Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Prirodovédecka fakulta

Geneticky monitoring vybranych populaci sysla
obecného v Ceské republice

Bakalatska prace

Vojtéch Kovarik

Skolitelka: RNDr. Stépanka Ri¢anova, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2021



Kovatik, V., 2021: Geneticky monitoring vybranych populaci sysla obecného
v Ceské republice. [Genetic monitoring of selected European ground squirrel
populations in the Czech Republic, Bc. Thesis, in Czech.] - 43 p., Faculty of
Science, University of South Bohemia, Ceské Budéjovice, Czech Republic.

Anotace

This study deals with the description of genetic variability of current populations
of the European ground squirrel (Spermophilus citellus) using 12 microsatellite
loci, the analysis of which showed relatively high intrapopulation variability with
high proportion of heterozygous individuals, but also negative isolation and very
high differentiation between populations which prevents long-term stable
existence of these populations, and which requires further design of conservation

measures that are also mentioned in this study.

Cestné prohlaseni
Prohlasuji, Ze jsem autorem této kvalifika¢ni prace a Ze jsem ji vypracoval pouze

S pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroja.

Ceské Budgjovice, 7. 4. 2021

Vojtéch Kovarik



Podékovani

Rad bych touto cestou podéloval své skolitelce RNDr. Stépance Ricanoveé,
Ph.D. za odborny dohled, za pomoc, ochotu a rady pfi psani této prace a také
garantovi této bakalafské prace doc. Mgr. Oldfichu Ri¢anovi, Ph.D. Déle bych
chtél podekovat své roding, pritelkyni a také vSem pratelim za podporu, které se

mi po celou dobu dostévalo.



Obsah

L VOG-t 1
1.1. Rozsifeni studovaného druhu..........cccceviieiiiiiiiiie e 1
1.2. Biologie @ €KOIOGIE .....cvocveeiiieececce e 3
1.3. Ochranafsky status druhu a dtivod ohrozeni.........ccccceevviveienieniiesneiene, 4

A O] Lo o] - Vo= USSR 8

3. Material @ MELOAY .....c.vevieiiiiieie e 9
3.1 VZOPKOVAN ...ttt neeneas 9
3.2. Mikrosatelity jako genetické markery..........ccocevvvevviicieeie e 11
3.3, 1Z01aCE DINA.. ... e 13
3.4. Polymerazova feté¢zova reakce (PCR)......cccccovviiiiiiiiiiicc e 13
3.5. Fragmentacni analyza...........cccooveiiiiiniiiieiesesee e 15
3.6. Analyza molekularnich dat ...........cccccooveiiiiiiicccc e 15

3.6.1. Vnitropopulacni geneticka variabilita ...........ccccoovveviiieniienniiennnn, 16
3.6.2. Mezipopulacni geneticka variabilita...........ccooovviieiiiinicicee, 17

A VYSIEAKY ..ot 19

4.1. Vnitropopulacni genetickd variabilita...........ccocovvviiiiiiiniiiiic 19
4.1.1. Charakteristiky genetické diverzity populaci...........ccccceevevvevirennene. 19
4.1.2 Detekce nulovych alel ... 22

4.2. Mezipopulacni genetickd variabilita ...........cccocirveiiniiicnicce 22
4.2.1. FiXacni iNdeX FST...coviiiiiiiiiiie i 22
4.2.2. Hierarchicka Bayesianska klastrova analyza............c.c.cccccevvevieennnn. 24

5. DISKUSE. ...ttt bbbt bbb 28
5.1. Geneticka variabilita sysla 0becneho ..o 30
5.2. Geneticka diferenciace mezi populacemi sysla obecného ...................... 32
5.3. Navrhovana opatfeni na ochranu studovaného druhu............c.cceeeennee. 33

0. ZAVET 1.ttt ettt 36

7. Seznam POUZItE [IEETATUTY ...vvvvvvieiiiie it 38

8. SezZNam PIION ..oooiiiiiiiii e 42

I A1) OO 43



1. Uvod

1.1. Rozsiteni studovaného druhu

Sysli rodu Spermophilus jsou hlodavci patiici do ¢eledi veverkovitych
(Sciuridae). Tato skupina zahrnuje jak stromové, tak pozemni hlodavce a je pak
dale je rozdélovana na 3 hlavni podéeledi. 1) Podceled’ Sciurinae, do které patii
druhy typickych stromovych veverek jako naptiklad veverka obecna (Sciurus
vulgaris), ale i druhy létavych veverek, jako poletuska severni (Glaucomys
sabrinus), ¢i poletuska slovanska (Pteromys volans). 2) Dale pak podceled
Callosciurinae, zahrnujici predevsim stromové veverky zijici v jihovychodni
Asii. 3) Posledni pod¢eled” se nazyva Xerinae a patii do ni jak sysel obecny
(Spermophilus citellus) tak i rody jemu nejblize ptibuzné, a to naptiklad rod
africkych pozemnich veverek (Xerus), rody burunduki a ¢ipmanka (Eutamias,
Tamias), svisti (Marmota), psouni (Cynomys) a dalsi (Krystufek & Vohralik,
2012). Podle souc¢asnych znalosti do rodu Spermophilus spada skupina patnacti
druhd (Helgen et al., 2009), jejichz geografické rozsifeni je vymezeno na
Palearktickou oblast, tedy na uzemi Eurasie, kde zabira pas stepi (véetné lesostepi
a polopousti), ktery se tdhne od stiedni Evropy az k biehtim Zlutého mote v Ciné
(Krystufek & Vohralik, 2012). Druhy sysld jsou zpravidla alopatricke, ale u
nékterych druht dochazi k piekryvani jejich aredlii rozsifeni a je zaznamenéana
Casteéna hybridizace mezi témito druhy zpusobena cCaste¢né sympatrickym
vyskytem. Na tizemi severniho Kazachstanu a Ruska takto Ziji druhy S. major, S.
fulvus a S. erythrogenys, kde je sympatricka zoéna Siroka 200-240 km.
Sympatricky vyskyt byl zaznamenan takeé u druht S. suslicus a S. citellus na
uzemi Ukrajiny, kde je sympatricka zona zna¢né uzsi (Krystufek & Vohralik,
2012).

Sysel obecny (Spermophilus citellus) je druh s nejzapadnéjsim vyskytem
v porovnani s ostatnimi druhy rodu Spermophilus a svym geografickym
rozsifenim je v soucasnosti vazan na uzemi Ceské republiky, Slovenska,
Mad’arska, Rumunska, na ¢ast zapadni Ukrajiny, severni ¢ast Srbska, ale i na
Uzemi Turecka a Moldavska (Helgen et al., 2009). V obdobi &tvrtohor,
konkrétnéji v jejich starSim obdobi zvaném pleistocén, bylo rozSifeni sysla
obecného v prib¢hu let dano zemépisnou Sitkou a zménami teplot mezi glacialy

a interglacialy. Pro druhy vyZadujici kontinentalni klima, do kterych sysel
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obecny zcela jisté spada, byl dulezitym faktorem urcujici rozsifeni druhu navic i
gradient ocednickeho a kontinentalniho klimatu, ktery byl velmi variabilni béhem
pleistocennich glacidlnich cykld. Fosilni zdznam vypovidd o tom, Ze sysel
obecny byl vice rozsifen béhem pleistocennich glacialti nez v interglaciélech a
dalsi studie fylogeografie rozdélila tento druh na dvé hlavni geografické skupiny,
které se od sebe v pribéhu let odlisovaly (Ricanova et al., 2013). Za prvni
geografickou skupinu Ize povazovat tu s nejveétsi genetickou diverzitou s centrem
v sou¢asném Bulharsku a za druhou pak skupinu s nejsevernéjSim centrem
vyskytu, a to v jizni ¢asti Panonské panve ve stiedni Evropé mezi Alpami a
Karpaty. Zvitata z této druhé skupiny pak nejspise v pribéhu glacidlnich period
opakovang rozsitfovala sviij areal vyskytu a kolonizovala severné;si a zapadnéjsi
oblasti, zatimco b&hem interglacidli se pak stahovala zpét smérem k vySe
zmitiovanému centru vyskytu (Ri¢anova et al., 2013). Expanze sysla obecného
na uzemi Ceské republiky v holocénu souvisely i s postupnym odlesiiovanim a
vytvateni habitatti vhodnych pro sysly. Vyskyt t&chto habitattl na izemi Ceské
republiky umoznil rist populaci, ktery skon¢il ptiblizné v roce 1960, kdy zacalo
dochazet k poklesu pocetnosti populaci az zaniku nékterych syslich lokalit
zapfi¢inéného predev§im zménami vyuzivani pldy, fragmentaci a celkové
Cast¢jSimi a vétsimi zasahy ¢lovéka do krajiny (Andéra & Hanzal, 1995). V roce
2007 se sysel obecny vyskytoval na uzemi Ceské republiky na 34 lokalitach. Za
nejzapadndjsi rozsifeni v Ceské republice lze povaZovat populace obyvajici
lokality v Karlovych Varech a mezi nejvychodnéjsi aredly rozsiteni patii lokality
ve vychodni ¢asti Jihomoravského kraje, naptiklad VySkov a Kyjov (Matéju et.
al., 2008).



Obr. 1: Mapa soucasného rozsifeni sysla obecného (Spermophilus citellus).
Pismeny ABC je vyznacené rozsifeni poddruht (S. citellus citellus, S. citellus
gradojevici, S. citellus karamani) (Krystufek & Vohralik, 2012).

1.2. Biologie a ekologie

Sysel obecny (Spermophilus citellus) je stiedné velky sysel rodu
Spermophilus, ktery, stejné jako vétSina zvifat patficich do druhd tohoto rodu
nese ancestralni znak kryptického zbarveni, coz v nékterych piipadech
zpusobuje malou miru odliSnosti. Jejich lebka dosahuje menSich rozmér nez
lebka zastupct rodu psountd (Cynomys) a rodu svista (Marmota) a maji i znacné
delsi a méné¢ uhlazenou srst nez ostatni zastupci pozemnich veverek (Helgen et
al., 2009). Ovalné t¢lo sysla obecného dosahuje celkové delky zhruba 200 mm a
hmotnosti 200-400 g (Novak, 1999). Maji sttedné dlouhy, valcovity, hodné
osrstény ocas a relativné kratké koncetiny. Jejich chodidla jsou pokryta kratkymi
stiibfitymi chlupy a vyrastaji z nich pomérné malo zahnuté drapky. Srst sysla je
nahnédle nebo nazloutle Seda s Castymi svétlymi skvrnami o priméru asi 1-2 mm
na dorzalni Casti t€la a ndpadny je i1 krouzek bilé srsti okolo oka. USi jsou
redukované a husté pokryté kratkymi chlupy, které se vSak neseskupuji v Zadné
chomace. Hlava ma z profilu konvexni tvar s relativné velkyma o¢ima, Celist je

déana zubnim vzorcem typickym pro rod Spermophilus (1/1, 0/0, 2/1, 3/3= 22) a
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obsahuje hypsodontni stoli¢ky trojuhelnikovitého tvaru. (Krystufek & Vohralik,
2012). Samice maji 5 para prsnich bradavek a u samci je pfitomna pyjova kost,
kterd se geograficky lisi a muze slouzit jako rozpoznavaci znak pro poddruhy S.
Citellus (S. citellus citellus, S. citellus gradojevici, S. citellus karamani)
(Krystufek & Vohralik, 2012).

Druhy pattici do rodu Spermophilus, tedy i sysel obecny, se primarné
vyskytuji na otevienych planich, stepich a tundrach v Palearktické oblasti.
V zalesnénych oblastech jsou omezeny na okrajové lemy, které slouzi jako jejich
to¢isté (Helgen et al., 2009). Na tizemi Ceské republiky se v soucasnosti sysli
vyskytuji na plochach s kratkym travnim porostem, jako jsou napiiklad kosené
louky, pastviny a meze (Grulich, 1960) a na pudach vhodnych pro hrabéani
docasnych, nebo trvalych nor (Matéji et al., 2008). Jejich potravu tvoii z nejvétsi
¢asti rostlinna slozka jako naptiklad semena, ofisky, kofeny, cibulky, zrna, zelena
vegetace, ale také potrava zivocisna v podobé hmyzu, malych obratlovct a nékdy
i jejich vajicek. Sysel obecny je striktné denni Zivoc€ich s nejvétsi aktivitou
pfedev§im rano, jakmile slunce dostate¢né ohieje povrch. V €ase nejvetsiho
horka pak zaléza do nor, ve kterych ochlazuje svoji télni teplotu (Helgen et al.,
2009). Od mnohych hlodavci se odlisuji zejména socialnim zpisobem Zivota
Vv rizné pocetnych koloniich, ve kterych jsou schopni se dorozumivat pomoci
variaci zvukovych signala. Zimni spanek u sysla obecného trva 5 az 5,5 mésice
pii zivoté v nizinach, 7 az 7,5 mésice Zije-li populace v horach, a béhem
hibernace je sysel zavisly na relativné velkém mnozstvi podkozniho tuku, diky

némuz si v nofe nemusi hromadit zimni zasoby potravy (Krystufek & Vohralik,
2012).

Sysel obecny je dilezitou soucasti potravniho fetézce a jeho pfitomnost
v ekosystému ovliviiuje dalsi organismy, zejména zvitata na syslovi predujici,
kterymi jsou naptiklad tchot stepni, lasice kolCava, kuna skalni, liska obecna a
nebo druhy dravci jako sokol st€hovavy, kané lesni, orel kralovsky a orel stepni
(Grulich, 1960).

1.3. Ochranarsky status druhu a diivod ohroZeni

Sysel obecny je v soucasnosti povazovan za ohrozeny druh a u populaci napii¢
celou Evropou dochazi k poklesu v jejich pocetnostech. K tomuto poklesu
dochazi nejvice v zapadnim arealu rozsifeni, tedy na Uzemi statd Némecka,
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Polska a Ceské republiky. V prvnich dvou zminénych statech je sysel obecny jiz
povazovan za vyhynulého, ovSem na tzemi Polska je snaha o reintrodukci a
dochazi k ex situ odchovu sysla obecného v zoologickych zahradach. Uzemi
statu Ceské republiky je tedy nejzapadngjsi a zaroveii nejseverndjsi vyskyt
populaci sysla obecného (Hulova & Sedlacek, 2008). Jak uz je zminéno
Vv kapitole Biologie a ekologie, je sysel obecny vazan na stepni stanovisté, napf.
pole, louky, pastviny, biehy a stezky. V minulosti byla v Ceské republice tato
stanovi$té Cetné zastoupena a umoziovala témét kontinualni rozsifeni populaci
sysla, ktery byl dokonce lidmi povazovan za Sktdce, pronasledovan a loven.
Nejvétsi pokles poéetnosti populaci sysla obecného na uzemi Ceské republiky
vyvolaly zmény V agrotechnickych opatienich a pfima eradikace stanovist' v 2.
poloving 20. stoleti, konkrétn¢ hluboka orba, konsolidace a scelovani poli, ale
také 1 pouzivani pesticidd (Neragen) (Grulich, 1960). Jako vysledek vSech téchto
vlivi doslo na uzemi Ceské republiky k intenzivni fragmentaci habitatt
vhodnych pro sysly obecné a také ke zni¢eni migracnich koridort, a tedy
kompletnimu naruseni metapopulacni struktury, ktera je pro stabilni sysli
populace nezbytna (Andéra & Hanzal, 1995). Takto méné pocetné populace sysla
jsou pak i vice nachylné na nidhodné faktory prostiedi, jako jsou napftiklad
privalové desté a rychlé tani ledu, které zptisobuji zaplavovani syslich nor a velké

az hromadné thyny jedinct (Matéju et al., 2008).

Sysel obecny (Spermophilus citellus) je na tizemi Ceské republiky povazovan
za kriticky ohrozeny druh a od roku 2008 je veden v Zakoné o ochran¢ ptirody a
krajiny ¢. 114/1992 Sh. jako zvlast¢ chranény druh, v Provadéci vyhlasce
395/1992 jako druh kriticky ohrozeny. Obsazen je i v Cerveném seznamu
obratlovcl CR (kriticky ohroZeny) a tento druh také zahrnuje Umluva o ochrang
evropskych plané rostoucich rostlin, volné zijicich Zivoc¢ichii a pfirodnich
stanovist’ (Bernskd Umluva) a Smérnice ¢. 92/43/EEC, o ochran¢ piirodnich
stanovist, volné Zijicich Zivocichli a plan€¢ rostoucich rostlin (Smérnice o
stanovistich) (Matéja et al., 2008). Krom¢& zachranného programu vymezeného
na tzemi Ceské republiky, ktery je platny od roku 2008 je sysel chranén i pod
zastitou celoevropského zachranného programu pro tento druhu. Pro soucasné
malé a izolované populace plati, ze je jejich vyskyt vdzan na celkem 40 lokalit,

které jsou dany trvale udrzovanym kratkym travnim porostem (golfové kurty,

letisté, kempy...). Pro obnoveni poc¢etnosti populaci je dilezity jak management
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lokalit, tak management geneticky (Hulova & Sedlacek, 2008). Co se tyce ex situ
odchovu sysla obecného na uzemi Ceské republiky, tak podle databaze
Zootierliste dochazi k odchovu sysla obecného v zoologickych zahradach Praha,
Brno, v zoologické zahradé¢ Hluboka nad Vltavou a dale také v zooparku

v Chomutoveé a v expozici zachranné stanice pro zivocichy ve Vlasimi.

Ztrata ptirozeného habitatu, kde probiha stabilni management udrzujici kratky
travni porost a také zejména vytvareni antropogennich bariér jsou v soucasnosti
jedny z nejvétsich hrozeb pro dlouhodobou existenci zbyvajicich populaci sysla
obecného. Vzristajici fragmentace prostiedi zapii¢ifiuje ztratu potencialné
vhodnych lokalit, a tedy i ztratu genetické variability, kterd byla sledovana i
v oblastech, kde je vysoka snaha ochrany populaci sysli, naptiklad v Bulharsku
(Koshev, 2008). Hodné fragmentované populace ztraceji pomérné rychle svoji
genetickou variabilitu hlavné¢ kvili znemoznéni migrace a naruSeni
metapopulaéniho systému populaci, ve kterych pak silné puisobi geneticky drift.
Uvnit téchto populaci také dochazi k Castéjsi pribuzenské plemenitbé a rychlé
ztraté neutralnich i adaptivnich lokusi (Hulova & Sedlacek, 2008). V téchto
populacich neni také ¢asto znama geneticka variabilita populaci historickych
predkt a nelze tedy vyloucit, Ze je nizka genetickd variabilita zptisobena efektem
zakladatele (Ri¢anova et al., 2013). K tomuto efektu dochédzi, kdyz je zalozena
nova populace za pouziti jedincii z piivodni vétsi populace. Tato nova populace
se muze velmi liSit od ptivodni velké populace, a to jak z hlediska genotypi, tak
fenotypt. Aby nedochazelo k poklesu této genetické variability, tak je velice

dulezita migrace sysli obecnych mezi lokalitami vyskytu populaci.

Geneticka variabilita piirodnich populaci sysla obecného v nejzapadnéjsich
Castech jeho rozsiteni tedy na tizemi Ceské republiky je po velkych ubytcich
Vv pocetnosti v druhé poloviné 20. stoleti, povazovana za velmi nizkou s vysokou
mirou inbreedingu uvniti populaci a ptedpoklada se, Ze mistni piirodni populace
nejsou schopny dlouhodobé existence bez uskuteCnénych managementovych
opatfeni. Pravé za celem posileni téchto nestabilnich populaci na lokalitach
pfirodniho vyskytu byly zakladany ex situ odchovy sysla obecného. Tyto
odchovy byly v Cesku zakladany predevsim monitorovanym odchovem jedinct
ze Slovenska, tedy z nejblizS§iho vyskytu sysla obecného v Evropé, kde je

pocetnost populaci mnohem vy$$i a nekteré byly zakladany i z pavodné
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pocetnych populaci sysla, které se v minulosti vyskytovaly piimo na uzemi Ceské
republiky. Ex situ odchovy sysla umoziuji ziskavani jedincd, ktefi jsou
dostate¢né geneticky variabilni, a tedy vhodni pro podporu a posileni stavajicich
piirodnich populaci na tizemi Ceské republiky. U téchto jedincd je poticba
zjisStovat a zaznamendvat genetické charakteristiky pomoci geneticky
molekularnich analyz, aby zde byla jistota, Ze jsou na ptirodni lokality
reintrodukovani opravdu vhodni jedinci. Pti introdukovani ex situ jedinct do
populaci zijicich v ptirodé je vSak dualezité davat pozor, aby nedoslo k dalsimu
problematickému jevu, zvanému outbredni deprese. K tomuto jevu dochazi,
pokud jsou introdukovani jedinci geneticky ¢i geograficky piili§ odlisni od
pfirodnich populaci, ve kterych pak dochazi k naruseni genetické diverzity
zpisobené adaptacemi na konkrétni lokalitu a celkové se snizuje fitness jedinct

(Johnstone et al., 2014).

| e
\\\ \}) ‘\\
prae S
- e o o/
i ~ Sy
21 '
{ © K > B a)
< & 2. 1,
e (B 5 i
A ST A £
AN ~
o N O o S
{ ,Jf( 7
Dot
4 OB \./Z,-Yl,.\,
A" ').— k(’\/p\“ ?\
g & ~ ey \
{ (LS /{\“\ rc—-'v" \‘\/"Ar \& 5
e ¥ Loy S,
a / 2 e, o
ol ¢ 28 0
> @ pas ¢ re ® )
DS i
3 r i
< w (@] vi
@ (&) \A~\ ” ° . rr/.‘
g Pt 52
] 4 % @
S o PY ® i
\
K ®
0 50 100 km

@ soucasny vyskyt sysla obecného (stav v roce 2016) | | | \ |

Zdroj dat: © CUZK 2015, © AOPK CR 2016

vyskyt sysla obecného v 50. letech 20. stoleti

Obr. 2: Mapa rozsifeni stavajicich populaci sysla obecného znazornujici ubytek

populaci v CR. Pievzato z www.zachranneprogramy.cz (9. 2. 2021) a nasledné
pak byly do této mapy znazornény populace studované v této praci v podobé

zlutych bodi (piirodni lokality) a modrych bodu (ex situ lokality odchowvu).


http://www.zachranneprogramy.cz/

2. Cile prace

Hlavnim cilem je porovndni velmi nizké variability ptivodnich populaci
sysla obecného na uzemi Ceské republiky s genetickou variabilitou ex
situ odchovu a dalsich ptirodnich lokalit, do nichz uz v minulosti byly
pfidavani jedinci z jinych populaci za ic¢elem zvySeni Zivotaschopnosti
Doporuc¢eni vhodnych opatteni, ktera povedou ke zvysSeni genetické
variability a Zivotaschopnosti populaci

Navrzeni opatfeni na ochranu studovaného druhu v CR ve spolupréci
s AOPK Praha



3. Material a metody

3.1. Vzorkovani

V této préci byly zkoumany tkanové vzorky sysla obecného (Spermophilus
citellus), které byly shirany na celkem osmi lokalitach v Ceské republice napfi¢
lety 2016 az 2019. Lokality, ze kterych vzorky pochézely, zahrnovaly mista
ptirozeného vyskytu sysla a zaroveti i vzorky z ex situ odchovil. Ctyfi lokality
vyskytu ve volné pfirodé dale analyzované v této préci zahrnovaly nésledujici
lokality a jejich pocetnosti byly zjistény z vyro¢nich zprav AOPK pro realizaci
zachranného programu sysla obecného. Na téchto piirodnich lokalitach
dochéazelo v minulosti Kk posilovani zde Zijicich populaci sysla obecného
z prabéhu let vytvarenych ex situ odchovti a je tfeba tedy povazovat tyto populace
za populace smé&sného pivodu, tedy ne za Cisté ptirozené. Tyto populace lze
porovnavat s populacemi ¢isté piirodnimi s vysledky vykazujicimi zlepSeni ¢i
zhorSeni genetické struktury populaci vlivem reintrodukce ex situ chovanych
jedinct. 1) Plocha vetejného vnitrostatniho letist¢ Hodkovice nad Mohelkou
v okrese Liberec, kde byla v roce 2019 odhadovana pocetnost sysli populace 60
jedinct. 2) Dalsi lokalita Radou¢ v okrese Mlada Boleslav v podobé plochy u
Narodni pfirodni rezervace Radouc¢ dosahuje nejvétsich pocetnosti, co se ceskych
lokalit tyce a to az 700 jedincii pro rok 2019, coz je vyznamné ovlivnéno ¢astym
krmeni sysli obyvateli Mladé Boleslavi a navstévniky Narodni pfirodni
rezervace. 3) Tieti lokalitou pfirodniho vyskytu sysli, ktera je zahrnuta v této
praci, je plocha golfového resortu nedaleko obce Olsova Vrata u Karlovych Vart.
Populace sysld, zde byla opakované posilena vypousténim jedincii ze Zoo
Hluboka nad Vltavou (2016) a jedincti ze Zoo Norimberk (2017), diky ¢emuz
dosahovala v roce 2019 velikosti 100 jedinct. 4) Lokalita Pise¢ny vrch je nové
zalozena lokalita, do které bylo v minulosti introdukovano nékolik desitek
jedinci z ex situ odchovt, konkrétné ze Zoo Brno, Zoo Hluboka nad Vltavou a
zum¢lého odchovu Rozovy a pocetnost této populace po opakovanych
vypousténi jedinct ze zdrojovych populaci se pohybovala kolem odhadovanych
50 jedinct pro rok 2019. Tyto lokality pak byly doplnény o vzorky z ex situ
chovi, jejichZ populaéni strukturu a genetickou variabilitu je tfeba monitorovat
a studovat, za ucelem moznosti vyuziti téchto populaci jako zdrojovych pro
reintrodukci na pfirodni lokality a umoznéni tak in situ ochrany tohoto druhu.
Tkéanové vzorky sysla obecného byly ziskdny z nasledujicich zoologickych

9



zahrad: Zoo Praha, Zoo Brno, kde byl odchov sysla obecného zahajen v roce
2015, Zoo Hluboka nad Vltavou a dale pak i ze zachranné stanice Rozovy u
Temelina, fungujici od roku 2016. V odchovech Zoo Hluboké nad VlItavou, Zoo
Brno a ZS Rozovy jsou chovany populace sysla obecného zaloZené z jedinci
odchycenych na Gzemi Slovenska. U odchovu Zoo Praha se jedna o potomky
sysli odchycenych v minulosti na lokalitich v Ceském stiedohoii a také
z prazskych Letnan, kde se diive vyskytovala pocetnd kolonie sysla obecného.
Veskeré lokality spole¢né¢ s rokem odchytu a pocty piisluSnych tkanovych
vzorkd jsou vyobrazeny v Tab. |. VSechny tkanové vzorky sysla obecného byly
ziskéany diky spolupraci s Agenturou ochrany pfirody a krajiny — AOPK Praha.
Odchyty provadéli pracovnici AOPK nebo zaméstnanci Zoo v ex situ chovech.

Tab. I: Seznam lokalit pavodu analyzovanych vzorka sysla obecného
(Spermophilus citellus), doplnéné o rok, ve kterém doslo k odchytu a ziskani

vzorkd, zkratky a 0 samotny pocet vzorkd.

Lokalita Rok Zkratka pocet vzorku
Hluboka 2018 HI18 15
2017 HI17 19
2016 HI16 10
Hodkovice nad Mohelkou 2019 Hod 4
Pisecny vrch 2018 PV18 2
2019 PV19 5
Rozovy 2018 Roz18 44
2017 Roz17 25
Karlovy Vary 2018 KV18 16
2019 KV19 8
Brno 2017 B17 10
2018 B18 10
Praha 2018 P18 11
2017 P17 10
Radou¢ 2019 Rad 9
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3.2. Mikrosatelity jako genetické markery

Mikrosatelit je Usek DNA s opakujicimi se mono-, di-, tri- nebo
tetranukleotidovymi jednotkami. Za mikrosatelity jsou tedy povaZovany kratké
sekvence nukleotidi (obvykle 2-6 para bazi), které tvofi tandemové repetice
(TR), jsou Siroce rozsifeny napii¢ celym genomem organismu, lokalizované jak
v kddujicich, tak nekddujicich oblastech genti a jsou i ¢astymi centry vyskytu
polymorfismii a mutaci. Tyto sekvence byly v historii postupné detekovany
napii¢ eukaryotnimi genomy a s rozvojem polymerazové fetézové reakce (PCR)
v osmdesatych letech 20. stoleti se staly nejic¢inngj§imi pouzivanymi
genetickymi markery (Jarne & Lagoda, 1996). Jaderné mikrosatelity dnes hraji
vyznamnou roli pfi studovani molekularni populaéni genetiky, identifikaci
chorob, studovéni patogeneze, evoluce druhtit a mohou nam poskytovat i
informace o socidlnim chovani druhti, které jinak ziji skrytym zptsobem zivota
(Henshaw, 2020). Casté vyuzivani mikrosatelitii jako genetickych markerti pro
kodominanci, velkou pocetnosti, multi-alelickou povahou téchto markeru.
Nejbéznéjsi zptisob, jak v soucasnosti mikrosatelity detekovat je navrzeni jejich
PCR primerd, kterou jsou jedine¢né pro jeden lokus v genomu a také para bazi
na obou stranach opakujici se ¢asti genu. Jeden par PCR primerd bude tedy
fungovat pro kazdého jedince druhu a bude produkovat rozdiln€ veliké produkty

pro kazdy rizné¢ dlouhy mikrosatelit (Marwal & Gaur, 2020).

V této praci bylo pro tkanové vzorky pouzito celkem 12 mikrosatelitovych
lokust (viz Tab. Il). Ty byly originalné navrzeny pro jiné hlodavce z Celedi
Sciuridae (Marmota marmota, Spermophilus brunneus brunneus, Spermophilus
suslicus), konkrétné to byly lokusy ST10, MS41, MS45, MS56 (Hanslik &
Kruckenhauser, 2000), 1GS-1, 1GS-110b (May et al., 1997) a lokusy Ssul, Ssub,
Ssu7, Ssu8, Ssulb, Ssul6 (Gondek et al., 2006). Tyto lokusy byly rozdéleny do
tiech multiplexi (A, B, C) dale vyuzivanych pro PCR reakci stejné jako v praci
Ri¢anova et al., (2011).
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Tab. I1: Souhrnna tabulka obsahujici mikrosatelitové lokusy pouzité v této praci.
Informace o opakujicim se motivu a sekvenci primeru ve sméru 5'- 3 'prevzaty
ze studii Hanslik & Kruckenhauser (2000), Gondek et al. (2006) a May et al.
(1997).

nazev opakujici se sekvence primeru 5°- 3’ Znacen
lokusu motiv i
ST10 (CA)12 CCATCTCCTGACATTTAATA FAM
TTGTGATCCTCCAGGGAGTT
MS41 (GT)11 GGTGTATATGGGAATAGGGGG HEX
GCCTTCAAATCAAAGCAGGTTG
MS45 (G CTGTCTCTTTGTCCCTGCC TET
CTCCTTACCATCATCTTTCCG
MS56 (CA)14 CAGACTCCCACCAGTGACC FAM
CCTGATCTATGTAGGTTCCAT
IGS-1 (CA)20 ATAACAGCACCCTGCTCCAC TET
AATCCATCCTCTACCTGTAATGC
IGS-110B (TGC)s CCATGGAAGCATGTCTGGTG FAM
TGCTTCCTGATTTCAAAGTTGC
Ssul (AC)10 AGGTGGGTGTGAGAACTTGC FAM
AACTCAGGCTGGTGTTGTGA
Ssub (AG)12 CAACATAGTGAGACCCCATC NED
AAGTCATCCCTGCCCTAAT
Ssu7 (GA)13 TTTGAGGACCAGGACATCGT VIC
GCCACTACACCTCTCCTTGC
Ssu8 (AC)17 AGTCGTGTCCAGCTTGTGTG NED

AAATTGGGATGATAAGCAGAGG

Ssul5 | (TC)sG(TC)s | CTAAGCACCACATACAAAGATG | VIC
G(cTy, | TCCCTTCCACCCATTGAC

Ssul16 (GAT)u | AACCCTTTCTGTTTCCCTTCA PET
TGGGGTTAGCAAATGATGGT
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Metody popsané v kapitolach 3.3. — 3.5. (lzolace DNA, Polymerazova
fetézova reakce a Fragmentacni analyza) nebyly provadény autorem této prace,

ale byla poskytnuta jiz hotova data pro dalsi analyzu popsanou v kapitole 3.6.

3.3. Izolace DNA
Od odchytu a ziskani vzorkii genetické informace byly po celou dobu tyto
tkanové vzorky uchovavany v mikrozkumavkach s96 % ethanolem. DNA

z tkanového vzorku sysla obecného pak byla extrahovana za pouziti komeréniho

kitu JETQuick Tissue DNA Spin Kit; Genomed GmGH (Ri¢anova et al., 2011).

3.4. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce — polymerase chain reaction (PCR) je dnes uz
zcela bézna laboratorni metoda, které se pouziva k efektivni vyrobé mnoha kopii
(v radech milionti az miliard) néjaké konkrétni oblasti DNA ze vzorku. Tato
oblast DNA muze byt zcela libovolna v zavislosti na tom, co je cilem studie,
napiiklad to mohou byt geny, u kterych se usiluje 0 poznani jejich exprese a
funkce v organismu nebo také genetické markery, které mohou byt pouzity
K pfitazovani uréitych dil¢ich faktort ke komplexnéjsimu jevu. Cilem PCR je
obvykle vytvofeni dostatecného mnozstvi cilené DNA, ktera je pak nésledné

analyzovana nebo pouzita jinym zpisobem (sekvenovani, gelova elektroforéza,

)

Stejné jako DNA v zivém organismu potiebuje pro svou replikaci enzym
DNA polymerazu, tak i do reakce PCR je zaclenén enzym Taq polymeraza, ktery
stejné jako DNA polymeraza vytvaii nové vidkno DNA, podle jiz existujiciho
templatového vldkna. Pro funkci tohoto enzymu je nezbytnd pfitomnost primeru
— jednovlaknovych, kratkych sekvenci nukleotidi (obvykle fetézec 20
nukleotidit), slouzicich jako vychozi bod syntézy DNA. Pro kazdou PCR reakci
je zapottebi dvou primerd, které jsou specidlné navrzeny tak, aby lemovaly
cilovou oblast, ktera bude kopirovana. Jsou jim tedy dany sekvence, diky nimz

se budou vazat na protilehla vlakna templatové DNA.

PCR reakce probiha ve fazich ttech po sobé jdoucich krokii. Prvni z téchto tii
krokt se nazyva denaturace, pii které dochazi k zahtati celého vzorku slozeného
z vy8e zminénych komponentt na vysokou teplotu (prumémé 96 °C), coz
zpusobi naruSeni vazeb vodikovych mistkii mezi dvéma vlakny DNA. Tim dojde

Kk rozvolnéni téchto vlaken za vzniku dvou jednovldknovych fetézci DNA.
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Nasledujici druhy krok je nazyvan annealing, pfi kterém se cela reakce ochladi
zhruba na 55 °C, ¢imZ se umozni navazani primert na jejich komplementarni
sekvence v tuto chvili jiz jednovlaknové DNA. Ttetim a findlnim krokem je
elongace, pii které se teplota reakce zvysi na 72 °C, tedy na teplotu, pii které je
aktivni Tag polymeraza syntetizujici nové vlakno DNA. V typické PCR reakci
dochazi k25 az 35 opakovanim tohoto cyklu na jejichz konci ziskame po
relativné kratké dob¢ velké mnozstvi nové nasyntetizované DNA. Tyto produkty

PCR se poté odd¢li bud’ gelovou nebo kapilarni elektroforézou.

Vsech 12 mikrosatelitovych lokust pouzitych v této préci bylo amplifikovano
ve tfech multiplexovych setech rozdélenych nasledujicim zpiisobem. Set A
(teplota ve fazi annealingu, Ta= 52 °C) obsahoval lokusy ST10, Ssu5, Ssulb,
Ssul6, set B (teplota ve fazi annealingu, Ta= 55 °C) obsahoval lokusy 1GS-1,
IGS-110b, Ssu7, Ssul a posledni set C (teplota ve fazi annealingu, Ta= 53 °C)
obsahoval zbyvajici lokusy MS45, MS56, MS41 a Ssu8. Samotnd PCR reakce
probéhla za pouziti QIAGEN Multiplex PCR kitu (Ri¢anova et al., 2011) za

podminek znazornénych v Tabulce I11.
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Tab. Ill: Teploty (°C), délka pribéhu (min) a pocet cykli PCR reakci, pro
vSechny tfi multiplexy A, B, C.

PCR reakce
set Lokusy
faze teploty éas cykly
Denaturace 95 °C 15 min 1x
94 °C 0,5 min
A STlO, SSU5, SSU15, Ssul6 Anneallng 52 °C 1’5 mln 35X
72 °C 1 min
Elongace 72 °C 10 min 1x
Denaturace 95 °C 15 min 1x
94°C | 0,5min
B |1GS-1, IGS-110b, Ssu7, Ssul Annealing 55°C | 1,5 min 35x
72 °C 1 min
Elongace 72°C | 10 min 1x
Denaturace 95 °C 15 min 1x
94 °C 0,5 min
C [ MS345, MS56, M341, Ssu8 Annealing | 53°C | 1,5min 35x
72 °C 1 min
Elongace 72°C 10 min 1x

3.5. Fragmentac¢ni analyza

Fragmentacni analyza byla provedena firmou SEQme s.r.o., kde byly
fluorescenéné oznacené produkty polymeradzové tetézové reakce pro kazdy
multiplexovy set analyzovany v sekventaroru fungujicim na principu kapilarni
elektroforézy. Data ze sekvenatoru pak byla manualné analyzovana v programu
Geneious prime v. 2.4 2020, doplnéného o Geneious Microsatellite Plugin

(Biomatters).

V této fazi jsem obdrzel data ke zpracovani, tj. odecital jsem alely pro 12
mikrosatelitovych lokusti a zaznamenaval je pro vSech 198 jedinct a nasledné

pak analyzoval ziskand molekularni data.

3.6. Analyza molekularnich dat
Pro dalsi praci byla molekularni data zkoumana dvéma piistupy, kterymi lze
na ziskana data pohlizet. V prvnim pfistupu byla data sefazena podle lokalit mista
odbéru spole¢né s rokem, kdy doslo ke sbéru tkanovych vzorkt sysla obecného.
Tohoto pfistupu bylo vyuZivdno k pozorovani vyznamné zmény béhem
jednotlivych let. Druhym pfistupem bylo sefazeni dat jen podle lokalit mista
15



odbéru vzorki sysla obecného na tizemi CR nezahrnujici roky, kdy odbér
probihal. Tento piistup byl vyuzit hlavné k ziskani obecné a celkové informace

o populacich na jednotlivych lokalitach.

3.6.1. Vnitropopulacni geneticka variabilita

K popséani genetické variability uvnitt jednotlivych populaci byly pouzity
zékladni charakteristiky bézné uzivané v populacni genetice. Tyto popisné
charakteristiky byly pocitany v né€kolika pocitaGovych programech slouZicich
specialné k ziskavani téchto charakteristik vypovidajicich o vlastnostech

populaci.

Mezi nejzakladnéj$i charakteristiky popisujici genetickou variabilitu patii
alelicka bohatost (allelic richnes = AR), ofekavana heterozygotnost (expected
He) a pozorovand heterozygotnost (observed Ho), které slouzi k vypoétim
odchylky od idealniho stavu, tedy odchylky od Hardy-Weinbergovi rovnovahy.
Tato rovnovaha, nebo také Hardy-Weinbergiv zakon pro dvé alely je definovan
rovnici (p + @) = 1, ¢astgji je vsak udavan rovnici zahrnujici genotypy jedinct
v populaci p? + 2pq + g>= 1. Tento idedlni stav plati jen tehdy, jsou-li splnény
podminky definujici panmiktickou populaci. Jak allelic richnes ocekdvand a
pozorovand heterozygotnost, tak i samotny test na Hardy-Weinbergovu
rovnovéhu byly vypocitany v programu GenAIEX v. 6.5 (Peakall & Smouse,
2012). Test na Hardy-Weinbergovu rovnovahu byl nasledné doplnén i o hladinu
signifikance, ktera byla dopocitana podle Bonferroniho korekce (Bonferroni,
1936).

K poéitani odchylky od Hardy-Weinbergovy (HW) rovnovahy bylo vyuzito
dalsi charakteristiky genetické variability zvané koeficient inbreedingu (Fis).
Tento index je povazovan za zna¢né citlivéjsi alternativu k odhadnuti odchylky
od HW rovnovahy. Fis nabyvd hodnot od -1, kdy je v populaci dostatek
potencidlnich nahodnych partnert, nedochazi k inbreedingu, a tedy ke zna¢nému
poklesu genetické variability zptisobené inbredni depresi, do 1, kdy je v populaci
nedostatek nahodnych partneri, dochazi k inbreedingu a poklesu genetické
variability souvisejici v pfevahou homozygotnich jedincu. Tento index byl pro
vsechny populace vypocitan v programu Genetix v. 4.05 (Belkhir et al., 1996).
V tomto programu byla ziskana i statisticky signifikantni hodnota Fis pro 95 %
konfiden¢ni interval za pouziti 10 000 permutaci.
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Z dal8ich pouzitych pocitacovych softwarti byl vyuZit program FreeNA
(Chapuis & Estoup, 2007) k odhadnuti frekvence nulovych alel pro kazdy lokus
a kazdou populaci za pouziti EM (Expectation Maximization) algoritmu
(Dempster et al., 1977) pti 1000 opakovani. Tento test slouzi piedevs§im
K testovani chybovosti PCR reakce, tedy nasednuti primerti na $patné misto, coz
zapric¢inuje vznik fale$né alely, tj. ziskani Spatnych dat pro dalsi molekularni

analyzu.

3.6.2. Mezipopulacni geneticka variabilita

Kuréeni rozdilu genetické variability mezi jednotlivymi populacemi byl
pouzit fixaéni index Fsr, ktery je v soucasnosti bézné pouzivam v populacni
genetice. Jedna se o parové porovnavané rozdily ve frekvenci alel mezi
jednotlivymi populacemi. Hodnoty tohoto indexu se pohybuji od 0 (populace
nejsou mezi sebou odlisné) do 1 (populace jsou mezi sebou zcela odlisné a nemaji
spole¢né zadné alely genll). Ve skuteCnosti byvaji hodnoty Fst indexu mezi
populacemi vyrazné nizsi nez 1, ale vzhledem ke spole¢nému predkovi mtize byt
mezi populacemi vétSina alel spolecnd. V téchto ptipadech se frekvence
spole¢nych alel pro né€kolik populaci mohou postupné odlisovat v dusledku
genetického driftu a pfibuzenského kiizeni, vyskytujicich se nezavisle v kazdé
populaci, coz vede k nahodné zméné frekvence alel. Parové hodnoty pro fixa¢ni
index Fst byly vypocitany v programu FreeNA (Chapuis & Estoup, 2007), za
pouziti ENA korekce (korekce na nulové alely) a 1000 provedenych permutaci.
V tomto programu byly ziskany i statisticky vyznamné hodnoty, porovnané s

konfiden¢nim intervalem (P < 0,05).

Jako dal8i pouzitou analyzou byla tzv. Bayesianskd klastrovad analyza
realizovand v programu Structure v. 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Tato analyza
je vyuzivana k identifikaci struktury v urcitych datech, ptesnéji tedy k vytvoteni
homogenni skupiny pfipadl, pokud nezname jejich predeslé seskupeni. Na
zakladé vysledki je moZzno pozorovat a vybrat nejvhodnéjsi rozdéleni populaci
do takzvanych klastri K. K odhadnuti nejvhodnéjsiho poctu klastrii byla spusténa
analyza napied pro K od 1 do 15 a pak pro K od 1 do 8 za pouziti admixture
modelu. V obou analyzach bylo provedeno 10 opakovani pro kazdé K s délkou

tzv. burnin periody 100000 a s po¢tem 500 000 opakovani. Vysledky této
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analyzy byly vyneseny do grafu a na zakladé¢ hodnot A K zobrazenych v grafu

pak bylo vybrano nejlepsi rozdé€leni populaci vV podobé¢ urcitého K.
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4. Vysledky

4.1. Vnitropopulaéni geneticka variabilita

4.1.1. Charakteristiky genetické diverzity populaci

V této praci bylo usp&Sn¢ zgenotypovano a déale analyzovano 198 jedincii
sysla obecného (Spermophilus citellus) pochazejicich z celkem 8 populaci
analyzovanych oddé¢len¢ pro jednotlivé roky, kde byl prvnim pfistupem
k molekularnim datéim bran kazdy rok jako samostatna populace. Usp&§né bylo
pouzito vSech 12 vyse zminénych mikrosatelitovych lokust. Alelicka bohatost
(AR) dosahovala hodnot od 1,667 (Hodkovice nad Mohelkou 2019 a Pise¢ny
vrch 2018) az do hodnoty 2,833 dosazené v populaci Brno 2017. Primérna
hodnota alelické bohatosti napii¢ vSemi populacemi byla 2,255. Pozorovana
heterozygotnost (Ho) nabyvala vétsi variability nez heterozygotnost ocekavana
(He). Pro populace z ex situ odchovii byly nejmensi hodnoty Ho 0,319 u populace
Hluboké 2018 a nejvétsi 0,642 u populace Brno 2017. Hodnoty He byly nejmensi
u populace Hluboka 2016 a to 0,281 a nejvétsi hodnota byla taktéz u populace
Brno 2017 a to 0,488. Co se tyka populaci z pfirodnich lokalit vyskytu tak zde
bylo zjisténo rozmezi hodnot Ho 0d 0,259 (Radouc) do 0,500 (Pisecny vrch 2018)
a He zde dosahovala hodnot od 0,263 (Radou¢) do 0,393 (Pise¢ny vrch 2019).
Primérna hodnota Ho napfi¢ vSemi populacemi byla 0,449 a pro He byla tato
hodnota 0,352. V Tab. IV jsou vyznacené i hodnoty testu Hardy-Weinbergovy
rovnovahy, kde u dvou populaci dochéazelo k velmi vyrazné odchylce od HW

rovnovahy.

AZ na populaci Radou¢ 2019 vychazely vSechny hodnoty koeficientu
ktera se vSak neprojevila jako signifikantni a za nejnizsi signifikantni hodnotu je
tedy povazovana hodnota -0,344 vyskytujici se u populace Hluboka 2016.
Primérna hodnota koeficientu inbreedingu (Fis) je -0,235. Nizké a signifikantni
hodnoty napfic¢ témét vSemi populacemi svéd¢i o dostatku potencidlnich
nahodnych partneri, nepiitomnosti inbreedingu a pievaze heterozygotnich

jedinci.
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Tab. 1V: Geneticka variabilita za pouziti genetickych markert (zalozeno na 12

mikrosatelitovych lokust),

rozdélena podle jednotlivych populaci a let

vzorkovani sysla obecného (Spermophilus citellus) na uzemi CR.

Mikrosatelity

Populace N
AR Ho He HWE Fis
Hluboké 2018 15 | 2,333 | 0,319 | 0,319 | 0,095 -0,034
Hluboka 2017 19 | 2,333 0,423 | 0,343 | 0,029* -0,161*
Hluboka 2016 10 | 1,833 0,392 | 0,281 0,228 -0,344*
Hodkovice nad 4 1,667 0,375 | 0,289 0,546 -0,279
Mohelkou 2019
Pise¢ny vrch 2018 2 | 1,667 | 0500 | 0,292 | 1,888 -0,667
Pise¢ny vrch 2019 5 2,167 0,483 | 0,393 0,304 -0,219
Rozovy 2018 44 | 2,750 0,436 | 0,391 | <0,001 -0,093*
Rozovy 2017 25 | 2,750 0,573 | 0,466 0,165 -0,233*
Karlovy Vary 2018 | 16 | 2,500 | 0,438 | 0,361 | 0,552 -0,156*
Karlovy Vary 2019 | 8 2,000 0,406 | 0,298 0,116 -0,323*
Brno 2017 10 | 2,833 | 0,642 | 0,488 | 0,019* -0,295*
Brno 2018 10 | 2,750 0,617 | 0,475 | 0,011* -0,287*
Praha 2018 11 | 2,083 0,424 | 0,311 | 0,012* -0,294*
Praha 2017 10 | 2,333 0,442 | 0,320 | <0,001 -0,279*
Radouc 2019 9 1,833 0,259 | 0,263 | 0,032* 0,024
N: velikost vzorku, AR: allelic richnes, Ho: pozorovana (observed)

heterozygotnost, He: o¢ekavana (expected) heterozygotnost, HWE: hodnoty P

Hardy-Weinbergovy rovnovahy, oznacené podle toho zda jsou signifikantni

s odpovidajici hladinou signifikance (*- P < 0,05, **- P < 0,01, ozna¢eni <0,001-

P < 0,001), Fis: koeficient inbreedingu (*- oznaceni signifikantnich hodnot P <

0,05).

U populaci rozd€lenych podle druhého piistupu, tedy sefazeni dat jen podle

lokalit mista odbéru vzorki sysla obecného na tzemi CR nezahrnujici roky,

dosahovala alelickd bohatost rozmezi hodnot od 1,667 (Hodkovice nad

Mohelkou) do 2,917 (Rozovy) a jeji pramér napti¢ vSemi lokalitami dosahoval

hodnoty 2,427. Pozorovana heterozygotnost (Ho) byla nejnizsi u populace na
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lokalit¢ Radou¢ (0,259) a nejvyssi u populace v Brné¢ (0,629). U ocekavané
heterotygotnosti (He) byla nejmensi hodnota pozorovan u populace na lokalité
Radou¢ a to 0,263 a nejvétsi hodnota byla pozorovana u populace na lokalité
Brno a to 0,490. Primérna hodnota H, byla 0,434 a He byla 0,378. V tomto
ptipadé byly od Hardy-Weinbergovi rovnovahy siln¢ odchyleny 3 z 8 populaci.

Nejnizsi signifikantni hodnota pro koeficient inbreedingu dosahovala hodnoty
-0,266 u populace v Brné a nejvyssi hodnota pak nabyvala hodnot 0,024 pro
populaci na lokalit¢ Radou¢. Az na hodnotu z lokality Radou¢ byly vSechny
hodnoty koeficientu inbreedingu zaporné a spise se pfiblizujici -1 S primérnou
hodnotou Fis -0,140. To stejné jako v predeslém piipadé svéd¢i o velkém
zastoupeni  heterozygoti a neni piedpokladano, ze by dochazelo

k pfibuzenskému kiizeni.

Tab. V: Geneticka variabilita za pouziti genetickych markeri (zalozeno na
analyze 12 mikrosatelitovych lokusit), rozdélena podle mista odbéru vzorkt pro

sysla obecného (Spermophilus citellus) na uzemi CR.

Mikrosatelity
Lokalita N
AR Ho He HWE Fis

Hluboka 44 | 2,500 0,376 0,340 <0,001 -0,097*
Hodkovice nad | 4 1,667 0,375 0,289 0,546 -0,279
Mohelkou

Pise¢ny vrch 7 2,167 0,488 0,394 0,567 -0,228
Rozovy 69 | 2,917 0,484 0,453 <0,001 -0,067*
Karlovy Vary | 24 | 2,500 | 0,427 0,345 0,006** -0,159*
Brno 20 | 3,083 0,629 0,490 0,002** -0,266*
Praha 21 | 2,750 0,433 0,398 <0,001 -0,078
Radoug 9 1,833 0,259 0,263 0,032* 0,024

N: velikost vzorku, AR: allelic richnes, Ho: pozorovania (observed)
heterozygotnost, He: o¢ekavana (expected) heterozygotnost, HWE: hodnoty P
Hardy-Weinbergovy rovnovahy, oznacené podle toho zda jsou signifikantni
s odpovidajici hladinou signifikance (*- P < 0,05, **- P < 0,01, oznaceni <0,001-
P < 0,001), Fis: koeficient inbreedingu (*- oznaceni signifikantnich hodnot P <
0,05).
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4.1.2 Detekce nulovych alel

Vysledky pro odhady nulovych alel pro jednotlivé populace, které jsou
rozdélené podle mista a roku sbéru vzorkd, a lokusy jsou obsazené v ptiloze €. 1.
Stejné tak byl zhotoven odhad nulovych alel pro populace rozdélené jen podle
lokalit mista odbéru vzorku sysla obecného na uzemi CR, které jsou obsazeny
Vv ptiloze ¢. 2. V obou piipadech byly za vyznamnou piitomnost nulové alely
povazovany ty hodnoty, které dosahovaly vétsi hodnoty nez 0,15. Celkem byly
nalezeny 4 hodnoty pfesahujici toto ¢islo v mikrosatelitovych lokusech Ssulb,
Ssul, MS45 a MS56. Tyto alely pak mohou zkreslovat vysledky statistik, ale
protoze se jedna jen o nékolik piipadd, a ne pro vSechny lokality/populace,

nebyly vyfazeny z analyz.

4.2. Mezipopulacni geneticka variabilita

4.2.1. Fixa¢ni index Fst

Péarové hodnoty fixacniho indexu byly opét pocCitany pro oba ptistupy, kterymi
bylo na populace pohlizeno. Hodnoty v ptipadé prvniho ptistupu, tedy rozdéleni
populaci na zakladé¢ lokalit i let, kdy odchyt probihal, dosahovaly rozmezi hodnot
od 0,003 mezi populacemi Karlovy Vary 2018 a Karlovy Vary 2019 a také mezi
populacemi Brno 2017 a Brno 2018 aZ po nejvyssi parovou hodnotu 0,589 mezi
populacemi Radou¢ a Pise¢ny vrch 2018. Primérna hodnota fixa¢niho indexu
Fst pro vsechny populace dosahovala hodnoty 0,341, tedy vétSina parovych
hodnot byla vétsi nez 0,25 a byly blize 1, coz vypovida o velmi silné genetické
variabilit€¢ mezi populacemi sysla obecného. Tabulka obsahujici vSechny parové
hodnoty mezi vSemi jednotlivymi populacemi je obsazena v piiloze €. 3, kde byla
I znazornéna barevna $kala tadici hodnoty do kategorie jejich genetické

variability podle rozmezi hodnot uvedenych v legendé pod tabulkou.

Parové hodnoty fixa¢niho indexu Fst pro populace rozdélené podle lokalit
mista odbéru vzorki sysla obecného jsou vyneseny v Tab. VI. Nejmensi hodnota
tohoto indexu byla zjisténa mezi lokalitami Pise¢ny Vrch a Rozovy a jeji velikost
byla 0,085. Lokalitu Rozovy vsak lze brat jako jednu ze zdrojovych populaci, ze
kterych byla nové zalozena populace na lokalit¢ Pise¢ny vrch, a proto lze tuto
malou hodnotu Fst pfedpokladat. Druhd nejmensi parova hodnota fixacniho
indexu byla tedy zjisténa mezi populacemi na lokalitach ex situ odchovt Praha a

Brno a cinila 0,145. Mezi témito populacemi je tedy stfedni mira genetické
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diferenciace. Za nejvyssi parovou hodnotu fixacniho indexu je povazovéana
hodnota 0,461 mezi populacemi na lokalitich Hluboka a Radou¢. Primeérna
hodnota Fst doséhla hodnoty 0,306, coz Ize povazovat za velmi silnou genetickou

diferenciaci mezi populacemi.

Tab. VI: Parové hodnoty fixa¢niho indexu Fst podle lokalit odbéru vzorku
Spermophilus citellus na Gizemi CR.

HI Hod PV Roz KV B P Rad
HI 0,000
Hod 0,213
PV 0,000
Roz 0,085 0,000
KV

0,000
0,145 0,000

0,245/70,266 0,000

HI: Hluboka, Hod: Hodkovice nad Mohelkou, PV: Pisecny vrch, Roz: Rozovy,
KV: Karlovy Vary, B: Brno, P: Praha, Rad: Radouc.

Rozsahy hodnot fixa¢niho indexu Fst: 0,05< Fs1<0,15... stiedni geneticka
diferenciace (zeleng), 0,15< Fs1<0,25... silna geneticka diferenciace (Zluté),

Fst>0,25...velmi silna geneticka diferenciace (Cerveng).
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4.2.2. Hierarchicka Bayesianska klastrova analyza

Po prabéhu hierarchické Bayesianske klastrove analyzy a nasledném vyneseni
vysledki této analyzy do grafu v podobé AK bylo vybrano nejlepsi rozdéleni
populace do dvou klastrt, tedy K2. Zde je patrné, Ze lokality Rozovy a Pise¢ny

vrch tvoti jeden klastr (skupinu), a v druhém klastru (skupiné) je zbytek lokalit.

K
0,0

-500,0
-1000,0
-1500,0
-2000,0

-2500,0

LN Pr(X|K)

-3000,0

-3500,0 oogs8838888§8

-4000,0 °

-4500,0 o

-5000,0
Obr. 3: Graf znazoriujici vysledky klastrové analyzy s LN (likehood)
probability hodnoty na ose Y a poctem testovanych klastrii na ose X.
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Obr. 4: Graf s hodnotami A K pro jednotlivé klastry (K=1-15).
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Obr. 5: Sloupcovy graf znazoriujici Bayesianskou klastrovou analyzu pro
nejvhodnéjsi rozdéleni populaci na dvé skupiny (K=2).

HI18: Hlubokd 2018, HI17: Hluboka 2017, HI16: Hlubokd 2016, Hod:
Hodkovice nad Mohelkou 2019, PV18: Pisecny vrch 2018, PV19: Pise¢ny vrch
2019, Roz18: Rozovy 2018, KV18: Karlovy Vary 2018, KV19: Karlovy Vary
2019, B17: Brno 2017, B18: Brno 2018, P18: Praha 2018, P17: Praha 2017,
Roz17: Rozovy 2017, Rad: Radou¢ 2019.

Opét byly hierarchickou Bayesianskou klastrovou analyzou analyzovany i
populace rozdélené jen na zaklad¢ lokalit mista odbéru vzorku, kde se v potaz
nebere rok sbirani vzorki. Do tohoto rozdéleni spada tedy jen 8 lokalit oproti 15
pavodnim lokalitdm, které jsou rozdéleny i podle roku sbéru dat. T pro tyto
hodnoty se po vyneseni do grafu v podobé A K prokazalo jako nejvhodngjsi
rozdéleni do dvou klastrti, K2. Zde je také patrné, Ze lokality Rozovy a Pise¢ny
vrch tvori jeden klastr (skupinu), a v druhém klastru (skuping) je zbytek lokalit.
Dale je mozné v tomto grafu pozorovat ¢aste¢né sdileni alel s lokalitou Brno, coz
1ze ptedpokladat, jelikoZ pravé populace z lokalit Brno a Rozovy byly pouzity
jako zdrojové populace pro nové zalozenou lokalitu Pise¢ny vrch a celkové to
tedy vypovida o tom, ze jedinci odchyceni na lokalité Pise¢ny vrch byly potomky
jedinct z lokality Brno, a hlavné pak z lokality Rozovy.
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Obr. 6: Graf znazoriujici vysledky klastrové analyzy s LN (likehood)

probability hodnoty na ose Y a poctem testovanych klastrii na ose X.
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Obr. 7: Graf s hodnotami A K pro jednotlivé klastry (K=1-8).
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Obr. 8: Sloupcovy graf znazormujici Bayesianskou klastrovou analyzu analyzu
pro nejvhodnéjsi rozdéleni populaci na dvé skupiny (K=2).

Hl: Hluboka, Hod: Hodkovice nad Mohelkou, PV: Pise¢ny vrch, Roz: Rozovy,
KV: Karlovy Vary, B: Brno, P: Praha, Rad: Radouc.
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5. Diskuse

V soucasné dob¢ lze v mnohych studiich zaobirajicich se ochranou obratlovet
pozorovat stale rostouci obavy z dopadu antropogennich vlivi na ptirodni
strukturu ekosystému, mezi které patii zejména fragmentace, degradace az uplna
ztrata habitatl, které slouzi jako utocisté terestrickych savct (Johnstone et al.,
2014). Jednou z nejvétsich potizi spojenych s touto problematikou, byva to, Ze
ke ztraté habitatu, fragmentaci a degradaci stanovist’ dochdzi casto soucasné a je
pak obtizné izolovat dopady kazdého z téchto procest. K porozuméni populacim
druhti Zijicich v ¢lovékem narusovanych habitatech se vyuziva demografickych
studii, které mizou pfinaset informace o tom, zda u populace dochazi k poklesu
a zda je populace ohroZzena. K pochopeni, pro¢ dochazi k poklesu u popisované
populace jsou vSak ale nezbytné dalsi funk¢ni studie, které musi zahrnovat
v Uvahu cely organismus v aspektech jeho ekologie, fyziologie a genetiky.
Takové studie pak mohou byt uzitecné jako ochranarské ndstroje, napiiklad
pozorovany fyziologicky stres vyvolany zménami prostfedi, mize
deterministicky snizit fitness a celkové tedy piezivani populace. Tento
fyziologicky stres by mél byt tedy povazovan za potencidlni brzky varovny signal
I V populacich, které se jinak jevi jako nedotéené a stabilni (Homyack, 2010).
V praci Johnstone et al. (2014), ktera se zabyvala vlivem fragmentace a
degradace na populace malych savcii, byl dokazan obrovsky dopad fragmentace,
ktery v priab&éhu 200 let zpusobil na tizemi Australie zhruba polovinu vSech
extinkci druhti malych savci a dale také zvySujici se ohrozeni recentnich druhd.
Dopady lidské ¢innosti na krajinu ohrozuji v soucasnosti stale vice druhi a za
hlavni faktor zaniku izolovanych populaci v pfirodé¢ dnes povaZujeme ztratu
genetické variability, bez jejiz analyzy a popisu jsou dnes jiz veskera navrhovana
ochranafska opatfeni nemozna. Pravé studium genetické struktury populaci ndm
dnes umoziiuje uréovat nejen zivotaschopnost jednotlivych populaci napftic
vSemi druhy zivocichd, ale s porovnanim s daty z minulosti lze i predpovidat
dalsi vyvoj populace v budoucnosti. Hlavnim piedpokladem pro zmifiovanou
analyzu genetické variability, kterA mize slouzit k ndsledovnému navrhovani
ochranarskych opatieni je dostupnost a pouzitelnost genetickych markerti. Tento
predpoklad muliZze pfedstavovat konkrétni pfekaZku u mnoha druhd Zivoc€icht,

napftiklad u druht medvédu, ale i jinych Selem, které maji ze své podstaty nizkou
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uroven genetické variace v dusledku faktoru jako je nizké4 hustota populaci nebo

nizka efektivni velikost populace (Paetkau & Strobeck, 1994).

U poklest biodiverzity savct nehraje jedinou roli jen fragmentace a celkova
devalvace stanovist, ale u druhii malych savcii a Casto i u druhli predatort
dochézelo v minulosti k ¢astym konfliktim s lidmi. Druhy malych savci jsou
jesté dnes Casto povazovany za Skudce, a to opét v dusledku zvysujiciho se tlaku
lidské c¢innost (Delibes-Mateos et al., 2011). Ackoliv povazovani za $kudce,
pfedstavuji pavodni druhy malych savcu klicové druhy v ekologickych
systémech, coz Casto vytvaii konflikt mezi ochrandii a zeméd¢lci, na jejichz
plose se studovany druh vyskytuje a vznika tak Casto potfeba zastitit ochranu
téchto druht, které lidi Casto povazuji za skidce, pod zékon, a tedy vytvafeni
zachrannych programu pro jednotlivé druhy. Za typicky ptiklad takového druhu
Ize kromé¢ kralika divokého, psouna prérijniho, pistuchy stfedozemni povazovat
i ktecka polniho (Cricetus cricetus), ktery podobné jak tito ostatni mali savci
utrpél velké Ubytky pocetnosti populaci zapficinéné zmeénami zplsobu
hospodateni a odchytem piedevsim v zapadoevropskych zemich (Smulders et al.,
2003). Ve studii Smudlers et al. (2003) bylo dokazano, Ze tento pokles
Vv populacich kiecka polniho zpiisobil ztratu veskeré rozmanitosti na studovaném
MHC (major histocompatibility complex) a dalSich lokusi napti¢ danskymi
populacemi. Diky fadé¢ zjisténi vychazejicich ze studii jako tato se v soucasnosti
1ze setkavat se stale vétsi potiebou vytvafet pro takto ohrozena zvitata ex situ
ochranarské programy, ve kterych by vSak nemély byt kiizeny poddruhy kiecka
polniho (Cricetus cricetus), které v pribéhu let vznikly jako dusledek odlisnych
pfirodnich podminek v riznych lokalitach vyskytu (Smulders et al., 2003). Ex
situ odchovy druhii jsou v souCasnosti povazovany za dileZity nastroj
vV programech ochrany druhii a souCasné strategie téchto chovanych populaci
dnes vychazi z teoretickych modeld, které byly testovany na modelovych
druzich, nebo vyhodnoceny pomoci udaju plemennych knih. Dochézi vsak ke
stale vétSimu zastoupeni molekuldrné genetickych studii, diky kterym bylo
mozné obecné zjiSténi, ze minimalni pocet zakladateli nové populace se
pohybuje okolo 15 jedinci a populace v odchovech by méla dosahovat 100
jedinci pro minimalizaci ztrdty genetické variability (Witzenberger &
Hochkirch, 2011) a tedy ziskani vhodnych jedincu pro reintrodukci na in situ

lokality konkrétniho druhu.
29



Problematikou ohrozeni sysla obecného (Spermophilus citellus) v centralni
Evropé, a tedy i na izemi Ceské republiky, se uz v minulosti zaobiraly studie
Hulova (2005), Hulova & Sedladek (2008), Starcova (2011), Ri¢anova et al.
(2011), Ricanova et al. (2013). V t&chto studiich jsou analyzovény populace
pokryvajici cely dneSni areal rozSifeni druhu, a pravé diky informacim
obsazenych v téchto pracich Ize porovnavat data pfirozenych lokalit vyskytu s ex
situ lokalitami a lokalitami, kde uz probihala reintrodukce, které jsou v této
bakalarské praci analyzovany a u kterych Ize predpokladat zlepSeni v populaéné
genetické struktufe. Provadéni navazujicich a rozsifujicich studii v nasledujicich
letech je zcela nezbytné pro ziskani informaci o dalsim vyvoji genetické struktury
populaci sysla obecného, na které méa enormni dopad zplisob vyuzivani krajiny
Clovékem, ktery se neustdle zvétSuje a at’ uz pfimo, ¢i nepifimo ohrozuje
strukturalné populace a pocCty kriticky ohroZeného sysla obecného. Oproti vyse
zminénym pracim, které popisovaly pfedevSim populace sysla obecného ve volné
piirod¢, a jejich vysledky popisovaly strukturu a vyvoj téchto populaci, tato
bakalafska prace se zamétuje na ex situ odchovu sysla obecného (Zoo Hluboka
nad Vltavou, Zoo Praha, Zoo Brno, ZS Rozovy) a byla zde zmapovana variabilita
téchto odchovli a moznost vyuziti téchto jedinci pro reintrodukce a podporu
piirodnich stavajicich populaci sysla obecného, které jsou v této praci také

zahrnuty.

5.1. Geneticka variabilita sysla obecneho

Pii porovnani charakteristik genetické diverzity populaci ziskanych v této
praci, zahrnujici lokality s managementovymi zasahy stémi popsanymi
v pracich Starcova (2011) a Ri¢anova et al. (2011) byla pozorovéna zna¢na
zména v charakteristikach podavajicich informaci o struktufe populaci.
Primérna pozorovana heterozygotnost Ho pro populace ziskana v této praci byla
0,4486 s nejvetsi hodnotou 0,642 (ex situ odchov Brno 2017) a 0,500 (Pise¢ny
vrch), coz pii porovnani s analyzovanymi daty v préci Starcova (2011), ktera
zahrnovala celkem 27 Ceskych piirozenych lokalit, kde po odebrani jedné
mad’arské lokality byla primérna a nejvyssi hodnota Ho 0,258 a 0,425 (Velké
Pavlovice), vypovidd 0 pomérné¢ velmi zvétSené heterozygotnosti souc¢asnych
populaci, ve kterych jiz probihala reintrodukce, ex situ chovi oproti pfirozenym
lokalitim v minulosti. Stejny vzrust heterozygotnosti byl pozorovan pii

porovnani s daty ziskanymi v praci Ri¢anova et al. (2011), zahrnujici i pfirodni
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populace nauzemi Madarska a Slovenska, kde primérna ocekavana
heterozygotnost He pro ¢eské populace byla 0,333, tedy také o néco mensi nez
prumérna ocekavand heterozygotnost ziskana v této bakalaiské praci, ktera
nabyvala hodnoty 0,353 s nejvys$si hodnotou 0,393 u nové lokality Piseény vrch
zalozené z jedinct ex situ chovii Zoo Hluboka nad Vltavou, ZS Rozovy a Zoo
Brno. Tyto vysledky Ize porovnani dat obsazenych v této praci s daty popisujici
lokality pfirozeného vyskytu jsou zdsadnim zjiSténim a naplnéni hlavniho cile
této prace informujici o vyrazném zlepSeni genetické struktury v populacich, kde
byl jiz vykonavan management formou reintrodukce geneticky vhodnych jedinct

Z ex situ odchovu.

K nejvétsimu rozdilu v§ak dochazelo, pfi porovnani koeficientu inbreedingu
Fis. Jeho hodnoty v této praci se od sebe napfi¢ populaci prili§ nelisily, tedy
nabyvaly rozmezi -0,667 az 0,024 a jejich praimérna hodnota byla -0,235. To pfi
porovnani s primérnymi hodnotami Fis z ostatnich praci 0,051 (Starcova, 2011)
20,353 pro ¢eské populace (Ri¢anova et al., 2011) znaéi velky rozdil v genetické
struktufe populaci. V studovanych populacich v této praci, které prochazeji
reintrodukénim managementem jiz nedochédzi k inbreedingu na rozdil od
puvodnich pfirozenych populaci, kde je zaznamenan jeho silny vliv. Za pii¢inu
tohoto rapidniho vzristu lze povazovat vzristajici pocetnosti populaci sysla
obecného na jeho lokalitach v CR napii¢ lety 2000-2020, ¢emuz napoméhaly
pravé reintrodukce ex situ jedincti z odchovii Zoo Praha, Zoo Brno, Zoo Hluboka
nad Vltavou a ZS Rozovy. V odchovech Zoo Hluboka nad VlItavou, Zoo Brno a
ZS Rozovy jsou v soucasnosti chovany populace sysla obecného zalozené z
jedincii odchycenych na tizemi Slovenska. U odchovu Zoo Praha se jedna o
potomky syslii odchycenych v minulosti na lokalitach v Ceském stiedohofi a také
z prazskych Letnan, kde se v minulosti vyskytovala po¢etna kolonie sysla
obecného. V téchto odchovech pak dochazi ke kontrolovanému chovu a
zachovani co nejvétsi mozné heterozygotnosti kombinaci partnerti z rtiznych
populaci. Tito jedinci pak po jejich cileném transportu na lokality volného
vyskytu sysla obecného mohou kumulativné zvysovat heterozygotnost a fitness
téchto populaci. Vy$si hodnoty koeficientu inbreedingu v odkazovanych pracich
mohou byt také zptisobeny vyssi pfitomnosti nulovych alel napti¢ studovanymi
mikrosatelitovymi lokusy, jejichz pfitomnost byla ¢ast&jsi nez v této bakalaiské

praci, viz ptiloha ¢.1.
31



5.2. Geneticka diferenciace mezi populacemi sysla obecného

Jak je jiz zminéno vyse, populace sysla obecného v Ceské republice jsou svoji
geografickou pozici nejzapadnéjsim aredlem vyskytu druhu Spermophilus
citellus a s rostouci vzdalenosti od centra rozsiteni 1ze tedy oc¢ekavat rozdil mezi
populacemi v CR a populacemi smérem na jihovychod (Slovensko, Mad’arsko,
Rumunsko a Bulharsko), ve kterych je znacné vyssi genetickd variabilita, nez u
populaci v severozapadnim arealu rozSifeni, kterd je hlavné dana rtznou

intenzitou genového toku (Ri¢anova et al., 2013).

V této praci bylo vyuzito fixa¢niho indexu Fst k popsani genetické
diferenciace mezi jednotlivymi populacemi sysla obecného. Jeho hodnoty
vychazely v rozmezi od 0,003 az po nejvyssi parovou hodnotu 0,589. Primérna
hodnota tohoto fixacniho indexu Fst pro vSechny populace dosahovala hodnoty
0,341 a mezi vétSinou populaci byla ziskana hodnota velmi silné genetické
diferenciace (viz ptiloha ¢. 2). Stejné tak tomu bylo i v préci Starcova (2011), ve
které bylo zaznamenano rozmezi hodnoty od 0,013 do 0,813 a primérna hodnota
tohoto indexu pouze pro ¢eské vzorky zde byla 0,435, coz take vypovida o velmi
silné genetické diferenciaci mezi jednotlivymi ceskymi populacemi sysla
podobné jako v praci Ri¢anova et al. (2011). Rozdil vysledki jednotlivych praci
lze ptedpokladat kvili rozdilnému mnozstvi zkoumanych a popisovanych
populaci sysla obecného, co vsak lze pro tyto hodnoty povazovat za spole¢né,
jsou jejich vysoké hodnoty blize spisSe 1, coz svéd¢i o izolovanosti jednotlivych
populaci a absenci migrace jedinci mezi jednotlivymi populacemi. To je opét
zpusobeno vysokou fragmentizaci ekosystému pro sysla vhodnych, budovanim
antropogennich bariér, a tedy omezeni genového toku mezi populacemi
samotnymi. Ackoliv je Vvtéto studii zaznamenano zjevné zlepSeni
vnitropopulac¢ni genetické struktury setrvava dodnes u populaci jejich velmi
vysoka mira diferenciace a izolovanost. Udrzovani genetické variace, a tedy
zamezeni inbredni deprese v soucasnych populaci zavisi na rovnovaze mezi
genetickym driftem a tokem gend, jez oba formuji genetickou strukturu populace.
Vyznam genetického driftu do zna¢né miry zavisi na efektivni velikosti populace,
tok gend byva vsak ovlivnén schopnosti Sifeni jedincti druhu a stupném izolace
mezi populacemi. Jedinci druhu Spermophilus citellus nejsou schopni piekonavat
tak velké vzdalenosti jaké jsou mezi jednotlivymi lokalitami jejich arealt

roz$ifeni a je zde zcela znemoznéno obnoveni metapopulaéni struktury populaci,
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u kter¢ miZeme piedpokladat velmi vysokou pravdépodobnost umoznéni
dlouhodobé Zivotaschopnosti pro sysli populace (Cosié et al., 2013). Kroms
fixa¢niho indexu Fst poukazovala na vyskyt genetické diferenciace mezi

populacemi sysla i hierarchick& Bayesianska klastrova analyza.

5.3. Navrhovana opatieni na ochranu studovaného druhu

Ackoliv pfi porovnavani vyro¢nich zprav AOPK tykajicich se zachranného
programu sysla obecného lze pozorovat vzrist pocetnosti v populacich sysla
obecného na uzemi Ceské republiky a zlepSeni jejich genetické struktury, jsou
tyto populace stale povazovany za izolované a neschopné dlouhodobé existence
bez ochranafskych zasaht ¢lovéka. Co se tyce aktivni ochrany sysla obecného
(Spermophilus citellus), je tento druh povazovan za jeden nejbéznéjsich
predmétl translokacnich a reintrodukénich programi, které byvaji vétSinou
uspésné (Matéju et al., 2010). Za ucelem zachovani tohoto druhu je nezbytné znat
jeho habitatové preference, nelze tedy jedince sysla obecného reintrodukovat na
travnaté plochy, které jsou vlhké, ¢i s vysokym travnim porostem. Dilezitym
faktorem pii hledani potencialné vhodnych stanovist’ je zejména pudni sloZeni a
struktura lokality, tedy hloubka pidy a procentuélni zastoupeni piskové, bahenni
a jilové frakce pidy. Pro sysla obecného je nejoptimalnéjsi hloubka pudy
nejméné 50 cm, kde tvoii stérkova frakce méné nez 2 %, podil pisku tvoii kolem
60 %, podil bahna kolem 30 % a podil jilové frakce je mensi nez 7 % (Kenyeres
et al., 2018). Tyto parametry urcuji nejen moznosti rekolonizace sysla obecného,
ale také vyskyt populaci na malych ploskach v rozlehlém homogennim habitatu,
kde by byly tyto plosky, a tedy i nory sysli propojené navzajem koridory
umoznujici migraci a metapopulacni stav populace. Vhodné pidni podminky
nejsou jeding, co je potieba pro zachovani robustni a dlouhodobé populace. Sysel
obecny netoleruje hodné kefového porostu, a také vysoky travni porost, ktery
znemoziuje vizualni komunikaci mezi jedinci a zejména pak zpozorovani
bliziciho se nebezpe¢i v podobé predatora, naptiklad jezevce lesniho (Meles
meles), lisky obecné (Vulpes vulpes) a v blizkosti lidskych obydli a farem mohou
byt vyznamnym predatorem i kocky domaci (Felis catus) (Lobova & Halp,
2014). Na vyse zminénych lokalitach je tedy tfeba udrzovat extenzivni systém
redukce vysokych travnich porostt a bezlesi at’ uz zptsobem koseni alespon
dvakrat ro¢né, ktery mize byt vhodnym managementem i pro ostatni chranéné

druhy, zejména hmyz a vyssi rostliny, a nebo extenzivni pastvou dobytka (ovce,
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kozy, skot) vyvijejici na rostliny selekéni tlak pastvou. Za nejlepsi pomér
zastoupeni téchto spasacu lze povazovat 0,1-0,2 jednotky dobytka na jeden
hektar plochy (Kenyeres et al., 2018). Tento management je potieba realizovat

jesté pred samotnou reintrodukci sysla obecného na vhodna stanovisté.

Kromé vySe zminénych managementovych opatieni je vylozené nezbytne,
aby v nésledujicich letech stale probihal podrobny monitoring stavajicich
ptirodnich i ex situ chovanych populaci, ktery umozni ziskani cennych informaci,
pouzitelnych pro realizaci dalSich ochranaiskych opatieni, kterd budou nejlépe
odpovidat aktualni situaci lokalit vyskytu sysla obecného. Sysli populace ale
mohou ohrozovat i zcela ndhodné vlivy prostfedi v podobé ptivalovych destt,
nebo rapidniho tani ledu (Matéju et al., 2008). Dochazi pak k zaplavovani nor
syslt a k hromadnym thyntm Vv syslich populacich. V obdobi, kdy mohou tyto
ptirodni faktory zésadné ovliviiovat pocetnost populaci, by bylo vhodné mensi a
mén¢ stabilnéjsi populace dodate¢né prikrmovat, ¢imz by mélo dojit k poklesu
mortality vtomto nepfiznivém ro¢nim obdobi. Dodate¢nym, ale neméné
dilezitym opatienim pro ochranu sysla obecného je mozné povazovat vzdélavaci
a osvétovou &innost cilenou na obyvatele Ceské republiky informujici o
dulezitosti tohoto malého a na prvni pohled nevyznamného hlodavce o jeho zcela
podstatné a dilezité roli v ekosystému Ceské krajiny. S tim souvisi i cilené
informovat obyvatele lokalit, v jejichz blizkosti se populace sysla obecného
vyskytuji (Radou¢ a ostatni lokality vyskytu sysla, blizké lidskému osidleni), 0
problematickém chovani, které mize negativné ovlivitovat sysli populace, jako
napiiklad povazovani syslti obecnych spiSe za méstskou atrakci nez za divoké
chranéné zvitre. Jejich dodate¢nym, ¢asto nevhodnym pfikrmovanim navstévniky
lokalit se sice zvétSuje pocetnost téchto populaci, ktera se vSak projevi
nedostatkem volné plochy pro tyto hlodavce a absenci dalSiho zdroje v podobé
ptistupné piirozené potravy. Spole¢né s hlazenim tedy dochazi k jistému
prohlubovani pozitivniho vztahu k c¢lovéku a tim padem neobezietnost
k potencialnimu nebezpeci, které v téchto oblastech piedstavuji kocky domaci,
casto chované jako domaci mazlicci s moznosti volného pohybu i na tzemich,
ktera jsou kvili vyskytu sysla obecného vedena jako chranéna, ale také i
piitomnost pst, kteti mohou nicit nory sysli. Dalsi snahou pro zlepSeni situace
tykajici se sysla obecného by méla byt snaha nechovat v zoologickych zahradach

pouze exotickd zvitata, ale i naSe regionalni ohrozena zvitata, na kterd se ¢asto
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zapomind. Sysel obecny je pak takto Casto piehlizenym druhem, ktery ackoliv je
kriticky ohroZeny, tak neni zastoupen ve vétsiné zoologickych zahrad Ceské

republiky.
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6. Zavér

Populace sysla obecného v Ceské republice, u kterych byla v této praci
provedena analyza jejich genetické variability za pouziti 12 mikrosatelitovych
lokust, se jevi svoji vnitini genetickou strukturou jako geneticky riznorodé. Tyto
ex situ odchované populace a populace, které jiz jsou ex situ jedinci posilovany
vykazuji zlepSeni v genetické struktuie oproti ohroZenym pfirozenym lokalitdm
v minulosti. Za nejvyznamnéjsi vysledky jsou v této praci povazovany vysoké
hodnoty pozorovanych heterozygotnosti, které dosahovaly nejvétsich hodnot
Ho= 0,642 u ex situ odchovu v Zoo Brno a 0,500 u nové zalozené prirodni lokality
Pisecny vrch. Hodnoty koeficientu inbreedingu byly ve vSech populacich
v zapornych hodnotéch s nejnizsi hodnotou (Fis) -0,344 v odchovu Zoo Hluboka
z roku 2016. Pomérné vysoka geneticka variabilita a nepfitomnost inbreedingu
jak v dnesnich posilovanych piirodnich populacich, tak ve vSech populacich ex
situ odchovu dokazuje zlepSeni genetické struktury pfirodnich lokalit, na kterych
probéhla reintrodukce a i to, ze jedinci chovani v ex situ odchovech jsou zcela
vhodni pro reintrodukci na in situ lokality vyskytu sysla obecného
(Spermophillus citellus) at’ uz za ucelem posileni, nebo nového zalozeni syslich
lokalit. Ziskana velmi vysoka mira diferenciace a izolovanosti mezi jednotlivymi
lokalitami vyskytu sysla obecného (vysoké hodnoty indexu Fsr) stéle piedstavuje
piekazku k vytvofeni zcela stabilnich pfirodnich populaci v lokalitach, mezi
kterymi jsou moc velké vzdalenosti, které jedinci sysla obecného nedokazou
kvili své omezené migra¢ni schopnosti piekonat. Tyto izolované populace pak
mohou byt ¢astéji ovlivnény inbredni depresi, ktera mize mit negativni dopad na

dalsi vyvoj populace, zejména snizeni jejich pocetnosti.

Navrhovana ochranarska opatieni v této praci kladou diiraz zejména na popis
charakteristik (slozeni ptidy) moznych lokalit nového vyskytu sysla obecného, na
kterych by byla mozna reintrodukce ex situ chovanych jedinct, coz by
postupnym vyvojem mohlo obnovit propojenost dnes izolovanych syslich
populaci migraénimi koridory. Navrhovany staly management moznych novych
mist pro reintrodukci, podrobné monitorovani vyvoje soucasnych populaci a
cilena osvéta tykajici se vztahu Spermophilus citellus-¢lovek, jsou v této praci
také povazovana za velmi dulezitd ochranafska opatieni zvySujici

zivotaschopnost at’ jiz soucasnych, nebo budoucich populaci sysla obecného.

36



V budoucnu je urcité tieba provedeni dalSich studii vét§iho poc¢tu populaci
sysla, nez je zkoumano v této bakalarské praci, idealné zahrnujici vSechny mozné

lokality vyskytu sysla obecného na uzemi Ceské republiky.
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8. Seznam priloh
Ptiloha €. 1: Odhadované frekvence nulovych alel napti¢ lokusy pro populace

sysla obecného (Spermophilus citellus) na tizemi CR.

Ptiloha ¢. 2: Odhadované frekvence nulovych alel napiic lokusy pro populace

sysla obecného (Spermophilus citellus) podle mista odbéru vzork® na uzemi CR.

Ptiloha ¢. 3: Parové hodnoty fixa¢niho indexu Fst podle jednotlivych populaci

Spermophilus citellus na Gizemi CR.
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Piiloha ¢&. 1: Odhadované frekvence nulovych alel napi#i¢ lokusy pro populace sysla obecného (Spermophilus citellus) na uzemi CR.

ST10 Ssu5 Ssul5 Ssul6  IGS-1  IGS-110bSsu7 Ssul MS45 MS56  MS41  Ssu8
HI18 0,138 0,048 0,000 0,000 0001 0,050 0,004 0000 0,000 0,001 0000 0,000
HI17 0,000 0,111 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0000 0,000
HI16 0,000 0,000 0,000 0,000 0001 0000 0000 0001 0000 0,001 0001 0,000
Hod 0,001 0,001 0153 0,001 0001 0,000 0,000 0000 0,153 0,055 0,000 0,000
PV18 0,001 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0000 0001 0,000 0001 0,001
PV19 0,001 0,000 0,205 0,000 005 0,000 0,000 0000 0000 0,001 0000 0,001
Roz18 0,000 0,001 0,087 0000 0034 0,000 0,000 0000 0045 0,010 0,001 0,000
Rozl7 0,000 0,000 0,000 0,000 0126 0,000 0,000 0,000 0000 0,034 0001 0,000
KV18 0,000 0,000 0,028 0,000 0042 0,000 0,000 0110 0,000 0,000 0,001 0,000
KV19 0,000 0,001 0,030 0,000 0042 0,000 0,000 0001 0,000 0,000 0001 0,000
B17 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0000 0,000
B18 0,000 0,000 0,000 0,000 0025 0,000 0,000 0000 0,048 0,000 0,000 0,000
P18 0,000 0,000 0,000 0,000 0001 0000 0000 0001 0000 0000 003 0,000
P17 0,000 0,000 0,000 0,001 0000 0000 0000 0172 0,000 0,000 0,001 0,000
Rad 0,001 0000 0111 005 0001 005 0,000 0000 0,102 0,178 0,098 0,000

HI18: Hluboka 2018, HI17: Hluboka 2017, H116: Hluboka 2016, Hod: Hodkovice nad Mohelkou 2019, PV18: Pise¢ny vrch 2018, PV19: Pise¢ny vrch
2019, Roz18: Rozovy 2018, KV18: Karlovy Vary 2018, KV19: Karlovy Vary 2019, B17: Brno 2017, B18: Brno 2018, P18: Praha 2018, P17: Praha
2017, Roz17: Rozovy 2017, Rad: Radou¢ 2019. Zlut& zvyraznéné hodnoty jsou povazovany za nulové alely.



Piiloha ¢. 2: Odhadované frekvence nulovych alel napii¢ lokusy pro populace sysla obecného (Spermophilus citellus) podle mista odbéru vzorki na

tizemi CR.
ST10  Ssu5 Ssul5 Ssul6 IGS-1  1GS-110bSsu7? Ssul MS45 MS56  MS41  Ssu8

HI 0,000 0056 0,033 0,000 0001 0,015 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000
Hod 0,001 0001 0,53 0,001 0001 0,000 0,000 0,000 0153 0,001 0,000 0,000
PV 0,001 0000 0,144 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0049 0,048 0,000 0,001
Roz 0,000 0,000 0,020 0,000 0,122 0,000 0,000 0,000 0066 0,000 0,001 0,000
KV 0,000 0,000 0,029 0,000 0042 0,000 0,000 0,102 0000 0,001 0,001 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000
P 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0321 0019 0,000 0,119 0,000
Rad 0,001 0000 0,111 0055 0001 0,055 0,000 0,000 0001 0,178 0,098 0,000

HI: Hlubok4, Hod: Hodkovice nad Mohelkou, PV: Pise¢ny vrch, Roz: Rozovy, KV: Karlovy Vary, B: Brno, P: Praha, Rad: Radoug. Zluté zvyraznéné

hodnoty jsou povazovany za nulové alely.



P¥iloha &. 3: Parové hodnoty fixaéniho indexu Fst podle jednotlivych populaci Spermophilus citellus na tzemi CR.

HI18 HI17 HI16 Hod PV18 PV19 Roz18 Roz17 KV18 KV19 B17 B18
HI18 0,000
HI17 0,054 0,000
HI16 0,064 0,051

Hod
PV18
PV19
Roz18
Roz17
KV18 0,159
KV19 0,168
B17
B18
P18
P17
Rad

0,171

0,215

P18 P17 Rad

0,000
0,214 0,000

0,209 0,000
0,237 0,224 0,000

HI18: Hluboka 2018, HI17: Hluboka 2017, H116: Hluboka 2016, Hod: Hodkovice nad Mohelkou 2019, PV18: Pise¢ny vrch 2018, PV19: Pise¢ny vrch
2019, Roz18: Rozovy 2018, KV18: Karlovy Vary 2018, KV19: Karlovy Vary 2019, B17: Brno 2017, B18: Brno 2018, P18: Praha 2018, P17: Praha

2017, Rozl7: Rozovy 2017, Rad: Radou¢ 2019.

Rozsahy hodnot fixa¢niho indexu Fst: 0,00< Fs71<0,05... malad geneticka diferenciace (modfe), 0,05< Fs71<0,15.

.. stfedni geneticka diferenciace

(zeleng), 0,15< Fs1<0,25... silnd geneticka diferenciace (zlut¢), Fst>0,25...velmi silna geneticka diferenciace (Cerveng).

(* ): oznaceni pro statisticky vyznamné hodnoty (P < 0,05).



