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Uvod

Podrobna znalost arealu vyskytu je klicovym predpokladem uc¢inné ochrany druhu. Znalosti
o rozSifeni a popula¢ni dynamice kocCky divoké (Felis silvestris) jsou Vv soucasnosti
nesrovnatelné horsi v porovnani s jinymi ohrozenymi druhy Selem. Diivodem je skryty zptisob
zivota umocnény malou velikosti téla a také podobnosti s jedinci kocky doméci s piivodnim
divokym zbarvenim. V Ceské republice ani na Slovensku nejsou k dispozici data o poéetnosti
a demografickém vyvoji populace tohoto druhu, na jejichz zakladé by bylo mozné vytvofit
vhodny managementovy plan pro jeji ochranu.

Populaci kocky divoké v Evrop€ ohroZzuje ztrata a fragmentace habitatu a hybridizace
S ko¢kou doméaci. Rizné studie v ramci Evropy, které studovaly problematiku hybridizace
kocek, se ve svych vysledcich vyznamné 1isi. Napiiklad v Mad’arsku nebo Skotsku jsou
populace kocky divoké vyrazné ovlivnény hybridizaci s domacimi ko¢kami (,,hybridni roje*),
Vv jinych evropskych zemich jsou naopak populace divokych kocek relativné nedotené, napf.
v Némecku bylo identifikovdno v populaci jen 3,5 % hybridd. V sousednim Polsku ve
Vysokych Tatrach zas nedavny prizkum ukézal, Zze se na tzemi parku kocka divoka
pravdépodobné vilbec nevyskytuje a vSechny kocky, které se zde pohybovaly, pattily k
domacim kockéam. Pravé situace v okolnich zemich poukazuje na nutnost, co nejdiive zjistit,
Vv jakém stavu je populace kocky divoké v Zapadnich Karpatech, které predstavuji vyznamné
refugium pro tento druh. Povinnost monitorovat koku divokou maji jak Ceska, tak Slovenska
republika, a to na zékladé Pfilohy IV Smérnice o stanovistich 92/43/EHC.

V ramci opera¢niho programu Interreg V-A Slovenska republika — Ceska republika byl proto
v ramci vyzvy INTERREG V-A SK-CZ/2018/07 ptedlozen a néasledné¢ finanéné podpoien
projekt ,,Hledame kocku, pozor, divokou!“, akronym projektu je Felis SKCZ, registra¢ni ¢islo
projektu v ITMS2014+ je 304021R971. Vedoucim partnerem projektu je Ustav biologie
obratlovei AV CR, v.v.i, hlavnim pieshraniénim partnerem je Narodni zoologicks zahrada
Bojnice a partnerem projektu je Hnuti DUHA Olomouc. Cilem projektu je pomoci
intenzivniho a extenzivniho fotomonitoringu a neinvazivniho genetického monitoringu za
pomoci chlupovych pasti zjistit pfitomnost kocky divoké v oblasti StraZovskych vrchi,
Bielych/Bilych Karpat a Javornikl. Projekt umozZni ziskat prvni redlné odhady pocetnosti
populace kocky divoké v zajmovém uzemi, zhodnoti vyuZzivani prostfedi jednotlivymi jedinci
(NZOO Bojnice planuje v projektu telemetrii n€kolika jedinct) a jejich vzajemné piibuzenské
vztahy a vyhodnoti v jaké mite, nebo jestli viibec, dochazi k hybridizaci s kockou domaci.
Jednim z vystupi projektu je i vytvoreni spolecné Metodiky monitoringu kocky divoké, ve
které budou uvedeny vhodné, mezi obéma staty sjednocené, metodické pfistupy, pouzité pro
ziskani robustnich dat o vyskytu druhu, potfebnych pro ndsledny ochranaifsky management
kocky divoké v Zapadnich Karpatech.



1. Monitoring pobytovych znaki

Macka diva je skryto zijuci druh a jej pritomnost’ Castokrat unika pozornosti 1 skisenym
terénnym mapovatelom. Monitoring a dokumentécia pobytovych znakov macky divej ¢i zber
neinvazivnych vzoriek (trus, mo¢, chlpy) je v porovnani s velkymi §elmami omnoho néro¢ne;jsi,
vd’aka jej velkosti a spdsobu zivota. Preto budi najdolezitejsim zdrojom tdajov pokrocilejsie
a spolahlivejsie formy potvrdenia vyskytu macky divej, ako je monitoring pomocou fotopasci
a neinvazivny geneticky monitoring za pouzitia chlpovych pasci.

1.1. Klasifikace ndlezovych dat

Podobne ako pre klasifikaciu nalezovych udajov rysa a vlka (podrobnosti vid'. kapitola 1 str. 3
v §tadii Krojerova et al. 2018) bude aj pre hodnotenie nalezovych tidajov macky divej pouzita
medzindrodne uznavana klasifikacia podl'a SCALP. SCALP vymedzuje tri zakladné kategorie
udajov: C1 — ,,tvrdé udaje*, C2 — ,,objektivne udaje*, C3 — ,,nedostatoc¢né udaje* (Molinari-
Jobin et al. 2003). Do prvej kategorie patria nespochybnitel'né udaje o pritomnosti macky dive;.
Patria sem napriklad zastreleni jedinci, najdené mitve alebo odchytené zvierata ¢i vzorky trusu
¢i chlpov, u ktorych bola genetickymi analyzami potvrdena druhova prislusnost’ (obr. 1).

Obr. 1 Vpravo genetickou analyzou potvrdeny trus macky divej, vlavo kadaver macky divej (Zdroj:
NZOO Bojnice).

Do kategérie C2 patria fotografie jedincov (fotografie z fotopasci, fotografie verejnosti),
ktoré spiiiaju kritéria identifikacie zndzornené na obr. 2, ktoré su su¢astou réznych eurdpskych
§tadii zameranych na monitoring macky divej (napr. Pospiskova et al. 2013, Anile et al. 2014,
Kilshaw et al. 2015, Dul’a et al. 2019, Maronde et al. 2020a,b). Bohuzial’, v pripade krizencov
je klasifikacia zlozita aj pre odbornikov (Eichholzer 2010), pretoze fenotypovo st viac podobni
macke divej (Kriiger et al. 2009). Preto sa o kategoriu C1 mdze jednat’ len v pripade, Ze je dany
jedinec znamy a bol ziskany jeho genotyp, ktory potvrdil druhovu prislusnost’.



RozliSovaci znaky koc‘.ky divoké a divoce zbarvené kocky domaci
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Obr. 2 Zakladné rozliSovacie znaky medzi mackou divou a mackou domacou

Vsetky ostatné ziskané udaje (jednotlivé stopy, stopové drahy, trus bez genetickej analyzy
apod.) budi z hladiska relevantnosti ziskanych udajov a Vv porovnani s velkymi Selmami
nejednoznacnej determinacie, klasifikované do kategorie C3 (obr. 3). Ak bude viest’ stopova
draha k miestu, kde bude jedinec zaznamenany na fotopasci a nasledne splni identifikacné
kritéria, alebo genetickd analyza najdeného trusu ¢i chlpov na stopnej drahe potvrdi macku
diva, bude tdaj preklasifikovany ako C1. Nalezové udaje z terénu alebo ziskané data od
verejnosti (napr. nezdokumentované priame pozorovania), ktoré moézu indikovat’ prezenciu
druhu, ale nespliiaji kritéria pre vyssiu klasifikaciu (C1) budt klasifikované najnizSou
kategoriou vierohodnosti - C3 (obr. 4).



Obr. 3 Stopy patriace pravdepodobne macke divej (Zdroj: Lukas Holasek)
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Obr. 4 Fotografie zaslané verejnostou (Zdroj: M. Hepner).

= TR

1.2. Sbér a vyhodnoceni dat

Zber udajov o pobytovych znakoch macky divej prebieha v priebehu celého roka, avsak
prevazne v zime, sledovanim stop a stopovych drah na snehovej pokryvke. Terénne pochodzky
prebiehaji v modelovych oblastiach s cielom rovnomerne pokryt’ sledované izemie: v kazde;j
oblasti je potrebné pokryt' ¢o najviac kvadratov 5 x 5 km minimalne tromi navstevami
(Krojerova et al. 2018). VySkoleni mapovatelia budi v priebehu pochddzky zaznamenavat
prejdené trasy do ruc¢nej GPS alebo zakresom do map a exportované vo formate GPX alebo
KML. V priebehu terénnej pochodzky st zaznamenané vSetky pobytové znaky macky divej, je
urobena fotodokumentécia a pripadne odobrané biologické vzorky na geneticku analyzu (trus,
srst’, moc) - podrobnejSie popisané d’alej v texte. Nalezové tidaje st zbierané prostrednictvom
online prostredia na webe selmy.cz (projekt kocka divokd), pripadne mobilnou aplikéaciou
Shelmon. Vyhodnotenie monitoringu po klasifikacii nalezovych udajov na kategorie C1, C2 a
C3 bude spracované v prostredi GIS a zobrazené na irovni kvadratov European Environmental
Agency o vel’kosti 10 x 10 km podobne ako u velkych seliem (Kutal et al. 2017a,b, Dul’a et al.
2017).



2. Fotomonitoring

Pre intenzivny (deterministicky) fotomonitoring macky divej sa budu vyuzivat’ fotopasce. Jeho
cielom je odhad velkosti populacie a populacnej hustoty druhu v zdujmovom tzemi. Na
dodato¢nu identifikaciu jedincov a ziskanie dostatocného materidlu pre ich spolahlivi
identifikaciu, znackovaciu aktivitu, vnutro a medzidruhovu interakciu, ako aj potvrdenie
reprodukcie, zistenie poctu mlad’at a dynamiku populacie macky divej bude vyuZzivany
extenzivny fotomonitoring v priebehu celého roka.

2.1. Extenzivni fotomonitoring

Na ziskanie dodato¢ného referenéné¢ho materidlu pre spolahliva identifikaciu jednotlivych
jedincov vratane ich pohlavia je realizovany extenzivny fotomonitoring v priebehu celého roka
(pred a po zacati prislusného intenzivneho fotomonitoringu). Tento pristup zarovein umoziuje
zachytit’ rozmnozovanie maciek divych (pocet vodiacich samic a mlad’at) a celkovi dynamiku
populacie na sledovanom uzemi (perzistencia jedincov, obrat jedincov v populécii). Fotopasce,
ktoré st prevazne insStalované na stalych znackovacich miestach a na vybranych lokalitach s
najvacsou Sancou zdokumentovat’ jedince macky pohybujuce sa v danom uzemi (lesné cesty,
chodnicky, skaln¢ hrebienky a pod.) prinasaju tiez unikatne udaje o Casopriestorovej aktivite
jedincov ¢i vnutrodruhovej alebo medzidruhovej interakcii (napr. sympatricky vyskyt s
mackami domacimi). Vyuzivat' sa budi hlavne infracervené fotopasce v kombinacii s
chlpovymi pascami a aplikovanym atraktantom. Tento pristup umoznuje kombinaciu
fenotypovej a genotypovej identifikacie jedincov.

2.2. Intenzivny fotomonitoring

Intenzivny (deterministicky) fotomonitoring macky divej bude prebiehat’ v mesiacoch oktdber-
december v dizke 60 — 80 dni, rozdelenych do 12 — 16 period (5 dni = 1 peridda) podobne ako
Vv pripade rysa ostrovida (Krojerova et al. 2018, 2019). Na zaklade odporacani a protokolov
inych Studii v Eurdpe (Anile et al. 2014, Kilshaw et al. 2015, Maronde et al. 2020b) budu
fotopasce rozmiestnené na referenénych tizemiach 0 velkosti priblizne 100 km? v kvadratove;
sieti 1x1 km, v ramci projektu Felis SKCZ to budu Javorniky alebo Biele Karpaty a Strazovské
vrchy. Fotostanice (dve fotopasce s bielym bleskom, napr. Cuddeback Ambush, Cuddeback C,
Cuddeback X-Change Color, umiestnené oproti sebe) budi umiestnené na zaklade predoslého
extenzivneho fotomonitoringu, najdenych pobytovych znakov macky divej (stopy, trus,
znackovacie miesto) alebo na typickych miestach vyskytu (skalnaté hrebienky, skalnaté utvary,
lesné chodniky atd’.) v odporucanej vyske priblizne 50 cm nad zemou (Anile et al. 2014).
Rozmiestnenie fotopasci je nadizajnované tak, aby kazdé zviera malo Sancu byt zaznamenang,
to znamend, Ze ich pokrytie zodpovedd potenciondlne najmenSiemu okrsku samice, ktory
v Europe predstavuje 2 km? (Gotz et al. 2018). V kombinacii s fotopascami bude na kazde;
druhej lokalite umiestnena chlpova pasca s aplikovanym atraktantom (obr. 5). Fotopasce su
kontrolované priblizne v jedno- az dvojtyzdnovych intervaloch, kvoli ich udrzbe, vymene
batérii a exportu ziskanych udajov.



Obr. 5 Monitoring pomocou fotopasce a chlpovej pasce umoziuje pri kvalitnych snimkach a Uspesnej
analyze DNA prepojit vzhlad a genotyp daného jedinca (Zdroj: Hnuti DUHA Olomouc).

2.3. Zpracovani a analyza ziskanych dat

Pomocou kvalitnych fotografii (popripade videi) a na zaklade unikdtneho sfarbenia srsti
kazdého jedinca (predovsetkym zadné a predné koncatiny a boky), su jednotlivé zvieratd
spol'ahlivo identifikovate'né (obr. 6; Eichholzer 2010, Kilshaw & Macdonald 2011, Anile et
al. 2012). Kazdému jedincovi je prideleny unikatny identifikaény kod alebo meno a dodatoéne
su uvedené ostatné kategorie ako pohlavie (samec, samica, nezname) a vekova kategoéria (adult,
subadult, mlad’a, nezname). Ziskané daje buda uloZené a spracované v rozsiahlej databaze
jedincov na Selmy.cz za celé monitorované uzemie.
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Obr. 6 Jedinci macky divej maju podobne ako rys ostrovid unikatnu kresbu srsti, preto je mozné odlisit
jednotlivé jedince. A, B — dva r6zne jedince; C, D — dva zaznamy jedného jedinca (Zdroj: Benadik
Machcinik, Hnuti DUHA Olomouc).



Po identifikécii jedincov a vyradeni zaznamov, na ktorych nie su podla identifikacnych
kritérii jedinci macky divej (hybridi, macky domdce, nejednoznaénad identifikécia), ¢i zdznamov
so znizenou alebo nevhodnou kvalitou, ktord by mohla viest’ ku nepresnej identifikacii, buda
pripravené vstupné udaje pre odhad abundancie a popula¢nej hustoty macky divej na
jednotlivych referenénych tizemiach. Pre odhad demografickych parametrov budu vyuzivané
nepriestorové (CMR) a priestorové modely (SECR - spatially explicit capture-recapture)
podobne ako v inych recentnych $tadiach z Talianska (Anile et al. 2014), Skétska (Kilshaw et
al. 2015) alebo Svajéiarska (Maronde et al. 2020b). Pri odhade popula¢nej hustoty macky divej
musia byt zohl'adnené i jej habitatové a priestorové naroky. Pre definovanie vhodnosti habitatu
sa preto pouziva Standardne vrstva vybranych prirode blizkych typov krajinnych prvkov Corine
Land Cover (CLC, European Environmental Agency 2018) alebo vhodne nadefinovany
habitatovy model pre mac¢ku divi podla Pospiskova (2015) pro CR a Kropil et al. (2015) pro
SR. Do analyzy budt zahrnuté len adultné a subadultné jedince, avSak zachytenie mlad’ata
alebo macky divej s mlad’atom bude hodnotené ako zaznam samostatnej samice podobne ako
urysov (Zimmermann et al. 2013). Pri zachyteni mladata je jednozna¢na identifikacia a
priradenie K prislusnej samici mozné len na zaklade kvalitnych identifika¢nych znakov z
predoslych zaznamov pocas extenzivneho monitoringu. Na vyhodnotenie dat bude vyuzity
program R (R Development Core Team 2013) s vyuzitim modulov ,,spacecap* (Efford 2011,
Gopalaswamy et al. 2012), ,,secr (Foster & Harmsen 2012) alebo ,,multimarkClosedSCR”
(Anile et al. 2014, Maronde et al. 2020b)

3. Telemetricky monitoring

Telemetricky monitoring je metoda bezne vyuzivana na §tadium spravania zveri, ich populaénej
biologie a ekologie (Fuller et al. 2005). Jedince oznacené vysielacmi mdZu byt sledované
doslednejSie a CastejSie nez pri pouziti inych metdd (Silvy et al. 2005). Pouzitie telemetrie
poskytuje moznosti ziskavat’ informdcie, ktoré nie je mozZné alebo je vel'mi zlozité, ziskat’ inymi
metodami (Fuller et al. 2005). V Eurdpe bolo doposial realizovanych viacero telemetrickych
Studii tohto druhu (napr. Daniels et al. 2001; Lozano et al. 2003; Bir¢6 et al. 2005; Sarmento et
al. 2006; Klar et al. 2008; Jerosh et al. 2017), no v ramci Karpat bol doposial’ kratku dobu
sledovany len jeden jedinec macky divej (Kropil et al. 2015).

V ramci projektu mame naplanovany monitoring niekol’kych jedincov macky divej, ktorych
sledovanie umozni detailnejSie zmapovat priestorova aktivitu a vyuzivanie konkrétnych
biotopov mackou divou. Vo vybranych modelovych oblastiach (Strazovské vrchy, Biele
Karpaty, Javorniky, Vta¢nik) bude realizovany odchyt vol'ne zijucich jedincov macky divej
podla schvalenych legislativnych a metodickych pristupov (napr. Jerosch et al. 2017). Jedince
budi po odchyte vybavené satelitnym obojkom, ¢ipom (umoznuje identifikaciu i po odopnuti
obojku napr. v pripade najdeného kadaveru) a bude im odobrata vzorka chlpov, slin a krvi na
veterinarny skrining a geneticku analyzu. Nasledne buda vypustené spédt’ do vol'nej prirody.
Telemetricky obojok umozni pravidelny prijem casopriestorovych dat o pohybe a aktivite
zvierata. V pripade vynimocnej situacie (migracia) umozni zmenit nastaveni programu
zaznamenavania pozicie. Telemetrické zariadenie bude vybavené mechanizmom (,,drop-off*
alebo cotton-strip™), ktory umozni odpadnutiu obojku z krku zvierata bez nutnosti spatného



odchytu jedinca. Odchyty jedincov macky divej na Slovensku budl realizované v sezone
2021/2022.

3.1. Metodika odchytu kocky divoké
Odchytové sklopce

Odchytové sklopce su vyrobené z vodotesnej preglejky a ocelového ramu (obr. 7). Padacie
dvere sa pohybuju v kovovych kol'ajniciach a zabezpec€uju rychle uzavretie sklopcov, ktoré su
zvycajne svetelne uzavreté s dostatocnym vetranim vzduchu. Spodny okraj dveri je oblozeny
penou. Planujeme pouzit’ aj pachové atraktanty napr. mo¢ macky alebo valerianu lekarsku
(Valeriana officinalis) ¢i kocurnik oby¢ajny (Nepeta cataria), na ktoré macky vyborne reaguju
a moézu zvysit' pravdepodobnost’ ich odchytenia. Odchytové sklopce sa spustaji/aktivuja
silonom, ktory je natiahnuty v strede vnutornej Casti pasce. Tento spustaci mechanizmus je
spojeny so zapadkou KIEFERLE, ktora drzi padacie dvere a pri spusteni ich uvol'ni. Na oboch
padacich dveréach st kvdli vizualnej kontrole ponechané malé uzamykatel'né okna. Po odchyte
je macka tymito otvormi narkotizovana pomocou imobilizacnej fukacky. Parametre
odchytovych sklopcov su: §irka 75 cm, vyska 80 cm, dizka 200 cm. Na odchyt magky divej je
mozné pouzit’ aj mensie sklopce o rozmeroch 70 x 70 x 150, resp. 75 x 80 x 170 alebo 80 x 90
x 180 cm (Slovinsko; Poto¢nik, pers. comm).

Najvhodnej$im obdobim na odchyt macky divej je zima, hlavne obdobie od februara do
aprila pred a pocas obdobia parenia, kedy sa macky aktivnejSie pohybuju. Na tizemiach bez
prezencie inych velkych Seliem, najmi medved’a, je mozné odchytové obdobie prediZit uz od
oktobra.

Odchytové sklopce st zvycajne umiestnené na tzkych a priamych cestach, hrebenoch alebo
na chodnikoch pre lesnl a diva zver. Priechod je z oboch stran blokovany vegetaénymi alebo
maskovacimi sietami (obr. 7). InStaluju sa iba po konzultacii a po schvaleni prislusnymi
organmi (straZcami, spravcami zveri, lesnikmi, pol'ovnikmi, zainteresovanymi stranami alebo
vlastnikmi lesov). Informacné panely, upozoriiujice na prebiehajuci odchyt, si umiestnené na
oboch stranach priblizne 50 metrov od boxov. Telefonne ¢isla a/alebo e-maily ako aj informacie
o webovych strankach projektu st uvedené na informa¢nych paneloch.

Odchytové pasce su monitorované po cely deii pomocou GSM vysielaCov. Vystrazny systém
sa kazdy denl testuje, aby sa otestovala jeho funkénost’ prostrednictvom kontrolnej SMS.
Spustenim systému sa odosle informa¢na SMS odchytovému timu. Okrem odchytového timu
sa informa¢né SMS zasielaju aj osobe (strazca, polovnik alebo lesnik), ktora je v blizkosti
miesta odchytu a pascu o najrychlejsie skontroluje a vypusti akékol'vek necielové druhy
(lisky, jazvece atd’.). O odchyteni macky bude odchytovy tim informovany ¢o najskor. V
zavislosti od lokality a dostupnosti musi byt’ odchytovy tim na mieste do 2 az 4 hodin. Sklopce
st monitorované infratervenymi/infraciernymi fotopascami na zaznamenanie spravania maciek
a inych druhov zvierat v bezprostrednej blizkosti pasce. Kontroluju sa pravidelne raz za 5-7
dni. Pri snezeni je nutné pasce kontrolovat’ kazdy den, aby sa zachovala ich funk¢nost’.

Sklopce st vSeobecne naro¢né na udrzbu, ale poskytuju jedinu ucinni metédu odchytu
divych maciek. Uzavreté odchytové sklopce vyrobené z preglejky majt hladké steny a st preto
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bezpecné, doteraz neboli pri necielovych odchytoch maciek (obr. 8) zaznamenané Ziadne
zranenia odchytenych jedincov. V Tl'ahkych drevenych debnach sa zvierata chovaju podstatne
pokojnejsie a su chranené pred chladom alebo inak nepriaznivym pocasim.

Samotny odchyt, imobilizaciu a manipuldciu budi vykonavat’ len odborne sposobilé osoby,
ktoré maju obdobné skusenosti napr. z odchytov rysov a maji mnohoro¢né skusenosti s
manipuldciou so zvieratami a to vratane veterinara, ktory ma skusenosti s imobilizaciou vol'ne
zijucich zvierat. Stres zvierat bude minimalizovany rychlym zasahom odchytového timu.

Obr 7 Odchytovy sklopec vyrobeny z vode odolnej pregIeJky sluziaci na odchyt rysa (ZdrOJ NZOO
Bojnice).

Obr. 8 Necielovy odchyt macky dIVEJ do sklopca sluziaceho k odchytu rysa,. jVIdIet pozitivha reakaa
na pachovy atraktant umiestneny u vstupu (Zdroj: NZOO Bojnice).

3.2. Specifikace telemetrickych obojkut

Aby telemetrické obojky boli pre zviera bezpecné, musia byt’ vyrobené z kvalitnych materidlov
s atestom, ale hlavne ich hmotnost’ nesmie prekrocit’ 5 % hmotnosti daného zvierat'a (Animal
Ethics Committees, 2020). Hmotnost’ dospelych jedincov macky divej je 3—6 kg, u samcov to
modze byt az 8 kg a teda hmotnost’ obojku bude spliovat’ toto najdolezitejsie kritérium. V ramci
nasho projektu planujeme nakup obojkov, ktorych hmotnost’ neprekroc¢i stanovent hranicu
(obr. 9). Obojky budt mat’ tzv. cotton strip (samovol'ny rozpad ¢asti remena), ktory umozni ich
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odpadnutie bez potreby opiatovného odchytu. K odpadnutiu by malo dojst’ zhruba za jeden rok
tak, aby bolo mozné sledovat’ spravanie sa zvierata v priebehu jednotlivych ro¢nych obdobi
(ro¢ny domovsky okrsok). Obojok bude po odpadnuti nasledne dohl'adany pomocou VHF
signalu a odstraneny z prirody (obr. 9).

Obr. 9 Telemetricky obojok od firmy Lotek vhodny pre monitoring macky divej (vlavo); zameriavanie
aktudlnej pozicie zvierata s vyuZitim VHF signalu - na rovnakom principe bude moZné dohladat aj

odpojeny obojok (vpravo).

it =
R

3.3. Vyuziti dat ziskanych telemetrickym sledovanim

Je vel'mi komplikované prijimat’ vhodné rozhodnutia tykajuce sa ochrany druhu, ak nepozname
jeho zdkladné ekologické naroky na prostredie. Informacie o tom, kde sa druh vyskytuje alebo
sa moze vyskytovat, st kl'iCovymi aspektmi v manazmente chraneného druhu a prave
telemetricky monitoring oznacenych jedincov je jedinou vhodnou metédou na zistenie
detailnych biotopovych narokov tohto druhu. Ziskané data poskytna prvé podrobné poznatky o
ekologickych narokoch dané¢ho druhu v oblasti Zapadnych Karpat. Telemetrické udaje buda
vyuzité pri exaktnom modelovani priestorovych a biotopovych narokov macky divej a ich
vystupy budu vyuzité pre efektivnej$iu ochranu druhu a vhodnych biotopov V ramci projektu
sa predpokladd odchyt a oznacenie siedmych jedincov maciek divych. Telemetrickymi
obojkami budi oznacené aj macky divé z rehabilitacnej stanice v NZOO Bojnice pri ich
opitovnom vypusteni do prirody. Bude tak mozné posudit’ uspeSnost’ ich rehabiliticie
a pripadne ich zapojenie do reprodukcie v ramci autochtonnej zapadokarpatskej populacie
macky dive;.

4. Chlupové pasti

Chlupové pasti jsou vhodnym nastrojem, jak neinvazivné ziskat chlupy kockovitych Selem,
které¢ dale slouzi jako zdroj jejich DNA. Monitoring pomoci chlupovych pasti (angl. hair-
trapping) patii mezi standardn¢ vyuzivané neinvazivni metody monitoringu vhodné pro
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studium genetické variability a prostorové aktivity kockovitych Selem (Steyer et al. 2013,
Zwijacz-Kozica et al. 2017).

4.1. Popis chlupové pasti

Nejcastéji jde o jednoduchd mechanickd zatizeni — dievéné kiily se zafezy, které mohou byt
vybaveny kobercem, suchym zipem, hfebiky nebo jinym materidlem zvySujicim
pravdépodobnost uchyceni co nejvétsiho poctu chlupti (obr. 10). Na tyto kily se nanasi pachovy
atraktant, ktery u kockovitych Selem vyvolava tzv. rubbing behaviour, tedy chovani, pfi kterém
se kocky o takto vnadény kuly, ¢i jiné predméty otiraji, a pfitom zde zanechavaji své chlupy.
Geneticky materidl je tak ziskdvan bez pfimého kontaktu s ¢lov€kem.

A

Obr 10 Ruzne typy cthpovych pasti pouzwanych pro monitoring kocky divoké ve Skotsku (a),
Rakousku (b) a Némecku (c,d).
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Chlupy kockovitych (i jinych) Selem mohou byt sbirany i z pfirozenych znackovacich mist
(pafez, skala), ale objeveni takového mista je obtizné a pocet chlupid, které zde byvaji
nachazeny, je nizky. Chlupovou past je mozné umistit kdekoliv, kde je objevena znamka
pohybu cilové Selmy, at’ uz pomoci fotopasti, nebo monitoringu pobytovych znaki, tedy
zejména stop. Jsou to napf. ochozy zvére, chodnicky kolem skalnich ptevisi a podobné.
Specialné upraveny kil umozniuje zachyceni vétsiho poctu chlupi, coz usnadiuje genetickou
analyzu a navic je mozné tyto pasti vhodné rozmistit do prostiedi a tim ziskat informace o
prostorové aktivité konkrétnich jedincii identifikovanych na zakladé jejich genotypii. V piipadé
vyuziti fotopasti umisténé v blizkosti chlupové pasti, je mozné propojit genotyp daného jedince
s jeho vzhledem a tim ziskat jesté vice informaci o konkrétnim jedinci, ptipadné o piibuznosti
monitorovanych jedinct (napf. vodici samice s mlad’aty).

Pti dostate¢ném poctu terénnich spolupracovniki je mozné rozmistit na zkoumaném uzemi
velky pocet chlupovych pasti a ziskat tak vzorky z rozsahlého tizemi. Tato zatizeni sama o sobé
nejsou finanén€ narocna, mnohem vic financi vyzaduje jejich opakovand kontrola, obzvlast
pokud jsou rozmisténa na velkém uzemi.

4.2. Atraktanty

Nekteré chemické latky pisobi na kockovité Selmy jako pachové atraktanty a vyvolavaji u nich
reakci ve formé otirdni se o predmét napustény danou latkou ve snaze ho preznacit nebo dotycny
pach dostat na sebe. Jako atraktanty jsou nejcastéji vyuzivany vytazky ze dvou rostlin: ze Santy
koci¢i (Nepeta cataria; slovensky koctrnik obycajny) a z kozliku 1ékatského (Valeriana
officinalis; slovensky valeriana lekarska). Kyzeny efekt maji i suSené ¢asti téchto rostlin, ale

pro ucely monitoringu je potiebné, aby pach té€chto latek vydrzel co nejdéle, byl intenzivni a
také aby latka, kterd se pouzije, co nejlépe odolavala vlhkosti, at’ uZ v podobé desté, sn¢hu,
nebo rosy. Proto se nejcastéji vyuziva metoda destilace uc¢innych latek, nebo jejich vyluh do
pomocnych latek olejovitého charakteru (olej, glycerin apod.). V rdmci projektu jsme testovali
oba zminéné rostlinné atraktanty. Nejdiive byla reakce testovana na domacich kockach (obr.
11).

Obr. 11 Testovani pachovych atraktanti na domécich ko¢kach (Zdroj: UBO AV CR).
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Nasledné byly v terénu na 16 mistech rozmistény dvojice kolikd (obr. 12), z nichz jeden byl
vnadén kozlikem (oznacen pismenem ,,K*) a druhy Santou (oznacen pismenem ,,S*). Koliky
byly od sebe vzdaleny dva az pét metrli, aby nedochazelo ke vzédjemnému ovlivnéni a nasledné
se pomoci fotopasti sledovala reakce rtiznych druhti zvirat. Jako vice selektivni pro kocku
divokou se ukazal kozlik 1¢karsky, na Santu ko€i¢i vice reagovala i jind zvitata, zejména lisky
nebo medvédi (obr. 13), ktera pak chlupové pasti kontaminovala svymi chlupy nebo je nicila.
To je v souladu i s informacemi od kolegi z Némecka (Carsten Nowak, pers. comm.).

. v - >

Obr. 12 Instalace dvojice kolikll s riznym atraktantem v Javornikach, brezen 2020 (Foto: Barbora

Gajdarova).

Nékteré predchozi vyzkumy ukazuji, Ze vlastnost reagovat na tyto atraktanty muize byt u
jednotlivych zvifat nebo populaci geneticky podminéna, a ne vSichni jedinci populace na
atraktanty vhodnym zptisobem reaguji. Dokonce to mize byt vlastnost celé studované populace
(Anile et al. 2012). Nastésti v podminkach Zapadnich Karpat se ukazuje, Ze minimalné néktera
zvitata pach téchto latek, zvlast€¢ kozliku, pfitahuje a chlupové pasti tak lze pro jejich
neinvazivni monitoring vyuZzivat.
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4.3. Metodika monitoringu pomoci chlupovych pasti

DNA z neinvazivné ziskanych vzorki, a tedy i DNA z chlupti zachycenych na chlupovych
pastech, ma vSeobecné nizsi kvalitu, nez je tomu u vzorkli odebranych ptfimo z téla zvirete
(krev, svalovina). DNA v prabéhu ¢asu a vlivem klimatickych podminek (vyssi teplota zejména
V letnim obdobi, vlhkost) postupné degraduje, proto je pro kvalitu izolované DNA dulezité co
nejdiive dany vzorek chlupi odebrat a vhodné zakonzervovat. Idedlni je kontrolovat chlupové
pasti v zimnim obdobi jednou za tyden, maximaln¢ jednou za dva tydny a v priabéhu vegetacni
sezony 1 Castéji.

Uspé$nost chlupovych pasti zavisi na sezéné. Vzhledem ke kvalité DNA je nejvhodngjsi
chladna cast roku, pfedevsim obdobi fije, kdy je patrnéd vétsi prostorova aktivita jedincti. Dalsi
faktor, ktery tuspéSnost ovliviiuje, je logicky také pocetnost populace. V pocetnéjSich
populacich je Sance ziskani vzorku vyssi, ale také hrozi vyssi pravdépodobnost kontaminace
chlupové pasti, a tedy i odebrané vzorky, vice jedinci.

U vzorkt z chlupovych pasti existuje relativné vysoké riziko kontaminace. Nelze vyloucit,
ze se v odebraném vzorku nachazeji chlupy dvou nebo vice jedinci, kteti se o chlupovou past
v prubehu kratkého casového intervalu otirali. Ke kontaminaci mtze také dojit, kdyz se o
chlupovou past otfe zvife jiného druhu, nebo k ni miize dojit ndhodn¢, napt. pfenosem chlupt
Z kolemjdouciho zvitete. Ideélni je proto umisténi fotopasti v blizkosti chlupové pasti, ¢imz lze
sledovat kolik jedincti se u chlupové pasti mezi kontrolami vystiidalo. Dale pti odbéru a novém
vnadéni kulu je potfebné chlupovou past dukladné odistit, aby na ni nezlstaly chlupy
zZ predchoziho obdobi.

Na zakladé experimentu s pachovymi atraktanty, provedeného v prvni fazi projektu, jsme se

rozhodli vyuZivat pro monitoring kocky divoké kozlik lékarsky. V rdmci extenzivniho
monitoringu spojeného s extenzivnim fotomonitoringem jsme umistili 40 chlupovych pasti na
mista pokryta fotopastmi. Dievéné koliky byly o rozmérech 5 x 4 x 80 cm a jejich povrch byl
zdrsnén zéfezy (obr. 14). Funk¢nost chlupovych pasti jiz byla odzkousSena, byly ziskany prvni
chlupové vzorky divokych kocek a po jejich néasledné genetické analyze genotypovani prvni
jedinci.

: N ) >'e‘je.a ‘ . WL [ N Y-
Obr. 14 Chlupové pasti vyuzité pro monitoring kocky divoké v rdmci projektu Felis SKCZ (Foto: Jarmila
Krojerova).
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Pro intenzivni fdzi monitoringu je planovano vyuziti ve dvou referencnich uzemich
V kazdém po 50 chlupovych pasti, pficemz budou rozmistény v kazdém druhém kvadratu o
velikosti 1 x 1 km, zhruba u poloviny bude umisténa fotopast. Dle zahrani¢nich praci se jako

v

nejvhodnéjsi jevi sezona prosinec az kvéten (Steyer et al. 2013), idealné hned po roztati snéhové
pokryvky.

Pasti budou umistovany na zaklad¢ predchozich informaci o vyskytu kocky, tj. informaci
z terénniho monitoringu pobytovych stop a z extenzivniho fotomonitoringu, a dle zkuSenosti
0 prostorovych a habitatovych narocich dané¢ho druhu. Umisténi se bude piizptisobovat sezoné,
informacim o novych mistech vyskytu a podobn¢. Pasti budou pravidelné kontrolovany (v zimé
maximalné dvoutydenni interval, ve vegetacni sezon¢ maximalné 5 dni). Pfi kontrole bude
odebran ptipadny geneticky material dle instrukci uvedenych nize, kolik bude dikladné o¢istén
od vSech chlupii (mtze byt i opalen) a bude nanesen novy atraktant. V piipadé poSkozeni nebo
ztraty bude instalovana nadhradni chlupova past.

5. Genetické analyzy

Genetické analyzy vzorki jsou v dnesni dob¢ béznou, v piipadé vzacnych a ohrozenych druhd,
dokonce nezbytnou soucasti managementovych a ochranaiskych opatieni. Ziskana data se daji
vyuzit nejen pro potvrzeni pfitomnosti sledovaného druhu, ale také pro identifikaci jedinct,
sledovani jejich prostorové aktivity, odhaleni ptibuzenskych vztaht, ¢i k odhadim pocetnosti
populace. Dalsim dilezitym cilem genetickych analyz je zjisténi populacné-genetickych
parametr(l, jako je geneticka variabilita a struktura dané populace, pro vyhodnoceni miry rizika
ohrozeni Zivotaschopnosti populace z divodu nizké genetické variability, ptibuzenského
ktizeni a hybridizace.

Pro analyzy je mozné vyuZit nejen tkan zivocicha, ale také jakykoliv biologicky material,
ktery za sebou zivoCich zanecha pii pohybu v terénu a ktery obsahuje buiiky s DNA (Carroll et
al. 2018). Mezi tyto tzv. neinvazivni genetické vzorky patii naptiklad vzorky chlupi, kde se
DNA ziskava z chlupovych kofinkt, nebo vzorky trusu, ¢i moci, kde se DNA nachazi
v buiikach odloupnutych z epitelu stfeva, nebo mocovych cest. Takto ziskané vzorky mayji
velkou vyhodu v tom, Ze pfi jejich odbéru neni nutny pfimy kontakt zvifete s Clovékem a zviie
tak neni stresované. Navic, v pfipadé vyzkumu mélo pocetnych a skrytym zplisobem zijicich
druht, jde Casto o jedinou mozZnost, jak ziskat geneticky material. Na druhé strané€, nevyhodou
neinvazivné ziskanych vzorki DNA je nizké koncentrace a kvalita obsazené DNA, ktera vlivem
pusobeni povétrnostnich podminek (pfedevsim vyssi teplota a vlhkost), dale v terénu degraduje.
Proto je dulezité t€émto problémim piedchdzet tim, Ze se vzorky sbiraji co nejcerstvejsi, a to
predevs$im v zimnim obdobi, kdy je DNA vice chranéna nizkou teplotou, vhodné se uskladni a
pii analyze v laboratofi se dale vyuzivaji specialni postupy (napt. multiple-tubes approach;
Taberlet et al. 1996) za dodrzeni piisnych opatfeni pro praci s citlivym materialem (specialné
vybavena laboratof pro praci s neinvazivnimi nebo forenznimi vzorky, specialni materialové
vybaveni napt. filtrové $picky a podobnég). Neinvazivni genetické vzorky je mozné ziskat
pfedevS§im pifi monitoringu pobytovych znakl studovaného druhu, naptiklad pii sledovéni
stopni drahy jedince na snéhové pokryvce nebo cilené, naptiklad s pouzitim chlupovych pasti.
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Pracovnici UBO AV CR se vénuji analyzam neinvazivnich genetickych vzorki chranénych
druht Selem jiz od roku 2011, kdy se zacali vénovat vyzkumu a monitoringu velkych Selem
v oblasti CHKO Beskydy. Od této doby zde zanalyzovali velké mnozstvi neinvazivné
ziskanych vzork® v ramci celé CR, Slovenska ale iz dal$ich oblasti Evropy. Vzorky kocky
divoké/domaci budou ziskdvany podobnym zptisobem jako vzorky velkych Selem v ramci
piedchozich projektt a z ¢asti tak budou vyuzity jiz ziskané zkuSenosti, které¢ se budou moci
modifikovat pro nové zkoumany druh.

5.1. Systematicky sbér neinvazivnich genetickych vzorka kocky divoké

Sbér neinvazivnich vzorkit DNA bude probihat v rdmci monitoringu pobytovych znaku
V projektovém uzemi, pfedev§im v zimnim obdobi a s cilem ziskat co nejvétsi pocet vzorkda.
Budou se sbirat vzorky trusu nebo moci nalezené pfti sledovani stopni drahy zvifete a vzorky
chlupti zachycenych na instalovanych chlupovych pastech, piipadné na vegetaci, ¢i nalezené
pfi ohleddvani znaCkovacich mist jako jsou skalky, vyvraty, pafezy atd. Dale se budou
zpracovavat vzorky tkani z nalezenych kadavert (napf. po srazce s dopravnim prostiedkem),
nebo vzorky tkani ziskané z muzejnich sbirek. Analyza sbirkového muzejniho materialu
pomuze zjistit, jakymi zménami populace kocek divokych prochazi v Case a také umozni zjistit,
zda k hybridizaci s kockou domaci dochazi nejen dnes ale i v minulosti. Z takto ziskanych
vzorkl se bude DNA izolovat pomoci komercné dostupnych izola¢nich kit (Qiagen Mini Stool
Kit — izolace DNA z trusu, Geneaid Genomic DNA Mini Kit — izolace DNA z tkani, chlupt a
moci).

Sbér a dokumentace nalezu

e kazdy nalezeny vzorek bude opatten GPS soufadnicemi mista nalezu, ndzvem lokality,
datem a jménem nalezce

e nalezeny vzorek bude zdokumentovan pomoci fotografii s meéfitkem a spolu
s informacemi uvedenymi vyse vlozen do databaze selmy.cz

e vzorek bude odebran do odbérove nadobky (trus, moc), nebo papirového sacku (chlupy)
pomoci  jednorazovych latexovych rukavic, sterilizované pinzety (omyt
alkoholem/opalit), nebo vétvicky, aby se zamezilo riziko kontaminace vzorku cizorodou
DNA, nebo DNA z jiného vzorku.

Neinvazivni genetické vzorky

a) chlupy

e nalezené chlupy, nebo chomace srsti budou odebrany do papirového sacku (nedotykat
se koncti chlupti holyma rukama)

e sacek bude oznacen jménem nélezce, lokality, datem a GPS soufadnicemi
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e uzavieny papirovy sa¢ek bude vlozen do igelitového pytliku s trochou silikagelu
(odvadi vlhkost ze vzorki a tim konzervuje DNA; obr. 15); do jednoho takového
igelitového pytliku se mize vlozit i n€kolik dobte uzavienych papirovych sacki

e silikagelem konzervované chlupy je vhodné skladovat na suchém, tmavém misté za

pokojové teploty nebo vlozit do mrazni¢ky

e Vv pfipad¢, Ze neni k dispozici silikagel, je mozné chlupy zamrazit, nebo dat do platové
nadobky a zalit 96% alkoholem, ptipadné ponechat v papirovém sacku za pokojové
teploty na tmavém a suchém misté (avSak ne na moc dlouhou dobu)

Obr. 15 Vzorky chlupll uloZené v dobfe uzavienych papirovych saccich spole¢né umisténé
v plastovém zip sacku se silikagelem (Foto: Barbora Gajdarova).

b) trus

e odebrat trus cely, anebo co nejvétsi jeho ¢ast (obr. 16)

e trus odebrat pfimo do plastové nadobky, zakoupené v ramci projektu, piipadné do
igelitového sacku
e nadobka/sacek bude oznaCen jménem ndalezce, nazvem lokality, datem a GPS

soufadnicemi

e po navratu z terénu je vhodné vzorek co nejdiive zamrazit; pokud byl vzorek odebran
do plastovych nadobek s Cistym 96% etanolem (nepouZivat denaturovany!), pak lze
skladovat na chladném a tmavém misté (lednice, sklep)

e pro genetické analyzy odebirat vzorky (pokud lze urcit), které vypadaji relativné Cerstve
(tmavy, vlhky trus); suchy, vyblednuty a rozpadajici se trus neni pro analyzy vhodny
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Obr. 16 a) odebrani vzorku trusu v terénu, b) zpracovani trusu v laboratofi (Foto: Barbora
Gajdarova).

C) mo¢

e pro analyzu DNA je moZné vyuZit i moc zvifete; v ptipad¢ takového nalezu je vhodné
odebrat vrstvu sn€hu (i mech nebo travu apod.), kde se nachazi nejkoncentrované;si cast
kontaminovand moc¢i a umistit do plastové nadobky, kterd bude oznacena jménem
nalezce, nazvem lokality, datem a GPS soufadnicemi

e idedlni je vzit jen ten snih, kde je moc¢ nejkoncentrovanéjsi (nejvyraznéji zbarvena), aby
nedoslo k pfiliSnému nafedéni sn¢hem, tedy lepsi je objemové mensi, ale
koncentrovanéjsi vzorek

5.2. Zpracovani ziskanych vzork a jejich hodnoceni

V ramci projektu Felis SKCZ byla zoptimalizovana (slozeni multiplexi a podminky
amplifikace v ramci PCR) sada 20 jadernych marker — mikrosatelitii, vhodna pro genotypizaci
vzorkll kocky divoké. Byly vyuzity primery popsané pro ¢eled’ Felidae s prihlédnutim na to,
které markery jsou pro kocku divokou pouZivané v okolnich zemich, hlavné v Némecku, aby
bylo mozné srovnani vysledki a ptipadna dalsi spoluprace.

Kombinace téchto lokusti je pro kazdého jedince unikétni (,,geneticky otisk prstu®). Pro
uréeni pohlavi bude vyuzivan usek genu pro amelogenin, ktery je vadzan na pohlavni
chromozomy a je Gispé$né vyuzivan i u ptibuzného rysa ostrovida (Krojerova-ProkeSova et al.
2019).

U analyzy neinvazivnich vzorkl bude vyuzivan tzv. ,multiple-tubes approach®, tj.
amplifikace jednotlivych lokusti bude nékolikrat opakovand (2-8x) za ucelem potvrzeni
spravnosti amplifikovanych alel (Taberlet et al. 1996). Jde o standardné vyuzivanou metodu pti
praci s neinvazivné ziskanymi genetickymi vzorky, u kterych je kvalita izolované DNA nizka
a hrozi vétsi nebezpeci kontaminace mezi vzorky a ptipadnych replika¢nich chyb v pribéhu
PCR (nulové alely, falesné alely, atd.). Ziskand geneticka data budou analyzovana pomoci
modernich softwarovych nastroji vhodnych pro popula¢ni, ochranaiskou a krajinnou genetiku.
Pomoci neinvazivniho genetického vzorkovani bude mozné zjistit genetickou variabilitu
populace, jeji pohlavni strukturu, moznou strukturovanost, naznacujici ptitomnost migracnich
bariér ve zkoumané oblasti. Identifikace jednotlivych jedinct a jejich zpétné zachyty umozni
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studovat jejich prostorovou aktivitu a odhadnout pocetnost populace za pomoci modernich
CMR (capture-recapture) metod uzpusobenych na analyzu genetickych dat (napf. package
CAPWIRE; Miller et al. 2005).

V ramci této aktivity bude také vytvofena databaze jedinct, ktera bude slouzit k jejich
identifikaci (porovnavani genotypt) v budoucnu. V ramci projektu Felis SKCZ je planovana
analyza cca 500 vzorki jako statisticky signifikantniho zakladniho souboru potiebného pro
analyzu dat dle vySe uvedenych bodt a také pro analyzu hybridizace s kockou domaci (viz.
kapitola 5.5). Pii praci s mikrosatelity je rovnéz dualezité analyzu uskutecnit v jedné laboratofi
S pouzitim stejné chemie a stejného analyzatoru (sekvenatoru). V piipadé¢ vyuziti n€kolika
laboratoii je potfebnd vzajemna kalibrace délkového polymorfizmu analyzovanych lokust,
nakolik odectena délka alel miize byt posunuta az o £ 5 bazi.

Prvnim krokem v analyze DNA je jeji izolace. V laboratofi je pomoci specialnich chemikalii
(tzv. izolaénich kitl) ze vzorku extrahovana DNA (obr. 17). Stény bunék jsou nejdiive
rozloZzeny pomoci enzymu proteindaza K, ¢imz se do roztoku dostane DNA. Nasledné jsou
Z roztoku pomoci specidlnich pufri (Cistidel) odstranény jiné organické latky, hlavné tuky
a bilkoviny. Extrahovana DNA je uskladnéna v specidlnim pufru nebo dvakrat denaturované
vodé¢ (ddH20) a uchovavana v mrazniéce pfi teploté -20 °C, pii dlouhodobém skladovani pii
teploté -80 °C a pfipravena na dal$i analyzu.

Obr. 17 VSechno potrebné pro izolaci DNA (Foto: Peter Vallo).

Dalsi krok pfedstavuje polymerazova fetézova reakce (anglicky ,,polymerase chain
reaction“, PCR), pomoci které¢ jsou mnohonasobné zmnozeny vybrané useky DNA. PCR
umoziuje ziskat velké mnozstvi kopii analyzovaného useku DNA.
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5.3. Analyza mitochondriadlni DNA

Pro urceni druhové ptislusnosti ziskanychvzorki je mozné vyuzit tzv. mitochondridlni DNA.
Je to DNA nachazejici se v mitochondriich, ktera se dédi po matce (maternalni linie dédi¢nosti).
Existuji razné markery, které se vyuzivaji pro fylogenetické studie. Naptiklad gen pro
cytochrom b se vyuziva pfi studiu fylogenetickych vztahti mezi vzdalenéj§imi taxony, protoze
je relativné konzervativni a s nizkou mutacni rychlosti, avSak v ramci kocek divokych a
domacich ma v ramci obou druhi stejné verze (haplotypy) a tedy pro jejich rozliseni jej nelze
Vyuzit.

Jinym velice ¢asto pouzivanym markerem je tzv. kontrolni region, ktery naopak ma vysokou
mutacni rychlost, a tedy vyssi variabilitu. V ptipadé kockovitych Selem je ale jeho amplifikace
problematicka kvili amplifikaci tzv. NUMTS, tedy homologickych tsekl nachazejicich se
V jaderné DNA, které vznikly introgresi mtDNA do jaderného genomu (Lopez et al. 1994).

Jako vhodny marker, ktery by mél umoznit rozliSeni mezi ko¢kou domaci a divokou je tzv.
NADH dehydrogenaza, konkrétné jeji podjednotky ND5 a ND6 (Driscoll et al. 2011). Rozdily
mezi nimi jsou vyznafeny na obrazku 18. Vyuzitelnost dvou usekit ND5 bude pro
zépadokarpatskou populaci kocky divoké testovana v rdmei projektu Felis SKCZ.
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5 s. bieti .A.GTT..T.. ... ... TA.C...TC.CECG."?

Obr. 18 Polymorfizmus fylogeneticky informativnich pozic useku mitochondridlni DNA pro ND5, ND6
a cytB dle Driscoll et al. 2011.

Samotna analyza mtDNA pak probiha nasledovné. Pomoci vybranych dvojic primera je
v ramci PCR amplifikovan pozadovany usek mtDNA. Ziskany produkt musi byt procistén a
nasledné je sekvencovan, tedy dochazi ke stanoveni pofadi jednotlivych nukleotid (adenin,
cytosin, guanin, thymin), které jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami DNA (obr. 19).
Sekvence pak mohou byt srovnavany mezi vzorky a také za pomoci online aplikace BLAST v
celosvétové databdzi GenBank (obsahuje rizné sekvence DNA nebo RNA rtiznych druhil)
porovnany se sekvencemi danych tsekl ziskanymi v jinych pracich.
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Obr. 19 Sekvence mitochondrialni DNA v programu Sequencher (Zdroj: Jarmila Krojerova).

5.4. Analyza mikrosatelitti

Analyza mikrosateliti se vyuziva pro zjisténi genetické variability a identifikaci konkrétnich
jedinc. Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici useky jaderné DNA o délce 2-6 bp.
Mikrosatelity maji velky vyznam v populaéné-genetickych studiich, protoze se nachazeji v
DNA vSech obratlovcl a diky vysokému polymorfizmu (variabilite) patii k nejpouzivanéjSim
genetickym markeriim. V popula¢né-genetickych studiich je mozné s jejich pomoci ur¢it miru
hybridizace, tok gent v populaci a pfibuzenské vztahy mezi jedinci. V ochranaiském vyzkumu
pomahaji odhalit miru izolace zkoumanych populaci (u izolovanych nebo malopocetnych
populaci mize diky fixaci Skodlivych mutaci dochazet k vyznamnému snizeni Zivotaschopnosti
dané populace). U chranénych a skrytym zpisobem Zijicich druhti je zaroven pomoci analyzy
mikrosateliti mozné identifikovat pfimo konkrétni jedince Zijici na daném uzemi, a ziskat tak
informaci o pocetnosti populace, o prostorové aktivité jednotlivych zvirat a 0 jeji socialni
struktufe (pomér pohlavi, mira disperze, filopatrie, reprodukcni uspesnost).

Pro rozpoznani jednotlivych jedincii je potfebné analyzovat vétsi pocet polymorfnich
mikrosatelitovych lokust (obvykle minimaln€¢ 10). Primery pouzité pro amplifikaci
jednotlivych mikrosateliti v projektu Felis SKCZ jsou fluorescenéné znaceny ¢tyfmi riznymi
barvami — cervena (PET), zelena (VIC), modra (FAM) a zluta (NED). Kombinace riznych
barev ariznych délek analyzovanych lokust umoziiuje amplifikaci nékolika lokust ve
spole¢né PCR reakci (multiplex), ¢imZ se snizuji ndklady na analyzu. V ramci projektu Felis
SKCZ byla zoptimalizovana sada 24 lokusii a genu pro amelogenin, které jsou amplifikovany
ve ¢tyfech multiplexech — set A, B, C a D (obr. 20). Lokusy byly vybrany dle prace Menotti-
Raymond et al. (1999) dle toho, které lokusy jsou vyuzivané pro genotypizaci kocky divoké
Vv okolnich zemich (Steyer et al. 2013) nebo pii vyzkumu rysa (Krojerova-Prokesova et al.
2019) tak, aby bylo mozné data porovnat. Mikrosatelitovy polymorfizmus (jednotlivé alely
liici se svou délkou) je analyzovan pomoci fragmentaéni analyzy na sekvenatoru UBO AV CR
na detaSovaném pracovisti ve Studenci.
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Obr. 20 Délkovy poIorfizmus 24 mikrosatelit a amelogeninu amplifikovanych ve c¢tyrfech
multiplexech u dvou jedincd kocky divoké v programu Genemapper (Zdroj: Jarmila Krojerova).
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Pro zjisténi pohlavi jednotlivych jedinct je vyuzivan geneticky marker amplifikovany
vramci genu pro amelogenin. Délka tohoto markeru se lisi mezi X a Y chromozémem.
V ptipad¢é samice je u jedince pfitomna jen jedna alela na chromozomu X, u samce jsou
ptitomny ob¢ alely — jak alela na chromozomu X, tak alela na chromozomu Y (obr. 21).
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Obr. 21 Pohlavi dvou jedincl kocky divoké (nahofe samice, dole samec) stanoveno pomoci
Amelogeninu (Zdroj: Jarmila Krojerova).

5.5. Analyza hybridizace kocky divoké s kockou domaci

Populaci kocky divoké v Evropé ohroZzuje kromé ztraty a fragmentace habitatu predevsim
hybridizace s ko¢kou domaci (Pierpaoli et al. 2003, Driscoll et al. 2011). Morfometricka méfeni
lebek nebo rozliSovani druhi na zakladé zbarveni srsti (pocet a pozice pruhti v oblasti zad, na
bocich a na ocasu; Kitchener et al. 2005), jsou v piipadé hybridnich jedincti obtizné vyuzitelné.
Ani na Slovensku, ani v Ceské Republice dosud neprobihal systematicky neinvazivni geneticky
monitoring tohoto druhu, pfitom je to jedina moznost, jak identifikovat hybridni jedince
s kockou domaéci. Ptitomnost takovychto hybridii dokladaji nedavno publikované vysledky
z Némecka nebo Skotska (Steyer et al. 2013, 2016, 2018, Beutel et al. 2017). Dosavadni
monitoring tohoto druhu byl zavisly zejména na pfimych pozorovanich, kadaverech nalezenych
na silnicich, dotaznikovych Setfenich, jen v men$i mife se na ném podilely i fotopasti
(Pospiskova et al. 2013, Minarikova et al. 2015).

Razné studie v ramci Evropy, které se zabyvaly problematiku hybridizace kocek, se ve svych
vysledcich vyznamné 1i8i. Napiiklad v Mad’arsku (Beaumont et al. 2001) a Skotsku (Pierpaoli
et al. 2003) bylo zjisténo, ze populace kocky divoké jsou vyrazné ovlivnény hybridizaci
S domacimi kockami (,,hybridni roje*), v jinych evropskych zemich jsou naopak populace
divokych kocek relativné nedotéené, napt. v Némecku bylo identifikovéno v populaci jen 3,5
% hybridd (Steyer et al. 2016, 2018). V sousednim Polsku ve Vysokych Tatrach zase nedavny
priazkum ukézal, Ze se na izemi parku kocka divokd pravdépodobné vibec nevyskytuje
(Zwijacz-Kozica et al. 2017).
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Prave situace v okolnich zemich, jako je Polsko a Mad’arsko, poukazuje na nutnost co
nejdiive zjistit, v jakém stavu je populace kocky divoké v Zapadnich Karpatech, které
predstavuji vyznamné refugium i pro velké druhy evropskych Selem. Pro analyzu miry
hybridizace vyuzijeme soubor 20 mikrosatelitovych lokust a také soubor srovnavacich vzorkt
ziskanych z doméacich kocek ve spolupraci s chovateli a veterinafi. Pro identifikaci hybridnich
jedinci F1 a F2 generace vyuZijeme Bayesidnskou klastrovaci analyzu v programu
STRUCTURE a faktorialni koresponden¢ni analyzu (FCA) v programu Genetix, které jsou
schopny identifikovat kocku divokou, koc¢ku domaci a jejich vzajemné hybridy na zakladé
rozdilné frekvence jednotlivych alel. Tento postup byl jiz na prvnich analyzovanych vzorcich
uspésné otestovan a byly identifikovani i prvni hybridni jedinci (obr. 22, 23).
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Obr. 22 Vystup z programu Structure pro K=2 (Cerveny klastr — kocka divokd, zeleny klastr-kocka
domaéci). Kazdy sloupec odpovidd jednomu zvifeti, barva u jednotlivych sloupcl odpovida
pravdépodobnosti, se kterou dany jedinec pfislusi k danému klastru (Zdroj: Jarmila Krojerova).
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Obr. 23 Faktoriadlni korespondenéni analyza (FCA) v programu Genetix znazorfiuje genetickou
podobnost jedincl. Zretelné je oddélen klastr domacich kocéek, hybridi i divoké kocky patfici do dvou
oddélenych linii - karpatské a stfedoevropské/némecké (Zdroj: Jarmila Krojerova).
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