda nebyla do dnesni doby zcela obnovena (Find'o
et al., 2007). Casteéna konektivita prostfedi miize byt zachovana v polské &asti Karpat, v
mistech, kde je kontinualni krajinny pokryv a nizka pravdépodobnost stietu s lidmi
(Zidtkowska et al., 2016). Toto tvrzeni podporuje 1 genetické zachyceni nékolika jedincti v
TANAPu, u nichz byla ur¢ena genetickd ptislusnost k vychodokarpatskému klastru. Dalsi
ptirozenou bariéru genového toku mezi jednotlivymi subpopulacemi tvoii udoli feky Vah.

Geneticka diverzita populace

Genetickd diverzita u populace medvéda hnédého na tizemi Slovenské republiky,
stanovend na zéklad¢ analyzy jadernych mikrosatelitovych lokust, je pomémé vysoka ve
srovnani s nizkymi hodnotami heterozygotnosti, kterou vykazuji izolované evropské populace
medvéda hnédého v Apeninach nebo Kantabrii. Slovenska populace medvéda hnédého
vykazuje podobné hodnoty heterozygotnosti jako populace vyskytujici se na izemi s dobrym
stavem ochrany a celistvou krajinou, jakymi jsou naptiklad populace ve Finsku nebo Rumunsku
(Tab. 21). Vysledna hodnota celkové pozorované heterozygotnosti zjisténd v této praci je
shodna s pozorovanou heterozygotnosti Ho = 0.69, ktera byla zjisténa u populace medvéda
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hnédého na izemi Slovenska v roce 2012 (Straka et al., 2012) a pohybuje se v rozmezi hodnot
heterozygotnosti Ho = 0.63-0.73 stanovenych u medvéda hnédého na uzemi Slovenska ve
studii z roku 2006 (Janiga et al., 2006). Ackoliv byla zjiSténa pomérné vysokad geneticka
diverzita, ktera se nachdzi v rozsahu bézné¢ pozorovaném u jinych populaci medvéda hnédého,
m¢él by byt v budoucnu kladen diraz na udrzeni populacni velikosti, obnoveni konektivity
krajiny a zalesnéni stanovist z divodu zachovani genového toku mezi jednotlivymi
subpopulacemi a tim i genetické variability.

Tab. 21: Srovnani genetické diverzity na mikrosatelitovych lokusech u riznych populaci medvéda hnédého.
Tabulka zahrnuje ocekavanou heterozygotnost (He) a pozorovanou heterozygotnost (Ho). Dale je v tabulce uveden
pocet vzorkt (Ns), celkovy pocet pouzitych lokusti (N1)/pocet shodnych lokust s nasi studii (Nsl) a pramérny
pocet alel na lokus (A).

Uzemi He Ho Ns NI/ Nsl Na Zdroj
Rumunské Zachos et al.,
Karpaty 0.81 0.72 33 9/5 7.8 2008

Tammeleht
Finsko 0.79 0.77 70 17/8 7.3 etal., 2010

Tammeleht
Estonsko 0.68 0.66 62 17/8 5.4 etal., 2010
Dinaridy, Kocijan
Chorvatsko 0.75 0.73 156 12/7 7.6 etal.,, 2011

Karamanlidis
Makedonie 0.72 0.75 14 18/7 5.8 etal., 2012
Slovenské Straka
Karpaty 0.7 0.69 167 13/7 5.7 etal., 2012

Lorenzini

Apeniny 0.44 0.4 30 12/7 - et al., 2004
Kantabrie, Pérez
Spanélsko 0.45 0.44 39 18/8 3.3 et al., 2009

U nékterych lokust byla zjisténa odchylka od HW rovnovahy. To mize byt zptisobeno
napiiklad kfizenim ptibuznych jedincti. Dal§im faktorem, ktery ovlivituje HW rovnovahu, je
geografickd struktura populace. V populaci mohou geografické bariéry branit ndhodnému
pareni mezi jedinci a tim muze dochéazet ke snizeni celkové heterozygotnosti. Na Hardy-
Weinbergovu rovnovahu ma také vliv geneticky drift, ktery pisobi silné€ji v malych populacich.
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Demografie

Velikost populace

Vychodni Karpaty

Z uzemi Vychodnich Karpat bylo ziskdno pomérné malé mnozstvi vzorka, ze kterych
se podarilo urcit 14 jedincti. Pro takto maly dataset je obtizné pouzit modely pro odhad velikosti
populace. Vzhledem k tomu, Ze se zde i pies nizky pocet vzorki objevily opétovné zachyty
muizeme soudit, Ze populacni velikost medvéda hnédého v této oblasti bude pravdépodobné
relativné nizka. Ziskané vysledky jsou v dobrém souladu se studii, kterd probéhla na izemi NP
Poloniny a ve které bylo pomoci neinvazivni genetiky a stopovani identifikovano 15 jedinci
medvéda hnédého (Straka et al., 2013).

Odhady pocetnosti na zakladé CMR modelU
Zapadni Karpaty

Charakteristika obdobi a uzavienost populace

Vzorkovani oblasti Zapadnich Karpat bylo dostate¢né pro provedeni demografickych
analyz a v obou sezonach bylo mozné pozorovat opakujici se trendy ve vzorkovani. Na zacatku
prvni sezony byl patrny nartst poc¢tu jedincu, ktery byl zplsoben pocatkem intenzivniho
neinvazivniho vzorkovéani. Nasledné zpomaleni nartstu bylo zplisobena méné intenzivnim
vzorkovanim v zimnim obdobi, kdy jsou medvédi méné aktivni. V pocatku druhé sezony doslo
opét k narlstu unikatnich genotypil, nasledovala stagnace v prosinci aZz Unoru zpisobena
sniZzenou aktivitou medvédi. Od biezna byl patrny dalsi narist novych jedincl zpiisobeny vyssi
aktivitou medvédi a aktivnéjSim sbérem vzorkd. Na prelomu dubna a kvétna skoncilo
intenzivni neinvazivni vzorkovani, aby nebyla zahrnuta mldd’ata a byl dodrzen ptedpoklad
uzavienosti populace, a v tomto obdobi bylo analyzovano jen nékolik tkanovych vzorkd.

Uzavienost populace by méla byt posouzena na zakladé vysledku statistickych testt s
piihlédnutim k biologii zkoumaného druhu (Otis et al., 1978). V této studii tedy byly pro
odhady velikosti populace pouzity pro kazdou sezonu vzorky ziskané z obdobi od zacatku zati
do konce dubna nasledujiciho roku. V tomto obdobi se pfedpokladd, ze nedojde k ziskani
vzorkil mlad’at, ktera by se jeSté méla nachéazet v brlozich nebo v jejich tésné blizkosti (Steyaert
et al., 2012). Diky tomu by nemélo dojit k poruseni ptedpokladu uzavienosti populace v
dasledku natality. Vzhledem k relativné malému poctu ziskanych vzorkli byla snaha o co
nejmensi ztratu dat a ob& vzorkovaci sezony byly, jako v pfedchozi studii medvéda hnédého na
Slovensku (Paule, 2015), prodlouzeny do konce srpna. Podle Dupont et al. (2019) bylo na
zaklad¢ studie vlivu délky vzorkovaciho obdobi na odhad velikosti populace zjiSténo, ze
prodlouzeni vzorkovaciho obdobi vede ke zvyseni presnosti odhadii velikosti populace a ke
snizeni relativniho zkresleni a smérodatné odchylky u téchto odhadt (Obr. 37).
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Obr. 37: Znazornéni zmén velikosti danych parametrii v zavislosti na délce vzorkovaciho obdobi. Na grafu a) je
Sed¢€ oznacen celkovy pocet zachytti a modfe je oznacen pocet jedinci. Na grafu b) je ¢ervené oznaceno relativni
zkresleni v odhadu velikosti populace a na grafu c) je cervené oznacena smérodatna odchylka v odhadu velikosti
populace. Plnou carou jsou znazornény stfedni hodnoty a svétlejsi oblasti kolem piedstavuji 95% interval
spolehlivosti (Dupont et al., 2019, graficky upraveno).

Dal$im z faktori ovliviiujicich uzavienost populace je mortalita (Otis et. al., 1987).
Antropogenni mortalita (legalni odstfel jedincl, thyn zplsobeny pytlactvim) miize mit
negativni vliv na vyvoj velikosti populace (Creel et al., 2015; Liberg et al., 2012). Pfirozena
mortalita nevede ke zkresleni vysledki odhadii velikosti populace (Seber, 1986). Deset
tkanovych vzorkli pochéazelo z jedincii u kterych byla provedena eutanazie nebo odstiel,
zbylych tficet pét vzorkl pochéazelo ze srazek s dopravnimi prostiedky nebo pfiina smrti
nebyla uvedena. Také na zdklad€ mysliveckych statistik patii odstfel mezi minoritni pficiny
uhynu jedinct (Tab. 22). VSechny tkanové vzorky byly zahrnuty do datasetu pro analyzy
odhadu velikosti populace. Tato metodika byla pouzita i v jiz publikovanych demografickych
studiich velkych Selem (Roffler et. al., 2019; Paule, 2015; Skrbinsek et al., 2019).

Tab. 22: Myslivecké statistiky thynu medvéda hnédého v obdobi 2019-2021 (Narodné lesnické centrum, 2019;
Narodné lesnické centrum, 2020; Narodné lesnické centrum, 2021)

Rok Plan odstielu Odstiel Uhyn Celkem
2019 5 4 28 33
2020 0 3 13 16
2021 0 6 48 55
Celkem 5 13 89 104

I ptesto, Ze ptedpoklad uzavienosti v pfirozené populaci neni nikdy zcela platny (Otis
et al., 1978), pfedpokladame, ze béhem nami zkoumanych obdobi nedoslo v pocatecni populaci
k neznamym zméndm a populaci medvéda hnédého povazujeme za relativné spolehlivé
uzavienou. Demografickd uzavienost byla podpofena né¢kolika statistickymi testy, kde byl
zjiStén zanedbatelny narGst a ubytek jedincli. Geografickd uzavienost byla podpotfena
statistickymi testy a také rozdélenim jedinct z Vychodnich a Zapadnich Karpat do odliSnych
klastrii na zdklad¢ Bayesianské klastrovaci analyzy. Vzhledem k tomu, ze z tzemi Slovenska
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nejsou dostupné informace o prichodnosti krajiny pro velké Selmy mezi Zéapadnimi a
Vychodnimi Karpaty, nelze urcit zda zde mlze byt vytvorena migracni bariéra. Behem celého
studované¢ho obdobi vSak na zakladé genetického monitoringu nebyly zaznamenany zadné
zpétné zachyty (pfesuny stejnych jedinctl) mezi témito oblastmi. Propojeni téchto populaci by
mohlo byt realizované pres ¢ast Karpat na polsko-slovenském pomezi. Bylo zjisténo, Ze na
uzemi Polska se dostdvaji asymetricky jedinci ze Zapadnich Karpat a celkové genovy tok neni
velky (Matosiuk et al., 2018).

Odhad velikosti populace

CMR modely umoznuji odhadnout pocet jedinct a pfifadit tomuto odhadu interval
spolehlivosti. Pro spolehlivé vysledky téchto modelt je zasadni splnéni urcitych piedpoklad.
Prvnim ptedpokladem je uzavieni populace béhem obdobi, kdy byly vzorky ziskany. Druhym
predpokladem je stejné pravdépodobnost prvniho a kazdého dalsi zachytu jedince. A poslednim
predpokladem je, ze pro vSechny jedince v populaci je pravdépodobnost zachytu stejna. Tento
predpoklad muze byt u nékterych modelti porusen, pokud je heterogenita v zachytech
popsatelna métitelnymi parametry (Bellemain et al., 2005; Lindberg 2012; White et al., 1982).
U volné Zijicich zivocicht je obtizné splnit vSechny piedpoklady CMR modell a ¢asto jsou do
ur¢ité miry poruseny. Vysledna kvalita odhadd pocetnosti zdvisi na odchylce od téchto
predpokladii (Kendall et al., 1999; Miller et al., 2005).

Na zaklad¢ vysledki statistickych testli uzavienosti populace miizeme fici, Zze byl s
velkou pravdépodobnosti pfedpoklad uzavienosti populace splnén. Vzhledem k neinvazivnimu
ziskavani vzorku, které nevede k behavioralni reakci jedinct, pfedpokladame ze byla stejna
pravdépodobnost pro ziskani prvniho zachytu 1 opétovnych zachyt. Predpoklad, ktery
implikuje stejnou pravdépodobnost zachyti u vSech jedincti mohl byt vzhledem k odlisné mife
opétovnych zachytu mezi samci a samicemi do ur¢ité miry porusen. Jedna se ale o heterogenitu
popsatelnou méfitelnymi parametry, se kterou mtizeme pracovat. Heterogenita mezi jednotlivci
muze vzniknout v dasledku faktorti jako je v€k a reprodukéni stav, které nelze rozpoznat na
zaklade¢ zde pouzitych markert (Boulanger et al., 2008). Odhady velikosti populace proto byly
vypocteny zvlast' 1 pro jednotliva pohlavi.

Pro analyzy v programu MARK je nutné rozdéleni vzorkli do diskrétnich zachytovych
udalosti. Pro design zachytovych udalosti neni stanovena ucelena metodika. Naptiklad u studii,
ve kterych trva vzorkovani krat$i dobu, miZe byt toto vzorkovani rozdéleno po tydnech
(Bellemain et al., 2005; Kindberg et al., 2011; Solberg et al., 2006). Je vhodné¢jsi, aby samotné
vzorkovani probihalo v diskrétnich intervalech, nez aby probihalo kontinualné (Lindberg,
2012). U vysoce mobilnich savct se vSak ¢asto setkdvame s kontinualnim sbérem vzorki.

Pro rozdéleni kontinudlniho vzorkovani v této studii do diskrétnich zachytovych
intervalii byla testovdna zavislost mezi parametry odhadu velikosti populace na poctu
zachytovych udalosti. Pro vypocet odhada velikosti populace v prvni sezon¢ bylo pouzito 25
zachytovych udalosti. Pfi tomto poctu zachytovych udélosti byl vypocten nejmensi interval
spolehlivosti, diky cemuz bylo ptfedpokladano, ze je odhad velikosti populace nezkresleny
(Jensen, 1989). Na zéklad¢ téchto pfedpokladi byl stanoven i1 pocet zachytovych udalosti pro
druhou sezonu, ktera byla vysledné rozdélena do 20 zachytovych udalosti. V programu MARK
byl pro vysledny odhad velikosti populace vybran ve vSech ptipadech pouze jeden model,
protoze vzdy pouze jeden model dosahoval hodnoty A AICc <2 (Anderson & Burnham, 2002).
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V této studii byly provedeny odhady velikosti populace pro dvé sezony. Vysledky z programu
MARK a softwaru CAPWIRE pro danou sezonu konverguji. U prvni sezony jsou celkové odhady
velikosti mensi, pravdépodobné kvuli celkové niz§imu poctu vzorka i poctu opétovnych
zachytl. Presnost vysledkll se zvysSuje také s poctem opétovnych zachytl. Pfi nizkém poctu
opetovnych zachytlii CMR modely poskytuji méné spolehlivé vysledky (Luikart et al., 2010;
Miller et al., 2005). Odhady velikosti populace na zaklad¢ dat z druhé sezony povazujeme za
spolehlivéjsi vzhledem k vétSimu poctu vzorkl 1 opétovnych zachyti. Intenzivni vzorkovani
ve druhé sezoné skoncilo v kvétnu, takze na zaklad¢ biologie druhu lze ptedpokladat, ze
vysledny odhad nebyl zkreslen v dusledku natality.

Odhad velikosti populace medvéda hnédého v Zapadnich Karpatech pomoci prostorové
explicitnich modela byl srovnatelny s odhady provedenymi v programech CAPWIRE a MARK.
Na zaklad¢ hodnoty Akaikeho informacniho kritéria byl stanoven nejpravdépodobnéjsi model
h2, ktery predpoklada heterogenitu v pravdépodobnosti zachytu jedince a piitomnost
nezachycenych skupin (Pledger, 2000).

Ackoliv je odhad denzity populace vytvoieny pomoci balicku SECR srovnatelny s
literaturou (Rigg & Adamec, 2007), pro vypocet byl nejprve pouZit zékladni nulovy model,
ktery predpokladd homogenitu vzorkovani a stejnou pravdépodobnost detekce kazdého jedince.
Tyto pfedpoklady vSak nebyly splnény. Pfi vyuziti pokrocilejsiho modelu, ktery predpoklada
heterogenitu denzity v ramci studovaného uzemi, vysledna denzita by byla pro ob¢ pohlavi
vy$si (viz. Tab. 17), nicméné se da predpokladat rizna denzita vyskytu v jednotlivych oblastech
studovaného izemi, coz je v dobré shod¢ s odhady velikosti populaci v jednotlivych CHKO a
NP. Pro presnéjsi odhady denzity v jednotlivych ¢astech aredlu vyskytu by bylo potieba do
analyz pouzit vice proménnych, naptiklad telemetricka data nebo udaje o vzorkovacim usili.
Déle je nutné brat v potaz zapocitani zastavénych tizemi a tizemi, kterd jsou nevhodné pro
vyskyt druhu. Pokud by byla tato zemi odectena z celkové plochy polygonu vytvofeného na
zaklade lokalit sbéru jednotlivych vzorkt, vysledna populaéni hustota by byla vyssi.

Vétsi odhady velikosti populace u samic oproti samctim i §ir$i intervaly spolehlivosti
téchto odhadll v obou sezonach pravdépodobné souvisi zejména s mensim poctem opé&tovnych
zachytli u samic. Rozdil v po¢tu samcti a samic v populaci mize byt zptisobeny niz§i mirou
legalniho lovu v minulosti (Stofik et al., 2013). Na Obr. 38 Ize pozorovat, Ze procentudlni podil
legaln¢€ usmrcenych samct v pritbéhu Casu klesl ze 79 % na 62 %, ale stale tvoril vétsi ¢ast
oproti legalné¢ usmrcenym samicim (Rigg & Adamec, 2007). PoCet usmrcenych samic
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Obr. 38: Graf znazoriyjici procentudlni pomér legalng usmrcenych jedinc medvéda hnédého od roku 1958 do
roku 2005 (Rigg & Adamce 2007, upraveno)

Publikované odhady velikosti populace medvéda hnédého na Slovensku se lisi v
zavislosti na zdroji. Podle oficidlni zpravy pro Evropskou komisi byl na Slovensku v roce 2005
odhadovany pocet 700-900 jedincti. V roce 2010 byl odhadovany pocet 800—1100 jedinci
(Kaczensky et al., 2013). Na zaklad¢ myslivecké statistiky byl v roce 2019 odhadovany pocet
2631 jedinch medvéda hnédého. V roce 2020 odhadovany pocet vzrostl na 2760 jedinct a v
roce 2021 na 2997 jedinct (Narodni lesnické centrum, 2019; Nérodni lesnické centrum, 2020;
Narodni lesnické centrum, 2021). Odhady velikosti populace pomoci mysliveckych statistik
jsou mnoha autory povazovany za nadhodnocené vzhledem k tomu, Ze domovské okrsky
medvédu zasahuji do vice honiteb, dochézi proto k opakovanému zapocitani stejnych jedinct
(Kubala et al., 2017; Rigg & Adamec, 2007). Rigg a Adamec uvadi, Ze na Gzemi Slovenska
dochéazelo pomoci téchto statistik k nadhodnoceni pocetnosti aZ o 88 % oproti expertnim
odhadim (Rigg & Adamec, 2007).

Vysledky demografickych analyz v této praci byly porovnany s pfedchozimi vysledky
odhadt velikosti populace medvéda hnédého pomoci genetického monitoringu na tomto tizemi
(Paule, 2015). Na zéklad¢ tohoto vyzkumu byla v letech 2013-2014 odhadnuta celkova
pocetnost medvéda hnédého na 1256 jedinct (1 023—1 489). Do tohoto odhadu byly zahrnuty
1 vzorky uhynulych jedinci v daném obdobi. Odhad velikosti populace na zédkladé¢ minulé
studie je vyS$$i nez odhad, ktery byl stanoven v této studii. [ pfesto, ze ob¢ studie byly provedeny
za pouziti stejnych mikrosatelitovych lokusii a demografické analyzy byly provedeny pomoci
stejnych programii nelze vzhledem k odlisné metodice porovnavat vysledky absolutné.

Pro ovéteni relevantnosti stanovenych odhadi velikosti populace pro jednotlivé oblasti,
byly vysledky srovnany s aktudlnimi vysledky klasického monitoringu z uzemi NP Muranska
planina a NP Mala Fatra (SOP SR, 2022 pers. comm.). Na zakladé odhadil byla po&etnost
medvéda hnédého na tizemi NP Muranska planina stanovena na 71 (61-81) jedinci. Pomoci
klasického monitoringu byl pocet stanoven piiblizné na 80 jedincii. Pro tizemi v kompetenci
NP Mala Fatra byl v této studii stanoven pocet medveédii na 123 (110-185) jedinct. Na zakladé
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klasického monitoringu byl stanoven pocet pifiblizné na 73 jedinci na tzemi NP a jeho
ochranného pasma. Z ostatnich tzemi nebyly informace o pocetnosti medvéda hnédého
dostupné.

Testovani spravnosti odhadu pomoci simulaci

Simulace naznacuji, Zze pozorovand data odpovidaji velikosti populace okolo 1000
jedincii, pfi simulovaném vybéru z hypotetické vétsi populace dospivaji pouzité modely k
vy$$im odhadiim, nez byly ziskdny z empirickych dat.

Pti simulacich odhadii pocetnosti pro populaci o velikosti 1000 jedinct na zakladé
rozdilného poctu ziskanych vzorki jsou jednotlivé odhady v dobré shodé. Modely za pouZziti
simulaci pro danou populaci dospély k podobnym vysledkiim s po¢tem vzorkt od 250 do 2000.
To ukazuje, pro¢ vzorky 302 genotypt (prvni sezona) a 696 genotypt (druhé sezona) dospivaji
k podobnym odhadiim pocetnosti. S vysSim poétem vzorkd se neméni spravnost danych
odhadi, ale zvySuje se jejich presnost. Dochazi tedy ke zmensovani konfiden¢nich intervala.
Castym argumentem v laické diskusi o CMR je hypotéza, Ze mensi mnozstvi vzorkd povede k
podhodnoceni vysledné pocetnosti. Provedené simulace naznacuji, ze spravnost odhadu
konverguje k redlné hodnot¢ uz u poctu vzorkii odpovidajici ca 25% realné velikosti populace.
Odhady zaloZené na po¢tu vzorkl odpovidajicimu 25-100% velikosti populace jsou dokonce
mirné nadhodnocené oproti realné velikosti populace - coz se da vztahnout i na vysledky této
studie.

Efektivni velikost populace a minimalni zZivotaschopna populace

Cenzni velikost populace se muze v ptipadé velkych Selem odrdzet v aplikované sféte
ochrany pfirody, jako je human-wildlife konflikt. Nicmén¢ efektivni velikost populace je
medvéda hnédého na Slovensku v minulosti ov§em prosla vyraznym bottleneckem a je tedy
mozné, ze to je hlavni faktor, ktery stoji za nizni efektivni velikosti populace ve srovnani s
cenzni velikosti populace (Luikart et al., 2010). Spojeni informaci o cenzni a efektivni velikosti
by v budoucnu mohlo pfispét k efektivnimu managementu populace medvéda hnédého na
Slovensku. Pro management druhu je také zasadni koncept minimalni zivotaschopné populace.
Stanoveni konkrétni prahové hodnoty je obtizné, mnoho empirickych studii ale uvadi hodnotu
1000 jedinct. Z této perspektivy je ziejmé, ze cenzni populace medvéda hnédého na Slovensku
neni pfili§ vzdalend této hodnoté a efektivni velikost populace je pravdépodobné vyraznéji
niz$i. Vzhledem k jeji pravdépodobné izolaci vlivem fragmentace krajiny by méla byt vénovana
pozornost ochrané této populace za Gcelem sniZeni vlivu systematickych i stochastickych
faktort a rizika vzniku extink¢niho viru. Také by méla byt vyvinuta snaha o zvySeni konektivity
krajiny pro zajiSténi genového toku a zachovani genetické variability nejen této populace.

Analyza Zivotaschopnosti populace

Analyza zivotaschopnosti populace zahrnuje prognézy budouciho vyvoje, zde je
spravnym piistupem zvazeni alternativnich scénaiti co se ty€e vstupnich parametri a jejich
dasledkt. Vysledky potvrzuji situaci popsanou pomoci efektivni velikosti populace. Pii
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prumérnych populacnich parametrech zahrnuje predikce do budoucna mirny pokles populacni
velikosti.

Pti odhadu vyvoje nékterych populac¢nich parametra je vhodné zvazit dosavadni trendy.
Co se tyCe mortality, stoupa pocet jedincti usmrcenych vlivem dopravy. Mezi roky 1994-2006
vlivem kolize s dopravnimi prosttedky ro¢né uhynulo v priméru 3.5 jedince (Rigg & Adamec
2007), v obdobi mezi lety 2007-2019 bylo v priméru ro¢n€¢ zaznamenano jiz 9.8 jedincii
uhynulych vlivem stfetu s dopravnimi prostiedky (Kalas 2020). Tento vice nez dvojnasobny
nartst pramérného roc¢niho poctu piipadi kolize medvédiu s dopravnimi prostiedky
pravdépodobné souvisi s rozvojem dopravy (Obr. 39), naptiklad v obdobi od roku 1998 do roku
2021 se podet osobnich aut na Slovensku téméf zdvojnasobil (Statisticky trad 2023). Vliv na
trendy mortality mize mit napf. i zlepSujici se vybaveni lovci atd.
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Obr. 39: Graf zobrazujici vybrané atributy rozvoje dopravy na Slovensku (Statisticky tirad 2023). Délka délnic a
rychlostnich cest je zobrazena na hlavni svislé ose, pocet aut je zobrazen na vedlejsi svislé ose. U vSech
zobrazenych mnozin je patrny nartst béhem sledovaného casu.

Natalita a velikost populace souvisi s nosnou kapacitou prostfedi. Toto stabilni
ekvilibrium (K) pfedstavuje maximalni velikost populace, ktera je pro dané prostiedi z hlediska
vnéjSich zdroji “unosnd”. Pokud je tedy hustota populace vyssi nez K, je zvySend mira
mortality a naopak (Tkadlec 2008). Medvéd ma v prosttedi Evropy vztah ke komplexnimu
prostiedi a klimaxovym lesnim ekosystémim (Pérez-Giron et al., 2022), mtze tak hrat roli
indikatorového druhu stavu ptirody. Jeho vymizeni na velké ¢asti uzemi Evropy je soucasti
procesu vymirani megafaun s nedozirnymi ekologickymi nésledky (Galetti et al., 2018).
Podrobna diskuse tohoto tématu je vSak nad ramec této studie.
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Troficka nika medvéda jako velkého vSezravce je velmi komplexni a zahrnuje
ekologické vazby s tfadou druht rostlin, hub, bezobratlych i obratlovci i1 slozity vztah s
prostiedim a roli klicového druhu. Jako ptiklad se dd uvést konzumace ploda, napi. dubu
(Quercus sp.), buku (Fagus sylvatica) nebo lisky (Corylus avellana) (Bojarska & Selva 2013;
Kav¢ic et al., 2015, Skuban et al., 2016). Z hlediska reprodukéniho Gspéchu a preziti je pro
medvédy kritické podzimni obdobi hyperfagie, pti kterém ziskavaji zasoby na zimu (Hertel et
al., 2018; Di Domenico et al., 2012). V ptipadé samic v této dobé& také dochazi ke zmenSovani
teritorii, vétSimu prekryvu domovskych okrski (Schulte et al., 2021) a u obou pohlavi ke zméné
vzorcu chovani kvuli nepfirozenym zdrojim potravy (Selva et al., 2017; De Angelis et al.,
2021).

Nosna kapacita prostfedi se miize béhem casu v zavislosti na dostupnych vnéjsich
zdrojich ménit, napt. vlivem fenologie i diky hospodafeni v krajin¢ (lesnictvi, zeméd¢lstvi,
myslivost aj.), které ovliviiuji potravni ekologii a prostorové chovani. Pfikladem mohou byt
myslivecka mista na pfikrmovani a vnadéni zvéfe. Jako problematicka se jevi napt. mista na
prikrmovani zvéte, kde je k dispozici vysokonutriéni potrava v podobé obilovin (Kav¢ic et al.,
2015, Skuban et al. 2016). V mistech s intenzivnim zimnim pfikrmovanim muize dochazet k
ovlivnéni obdobi hibernace, kdy medvédi navstévuji mnohem castéji prikrmovaci mista a
zkracuje se ¢as straveny v brlohu (Krofel et al., 2017). Analyza piisluSnych faktora prostiedi
probiha nad ramec této studie.

Lze konstatovat, ze koncept “pfemnozeni”, ktery se v souvislosti s medvédy objevuje v
médiich, je velmi problematicky. Zaprvé ekologicka definice tohoto pojmu zahrnuje vztah k
nosné kapacité prostiedi, ktera se v ptfipad€ tak komplexni potravni niky stanovuje velmi
obtizné. Zadruhé tato teze nepocita s pfirozenymi autoregulaénimi mechanismy, typickymi pro
populace vrcholovych predatori. U medvédu se jedna naptiklad o infanticidu ze strany samct
nebo vlastnosti typické pro K-stratégy - dlouhovékost, pozdé€jsi nastup pohlavni dospélosti,
dlouhd doba péce o mlad’ata apod. (Wallach et al., 2015).

Zména velikosti populace

Stanoveni trendi zmén velikosti populace nebylo pfimym cilem studie. K takovym
odhadim bude potieba srovnani s vysledky ptedchozi studie provedené podobnou metodou,
které zatim neni mozné kviili odliSnostem v metodice. Datasety obou praci jsou nicméné
homologické co se tyce pouzitych markert a analogické co se ty¢e zakladniho nastaveni metod
(vymezeni sezon, statisticky pfistup CMR modelovéani). Nastaveni nékterych parametr bylo
ale na zakladé statistickych power analyz zvoleno odlisné. Ptikladem je flitrovani kvality dat.
Dalsi rozdil spociva v poctu tolerovanych mismatchil u identity analyzy, ktery je u novéjsi
studie 2 (na zakladé analyz v software ALLELEMATCH), u star$i studie 1, coz mohlo vést k
nadhodnoceni poctu jedincii ve starSi oproti novejsi studii. Odhad v programu CAPWIRE pro
star§i studii dospél k ¢islu 1214 (konfidencni interval nebylo mozno stanovit), oproti 1056
(1012-1275) v nov¢jsi studii. Ani tak tedy ziskana data neukazuji zménu velikosti studované
populace ve zkoumaném obdobi odlisitelnou od statistické chyby.

Rozdily v distribuci vzorkl v riznych studiich jsou ovlivnény zejména a) potencidlnim
rozdilnym vzorkovacim usilim a b) potencialnimi rozdily v distribuci druhu. Vzhledem k tomu,
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ze vzorkovaci usili (viz napt. Skrbinsek et al., 2019, Berezowska-Cnota et al., 2023) ani v jedné
studii nebylo méfeno, explicitni odliSeni obou faktor zatim neni mozné.

Lokalni zmény v distribuci druhu

V poslednich dekddach dochazi také k dramatickym zméndm v krajiné jako jsou
kirovcova tézba, zmény zemédélského hospodafeni, zmény v pfikrmovani zvéfe - napf.
ukonceni krmeni jddrovym krmivem, vnadéni prebytky ze supermarketti, zmény turismu (napf.
v souvislosti s opatfenimi proti Sifeni Covid-19), jak ukazuje i empirickd evidence z
jednotlivych CHKO.

Co se ty€e hodnot zmén velikosti populace z jinych obdobi a izemi, historicky vyskyt
medvéda v Evropé jesté na konci 15. stoleti zasahoval na uzemi téméf celého kontinentu s
vyjimkou Islandu a nékterych stfedomoiskych ostrovii (Obr. 40). Do soucasnosti se
celosvétové rozsifeni zmensilo o 1.11 x 107 km2 (Morrison et al., 2007), predevsim kviili ztraté
vhodnych habitatli a pronéasledovani ¢lovékem (Swenson et al., 2000).
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Obr. 40: Tmavé Sedou barvou je znazornéno historické rozsifeni medvéda hnédého v Evropé (Swenson et al.,
2000).

Na zéklad¢ dostupnych dat o pocetnosti se vSak zdd, Ze v soucasné dob¢ je vétSina
evropskych populaci diky ochranné legislativé stabilni nebo mirn€ rostouci (Chapron et al.,
2014), ale né€které siln¢ izolované populace, jako je naptiklad populace alpinskd, apeninska
nebo kantabrijska jsou podle kritérii IUCN hodnoceny jako kriticky ohroZené nebo ohrozZené
(McLellan et al., 2016, 2017).

Hypotézy o rychlosti riistu populace medvéda je potieba posuzovat s piihlédnutim k
empirickym hodnotdm pro jiné druhy savcii. Pfikladem muiZe byt rast lidské populace, ktery se
jeste do zacatku 70. let 20. stoleti jevil jako “hyperexponencialni” (Cohen 1995), piesto Cinil v
dobé¢ nejvetsich rocnich prirtistkl ca 2.2 %. Tento narist navic zpomalil a na zacatku 21. stoleti
¢inil jen 1.2%, coz souvisi s negativné zavislosti populacniho rlstu na hustoté¢ populace a
piislusné negativni zpétné vazbé (viz napt. Berryman 2002 a nasledujici kapitoly).
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Populacni hustota

Na zakladé¢ poctu jedinci z druhé sezony byla populacni hustota pro oblast s
prokazanym vyskytem medvéda hnédého v Zapadnich Karpatech (11 108 km?) stanovena na 4
jedince na 100 km?. V této oblasti byla také vypodtena denzita na zékladé odhadi velikosti
populace pomoci softwaru CAPWIRE a programu MARK, ktera ¢inila 10 jedinct na 100 km?.
Denzita populace medvéda hnédého na tzemi Slovenska, stanovena na zaklad¢ odhadu
pocetnosti, je vys$i nez celkova denzita karpatské populace (Tab. 23), ale srovnatelnd s
denzitou rumunské subpopulace, kterd se pohybuje v rozmezi 7.5-14.8 jedincti na 100 km?
(Popescu et al., 2017)

Tab. 23: Popula¢ni hustota jednotlivych populaci medvéda hnédého dle Kaczensky et al. (2021).

Populace Pocet jedinci Areal (km?) ligg.u,::fl/l;gél T(tr%tf
Skandinavska 2825 252 900 11
Karelska 1660 148 000 11
Baltska 700 40 700 1.7
Karpatska 7630 113 000 6.8
Vychodobalkanska 468-665 21 800 2.1-3
Dinarska + Pindos 3950 90 000 4.4
Apeninska 45-69 8000 0.6-0.9
Alpska 49-69 6 000 0.8-1.2
Pyrenejska 30 3600 0.8
Kantabrijska 321-335 8 800 3.6-3.8

Populac¢ni hustota v jadrovych oblastech izemi jako je NP Mala Fatra, NP Velka Fatra
nebo NP Poloniny se na zakladé minulych odhada pohybovala v rozmezi 5-11 jedincti na 100
km? (Rigg & Adamec, 2007). Aktualni informace o popula¢ni hustoté medvéda hnédého v
konkrétnich oblastech se nam s vyjimkou NP Mald Fatra nepodafilo ziskat. Pro NP Mala Fatra
byla za pomoci dlouhodobého terénniho monitoringu urcena priimérnéd denzita na 16.1 (4.8—
28) jedincti/100 km? (Kalas$, 2017). Tato denzita je vy$s$i nez nami stanovena denzita na zékladé
odhadu pocetnosti pro toto tizemi. To miiZze byt zplisobeno tim, Ze v této studii bylo jako areél
vyskytu medvéda brano kompetenéni uzemi NP Malad Fatra, kde pravdépodobné neni tak
vysoké denzita jako v jaddrové oblasti. Pro ucely terénniho monitoringu byla zahrnuta vétSinova
¢ast NP Mala Fatra, ktera zahrnovala tizemi o rozloze 225 km?.

Zmény chovani medvédl, human wildlife conflict

Souziti medvédu a lidi je klasickym piikladem ,,human-wildlife conflict* (napt. Harker
& Bates 2007, Karamanlidis et al., 2011). Prezentované vysledky nijak nepopiraji skute¢nost,
ze medveéd muze byt Cloveéku nebezpecny, ani nebagatelizuji obavy vetejnosti. Vysledky studie
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s timto tématem pfiliS nesouvisi, protoze obecné neexistuje u daného druhu jednoduchy vztah
mezi cenzni velikosti populace a agresivnim chovanim vzhledem k ¢lovéku. Napt. v ptipadé
kosatek z oblasti Gibraltaru dochazi k atokiim na lod¢ pti velmi malé velikosti populace (uvadi
se 39 jedinctl). Obrovsky rozdil v populac¢ni hustoté ¢lovéka a medvéda ma za nasledek, ze i
mald zména prostorového chovani lidské populace vyznamné ovliviiuje pravdépodobnost
interakce mezi obéma druhy. Rada parametrti lidské populace se oviem méni velmi dramaticky,
odkud pochazi i oznaceni Velké Zrychleni (Great Acceleration) pro fazi antropocénu od ca. 50.
let 20. stoleti (Steffen et al., 2015). Mezi ptislusné zméeny patii i observation bias dany rozvojem
modernich komunikacénich technologii. Kromé chovani lidi v pfirod¢ (Bombieri et al., 2019) je
potieba brat v uvahu reakci druhu na antropogenni zmény v prostfedi (vznik tzv. human
habituated a food conditioned jedinct, Herrero et al., 2005). Zde kromé¢ reaktivnich intervenci
jsou klicova preventivni a proaktivni opatfeni. Podrobna diskuse tohoto tématu je vSak nad
ramec této studie.
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