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1. Uvod

Odhad velkosti ahustoty populacie volneZijucich Zivocichov patri medzi zakladné
informacie potrebné pre ich racionalne obhospodarovanie (v pripade polovnej zveri) alebo
efektivnu ochranu (v pripade chranenych Zivocichov). Tieto charakteristiky populacii volne
Zijucich Zivocichov sa daju pomerne obtiazne ziskat aich odhady su zatazené pomerne
velkou chybou.

Spomedzi znamych metdd odhadu velkosti a hustoty populacie su genetické analyzy,
napriek ich niektorym metodickym nedostatkom, povaZované za najpresnejSie a z hladiska
ziskania podkladového materidlu aj za najekologickejsie. Ich vysledkom nie je len ziskanie
informdcii o pocte, ale o konrétnych jedincoch podloZenych genotypmi, ktoré vylucia
akékolvek duplicity v pocte jedincov. Okrem toho pomocou genetickych metéd je moziné
ziskat informdacie aj o pohlavnej struktire, ktoré su potrebné pre modelovania vyvoja
pocetnosti a Strukture populacie.

Odhad velkosti populacie vyuzivajuci CMR metddu (Capture — Mark — Recapture = odchyt
— oznacenie — opatovny odchyt) bol metodicky rozpracovany v poslednych dvoch
desatrociach a vyuZity pri odhadoch velkosti a Struktury populacie u poéetnych druhov volne
Zijucich Zivocichov, najma s kryptickym spésobom Zivota. CMR metdda zaloZzena na zbere
neinvazivnych vzoriek bola pouZzita pri genetickej inventarizacii populacii medveda hnedého
v nasledovnych eurépskych krajinach: Svédsko, Nérsko, Spanielsko, Taliansko, Rakusko,
Slovinsko a Chorvatsko azo zamorskych krajin v USA, Japonsku ai. Metodicky su
rozpracované otazky zberu experimentdlneho materialu, genetickych analyz neinvazivnych
vzoriek ako aj matematického modelovania odhadu velkosti populacie.

1. Metddy odhadu vel'kosti populacie volne Zijlcich Zivocichov

Neinvazivne metddy zberu vzoriek pre genetické analyzy
Existuju tri spésoby ziskania biologického materidlu z volne Zijucich Zivocichov:

1. deStrukény, kedy je Zivocich za tymto ucelom usmrteny (napr. pre studium alozymov,
cytogenetické studie, ale aj pre ziskanie DNA),

2. nedestrukeny, ale invazivny — Zivocich je odchyteny, je mu odobratd vzorka tkaniva
alebo krvi a nasledne je vypusteny,

3. nedestrukény, ale neinvazivny — zdroj DNA sa da ziskat bez akéhokolvek kontaktu a
vyrusovania, teda bez potreby odchytu, manipuldcie, alebo aj samotného pozorovania
Zivocicha).

Zdrojom DNA mozZe byt v pripade neinvazivneho spbsobu zberu biologického materialu
srst, perie, trus, moc, parohy (zhody), zvlecend pokozka, vajcové skrupiny, vyvriky dravcov a
sov, alebo aj kosti v tychto vyvrzkoch. V pripade destrukéného alebo nedestrukéného, ale
invazivneho spdsobu zberu biologického materidlu mozu byt zdrojom DNA tkaniva, kosti, krv,
parohy, perie a i.
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Nedestrukény a neinvazivny sp6sob ziskavania experimentdlneho materidlu sa
uprednostiiuje hlavne pri chrdnenych Zivocichoch, pretoZe zarucuje odber vzoriek pre
genetické analyzy bez potreby usmrtenia Zivocichov a bez ich vyruSovania. Pre genetické
analyzy sluzi najéastejsSie trus, na povrchu ktorého sa nachadzaju bunky z epitelu ¢revného
traktu, ktoré umoZznuju naslednu identifikaciu genotypu jedinca (donora).

Predpokladom Uspesnej aplikdcie CMR metédy pre odhad velkosti populacie je
zabezpecenie dostatocného poctu vzoriek, medzi ktorymi sa nachadzaju jednak unikatne
genotypy, t.j. také, ktoré sa zistili v mnoZine vzoriek len raz, ale taktiez genotypy, ktoré sa
v mnoZine vzoriek zistili opakovane. Zakladnou tézou CMR metddy je zistenie vztahu medzi
narastajucim poctom vzoriek a poctom jedincov (unikatnych genotypov). VSeobecné pravidlo
pre spolahlivy odhad velkosti populdacie pomocou CMR metddy je zabezpelenie poctu
vzoriek, ktoré zodpovedd 2,5-3-ndsobku predpokladaného poctu jedincov. Ak
predpokladdame, Ze pocet jedincov medveda hnedého na Slovensku sa pohybuje v intervale
800-1000 kusov, potom potrebny pocet vzoriek sa bude pohybovat v intervale 2400-3000
kusov.

Druhym predpokladom Uspesnej aplikdcie CMR metddy je zber experimentalneho
materidlu v uzavretom aredli (oblasti). Prave aredl medveda na Slovensku mézeme
povazovat za relativne uzavrety, pretozZe jedine z Polska a z Ukrajina sa predpoklada vyskyt
cezhrani¢nych jedincov a kedZe tento modze byt obojstranny neohrozi presnost odhadu
velkosti populdcie.

Tretim predpokladom Uspesnej aplikacie CMR metdédy je opakovanie zberu v cCase,
s cieflom zabezpelenie zberu Co najvyssSieho poctu jedincov, ale aj ¢o najvySsieho poctu
opakovane zachytenych jedincov. Prva etapa zberu vzoriek sa uskutocnila pocas jesene 2013
a opakovanie sa uskutocnilo pocas jari a jesene 2014; toto vytvorilo predpoklad jednak pre
zabezpecenie dostatocného poctu vzoriek a spolahlivé odhady velkosti populdcie. Pri
opakovani zberu pocas jarnych mesiacov bude potrebné obmedzit zber len na mesiace
s nizkymi teplotami a prerusit ho bezprostredne vtermine narastajucich dennych tepl6t,
pretoZze vysoké teploty degraduju DNA.

Idedlny design zberu predstavuje rovhomerna stratifikacia zberu v celom tGzemi (aredli).
V pripade populacie medveda na Slovensku nie je mozné takyto design pouZit, pretoze
v ramci aredlu sa vyskytuju oblasti s nerovhomernou hustotou populacie a naviac, v rdmci
jednotlivych oblasti dochadza kvyraznym sezéonnym presunom medvedov pocas leta
a jesene za potravou av jeseni (pred hiberndciou) k migracii do pokojnejsich oblasti a pod.
Z tohto doévodu sa pouZije oportunisticky spésob zberu, ktory pri priestorovom a ¢asovom
pokryti zberu v celom aredli sa presnostou priblizi idedlnemu designu.

2. Vyvoj velkosti populacie medveda hnedého na Slovensku

Presné historické Udaje o po¢toch medvedov na Slovensku a prilahlych oblastiach (pred
rokom 1918) nam chybaju. V rokoch 1900 aZ 1930 su zname len pocty odstrelenych jedincov

+ A s
oo W

EUROPSKA UNIA

Investicia do Va3ej budiicnosti Tento projekt je spolufinancovany z Eurépskeho fondu pre regionalny rozvoj



T’\?“} Projekt ,,Vyskum a monitoring populacii

% flx vel’kych Seliem a macky divej na Slovensku*

v jednotlivych Zupach, pricom odstrel sa pohyboval od 20 do 60 jedincov, srekordnym
odstrelom v roku 1926, ktory predstavoval 95 jedincov.

Do konca I. svetovej vojny v désledku polovnickeho tlaku, odlesfiovania a inych ludskych
aktivit sa pocet medvedov suUstavne znizoval, ¢o malo za nasledok zmensenie
zapadokarpatského aredlu a zmiznutie dnesnej Casti vychodokarpatského aredlu (Poloniny)
(PAszLAavsky 1918 in HELL & SLAMECKA 1999; HARTL & HELL 1994; FINDO et al. 2007). Pokracovanie
polovnickeho tlaku v obdobi po prvej svetovej vojne viedlo k dalSiemu zniZzovaniu poctu
medvedov aich poget na konci dvadsiatych rokov sa odhadoval na 15-75 jedincov (ZurFa
1932; ToBIAS 1933). Vroku 1932, ked sa uzdkonila celoStatna ochrana medveda a pocet
jedincov sa odhadoval na 40 kusov, hlavne na strednom Slovensku. Zakaz lovu od roku 1932
ochranil zvysky izolovanej populacie v Zdpadnych Karpatoch a umoznil jej prirodzeny narast
v jadrovej Casti aredlu, avsak udalosti pocas druhej svetovej vojny opat zapricinili kratkodoby
pokles pocetnosti medvedov (HELL & SLAMECKA 1999). V patdesiatych rokoch sa pocetnost
medvedov na Slovensku odhadovala na 50-80 jedincov (TURCEK 1949), vroku 1953
odhadovala FERIANCOVA (1953) pocet medvedov na 200 a koncom koncom patdesiatych
rokov sa vyskytovalo na Slovensku cca 200 medvedov (SABADOS & Simiak 1981). V zmysle
polovnicke] Statistiky narastal pocet medvedov z 270 (1964), na 455 (1974) a 635 v roku
1984.

Hustota populacie medvedov bola najvyssia na strednom Slovensku (LZ Cierny Balog),
kde pripadalo na 1000 ha lesnej plochy v priemere 2,26 jedincov, ¢o koreSpondovalo sa
maximalnymi pripustnymi hustotami v Rumunsku (ALmAsaN 1988) a v Bulharsku (GENoOV &
GANCEV 1987). Podobné hustoty sa zistili aj na SLP vo Zvolene a LZ Slovenska Lupéa (1,77,
resp. 1,67 jedincov na 1000 ha).

Na zaklade zvySenych $kdd na véelstvach, drode a dobytku bol lov opat povoleny (JANIK
1997). Napriek tomu pocetnost medvedov dalej narastala. So zamerom brzdit vyvoj sa kvéta
postopne zvySovala, no velkost populacie rastla. Aj napriek tomu, Ze komisia ministerstva
kultury, ktora stanovovala kvéty odstrelu, korigovala poc¢ty medvedov, ktoré hlasili lesné
zavody a pri stanovovani kvét sa pocitalo s odlovenim 50 % prirastku v danom roku, pocty
narastali v désledku pohlavnej nerovnovahy. V prvych 20 rokoch lovu medveda sa ulovilo
celkom xx samcov axx samic, v niektorych oblastiach trofejovy lov eliminoval 80-90 0
velkych starych samcov (JAmNickY 1987). V dosledku pohlavnej nerovnovahy v prospech
samic, boli ro¢né prirastky podstatne vyssie neZ by sa oCakavalo pri pomere pohlavial: 1.

S umyslom zamerat sa na nedospelé jedince, zvacsit pomer odstrelu samic (bez mladat)
a chranit zostavajucich velkych samcov, od roku 1980 Statna ochrana prirody zacala zavadzat
poziadavku planu lovu pre hmotnostné kategérie, ktoré sa postupne sprisnili (KAssa 1998).
Opravenim Strukturovanych planov sa podarilo postupne znizZit podiel ulovenych samcov
medvedov zo 79 % v rokoch 1958-1980 na 64 % v rokoch 1980-1991 (JANik 1997). Napriek
tomu opatreniu pohlavna nerovnovaha nadalej pretrvavala.

Vyvoj pocetnosti populacie mededov od 80. rokov do sucasnosti na zaklade polovnickej
Statistiky sa da rozdelit do dvoch obdobi — osemdesiate roky kedy narast bol spdsobeny
pohlavnou nerovnovahou a sucasne korigovany komisiou a po roku 1990 kedy korekcie

& A = B

EUROPSKA UNIA

Investicia do Va3ej budiicnosti Tento projekt je spolufinancovany z Eurépskeho fondu pre regionalny rozvoj



@o? Projekt ,,Vyskum a monitoring populacii
W=t/ vel’kych Seliem a macky divej na Slovensku*

prestali fungovat a vysledky polovnicke]j Statistiky predstavuju jednoduchd sumu hlaseni
jarnych kmenovych stavov jednotlivych polovnych revirov a v neposlednej rade aj zvySené
prirastky z dovodu vys$sej UZivnosti prostredia (pestovanie kukurice v podhorskych oblastiach
a prikrmovanie raticovej zveri). Samozrejme, tento vysledok nezohladnuje skuto¢nud velkost
populdcie aje zna¢ne nadhodnoteny ato tak zhladiska absolUtnej pocetnosti, ako aj
z celkovej hustoty populdcie a hustoty v jednotlivych oblastiach. Na obr. Xx vidno vyvoj
pocetnosti populdcie medvedov podla polovnickej Statistiky Polov 1-01 a vyrovnany priebeh
podla expertnych odhadov (RiGG & ADAMEC 2007).

Pocty medvedov na Slovensku podla hlaseni pre Eurdpsku komisiu predstavovali
v rokoch 2005-2010 okolo 800 kusov, ¢o by predstavovalu priemernu hustotu 5,6 jedincov
na 100 km?. Najvy33ia hustota sa predpoklada v regidonoch stredného Slovenska, v ktorych sa
obnovila populdcia. Z vysledkov sCitani v Tatrach, Malej a Velkej Fatre a na Polane vyplyva,
Ze chranenu oblasti s kvalitnymi biotopmi a relativne nizkym ru¢enim maju tendenciu mat
najvyssiu hustotu populdcie aZ 11 jedincov na 100 km?. V susediacich oblastiach je hustota
spravidla nizsia, rovnako aj v okrajovych castiach pohoria, kde je mensia lesnatost a vySsia
uroven ludskej ¢innosti (RIGG & ADAMEC 2007). Pre porovnanie, odhady priemernej hustoty
populédcie v Rumunsku sa pohybuju od 8 do 25 jedincov na 100 km? (SELARU & IONESCU 2005,
v pripade prikrmovania aZ 50 jedincov na 100 km? (VAN MAANEN et al. 2006).V Chorvatsku
kolide priemernd hustota medvedov od 5 jedincov na 100 km? v oblastiach s obéasnym
vyskytom aZ do 15-20 jedincov na 100 km? v najkvalitnejich biotopoch. Biologickd unosna
kapacita Zivotného priestoru v Chorvdtsku srozlohou 12 000 km? (¢o kore$ponduje
s velkostou aredlu v SR) sa odhaduje na 1100 medvedov, socidlna kapacita je okolo 900
jedincov (De¢ak et al. 2005).

Neredlnost Udajov z polovnickej statistiky vidiet hlavne pri vypocte hustét populécie na
100 km? (= 10 000 ha), kde sa hustoty podla jednotlivych polovnych revirov pohybuji na
strednom Slovensku od 0,63 do 66,03 jedincov na 100 km?, pri priemernej hodnote 16,93.
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Fig. 1. Maps of bear distribution in Slovakia. a) 18/19th century (hypothesis); b) 19/20th century (Morxar et al., 1984, Storik

etal., 20010); ¢) WWL-WWIL I:FERIANCP\'A. 1955), d) 1953 (Fertancova, 1955); e) 1968 (QKL'LTF’:TY. 1970); 1) 1972 (Her and

SLADEK, 1974); 2) 1977 (Sapapod and Smuax, 1981); h) 19801991 (HeLe and SaBapog, 1993); 1) 2002 (©@NFC SR, 2011); )
2000 (DNFC SR, 2011).
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Fig. 2. State and management of the brown bear population in Slovakia (2002-2010). a) Occumrence stability S %
W= 100%, M=67%, ©=33%,b)kill rate: l<0.1 ps km>, B> 0.1 ps km?®.
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Metodika a design zberu experimentalneho materialu
Rozsirenie medveda na Slovensku

Aredl rozSirenia medveda na Slovensku zabera Uzemie orografické celky stredného
a severného Slovenska — Vysoké Tatry, Nizke Tatry, Mala a Velka Fatra, Slovenské rudohorie,
Kremnické vrchy, Stiavnické vrchy, Oravskd Magura, Pilsko a Babia Hora a okrajovo sa
vyskytuje na vychodnom Slovensku v Levocskych vrchoch a Polonindch ana zapadnom
Slovensku v Strazovskych vrchoch a Vtacéniku (obr. 1).

Obr. 3. Rozsirenie medveda hnedého na Slovensku v roku 2004 (FINDO et al. 2007).

Aredl rozSirenia medveda odvodeny z hlaseni jarnych kmenovych stavov medveda
v rokoch 2010-2012 podla jednotlivych polovnych zdruZzeni je na obr. 2. Kvypracovaniu
mapy rozsirenia medveda na zaklade trojro¢nych hlaseni sme pristupili z dévodu odstranenia
bielych miest vramci aredlu, pretoze nie vietky polovné zdruzenia kazdorocne nahlasili
pritomnost medvedov. Vyrovnanie za trojrocné obdobie povaZujeme za objektivnejsie,
pretozZe zohladfiuje aj moznu migraciu medved'ov medzi susediacimi polovnymi revirmi.

Je potrebné poznamenat, Ze okrem suUvislého aredlu vo vysSie spomenutych
orografickych celkoch sa medved' vyskytuje aj v okrajovych ¢astiach arealu s tendenciou jeho
rozSirovania smerom na severozdpadné Slovensko — Biele Karpaty alavorniky, na
vychodnom Slovensku — do oblasti Pienin, Cergovskych vrchov aBraniska ana
severovychodnom Slovensku okrem jadrovej zény v oblasti Nizkych Beskyd a Bukovskych
vrchov je tendencia rozsirovania smerom na severozapad a do oblasti Vihorlatu a Popri¢ného
pozdl? $tatnej hranice s Ukrajinou. Sirenie smerom na juh stredného Slovenska je vyrazné
najma v oblasti Stiavnickych vrchov a Javoria, ako aj v oblasti Slovenského krasu.

Celkova vymera polovnych revirov Slovenska s pritomnostou medveda predstavuje
1,227.087 hektarov.
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Vzhladom na to, Ze pre Uzemie Slovenska neexistuju spolahlivé udaje o pocte a hustote
vyskytu medvedov v ramci celého arealu (stredné a severné Slovensko a Poloniny) boli pri
navrhu designu zberu pouZité len o Udaje jarnych kmenovych stavov, ktoré su podkladom
pre Polovnicku Statistiku. Poéty jedincov medveda hnedého na Slovensku podla tychto
podkladov sa zdaju byt znacne nadhodnotené, pretoZe reprezentuju len sumu hlaseni
polovnych zdruZeni k 31. marcu beiného roka a nezohladnuju prekryvy jedincov medzi
susednymi polovnymi zdruzeniami.

N/ &tétna hranica

hranica pofovného reviru

Obr. 4. Areal rozSirenia medveda na Slovensku na zaklade jarnych kmenovych stavov v rokoch 2010-2012.
(zdroj: NLC, Zvolen, 2013)

Na zaklade hlasenia jarnych kmenovych stavov medvedov na Slovensku k 31.03.2013 by
sa malo na Slovensku vyskytovat 2 077 medvedov, s priemernou hustotou 1,69 jedinca na
1000 hektarov. Populacna hustota medvedov podla jednotlivych polovnych zdruzeni znacne
kolise a pohybuje sa vintervale 0,07 az 6,60 jedincov na 1000 hektarov., resp. 0,7 aZ 66
jedincov na 100 km? (10 000 ha). Tieto rozdiely st na jednej strane objektivne, pretoze
v jadrove] zone existuju oblasti s vysokou populaénou hustotou (napr. Nizke Tatry a Cast
Slovenského Rudohoria), ale na druhej strane existuju aj subjektivne chyby vyplyvajuce
z nespravnych odhadov. V niektorych pripadoch sa populacné hustoty dvoch susednych
polovnych zdruZeni srovnakymi ekologickymi podmienkami a porovnatelnymi habitatmi
radovo liSia, ¢o mozno pripisat chybe v odhadoch pocetnosti.

Napriek tomuto metodickému nedostatku sme poufZili tieto Udaje ako podklad pre design
zberu a to z dvoch dovodov:
e nahldsenim poctov jedincov sa da vytvorit mapa polovnych zdruZeni s pritomnostou
medveda, t.j. aredl rozsirenia;
e predpokladdme, Ze relativna hustota (t.j. pocCet jedincov na 1000 ha) je
proporciondlna skutoénej hustote vyskytu.

+ A s @
LN Eakles

EUROPSKA UNIA

Investicia do Va3ej budiicnosti Tento projekt je spolufinancovany z Eurépskeho fondu pre regionalny rozvoj



T’\?“} Projekt ,,Vyskum a monitoring populacii

% flx vel’kych Seliem a macky divej na Slovensku*

V pripade, Ze polovné zdruzenia vyskyt medvedov nehldsili, pouZili sme ,expertny
odhad” podla hustoty vyskytu medvedov v susednych polovnych zdruzeniach, podobne aj na
hraniciach vyskytu sme pouzili ,,expertny odhad”.

Pri ndvrhu rozdelenia poctov skimaviek v rdmci celého aredlu sme vychadzali zo Styroch
mnozin zberadov:

e (lenovia polovnych zdruzeni,

e pracovnici Lesov SR, $.p.,

e pracovnici Statnych lesov TANAPu,

e pracovnici Statnej ochrany prirody SR.

V pripade prvej mnoZiny dat zdkladom bolo rozdelenie 7773 skimaviek do polovnych
zdruzeni stym, Ze na kazdé zdruZenie pripadol pocet skumaviek rovnajuci sa priblizne
trojndsobku poctu medvedov hlasenych podla jarnych kmernovych stavov. Tieto pocty boli
korigované podla ,expertného odhadu” v pripade polovnych zdruZeni, ktoré nenahlasili
po¢ty medvedov do Statistiky, alebo polovnych zdruzeni na okraji aredlu, kde
predpokladdame vyskyt.

V pripade druhej mnoZiny zbera¢ov sme vychdadzali z poctu skimaviek 3252, ktoré sme
rozdelili medzi lesné spravy (celkove 79 lesnych sprav v 20 odstepnych zdvodoch), v rdmci
celého aredlu medveda. Zakladny pocet pre lesnu spravu bol 48 skumaviek, stym, Ze
v pripade niektorych lesnych sprav na hranici vyskytu sme tento pocet znizili na 18.

Pre ochranné obvody Statnych lesov TANAPu sme rozdelenie poctov skimaviek
uskutocnili analogickym spésobom ako v pripade lesnych sprav Lesov SR, s tym, Ze ochranné
obvody obdrzali pocty skimaviek proporciondlne velkosti ochranného obvodu
a predpokladanému poctu jedincov, celkom 364 skumaviek.

Tretiu mnoZinu predstavovali pracovnici Statnej ochrany prirody SR. V tomto pripade sa
uskutocnilo rozdelenie poctov skimaviek proporciondlne podla velkosti narodného parku
alebo chranenej krajinnej oblasti. Poéty skiimaviek rozdelené pre pracovnikov Statnej
ochrany prirody SP predstavoval 1200.

Okrem tychto poctov sa rozdelilo 500 skumaviek pre dobrovolnikov (Studenti Technickej
univerzity, pracovnici Ustavu ekoldgie lesa SAV, Narodného lesnickeho centra, sukromné
osoby, ai.).

Celkom sa rozdelilo 13089 skiumaviek pre celé Uzemie Slovenska s vyskytom medveda,
teda pocet vyssi nez povodne predpokladala metodika. Stalo sa tak z dévodu, Ze v priebehu
vypracovavania rozdelovnika skumaviek a pomocok pre zber sa vyskytli nepredvidané
Specifické pripady, kde bolo potrebné modifikovat pokrytie okrajovych casti aredlu (bez
hlasenia poctov medvedov do Polovnickej Statistiky) a modifikovat pokrytie oblasti s vda¢Sou
hustotou medvedov. Ztohto dovodu sa zvysili aj pocty zakupenych skimaviek oproti
pladnovanym 10000 kusov. Uhrada zvy$eného poctu skiimaviek sa uskutocnila z prostriedkov
Technickej univerzity.

Logistika
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Pre zabezpecenie hladkej distribucie skimaviek a pomoécok potrebnych pre zber ako aj
metodiky zberu sa na Slovensku uskutocnilo celkom 21 inStruktdzi. InstruktaZze pre zberacov
sa uskutocnili nasledovne:

e pre polovnych hospodarov polovnych zdruzeni,

e pre polovnych referentov odstepnych zavodov statneho podniku Lesy SR,

e pre veducich ochrannych lesnych obvodov Statnych lesov TANAPu,

e pre zooldgov Statnej ochrany prirody SR.

Celkovy pocet inStruktazi pre polovnych hospodarov, polovnych referentov OZ, veducich
ochrannych obvodov Statnych lesov TANAPuU a pracovnikov SOP SR bol 21. Miesta konania
inStruktazi su uvedené v tabulke 5. InStruktaze uskutocnili: Prof. Ing. L. Paule, PhD., Ing. D.
Krajmerova, PhD. a Ing. J. Bakan, PhD.

Pocas inStruktazi sa uc€astnikom z polovnych zdruzeni rozdelili skimavky a pomocky na
zber vzoriek trusu. V pripade neucasti zastupcov polovnych zdruzeni sa skimavky a pomocky
distribuovali prostrednictvom Okresnych polovnickych komor. Distribucia pre lesné spravy
a ochranné obvody sa uskutocnila bud prostrednictvom odstepnych zavodov Lesov SR, $.p.,
resp. Statnych lesov TANAPu. Distribucia pre jednotlivé zlozky Statnej ochrany prirody SR sa
uskutoénila prostrednictvom riaditelstva Statnej ochrany prirody SR v Banske] Bystrici.

Balicek potrebny na zber experimentalneho materidlu obsahoval 3 skimavky vybavené
nalepkou, 1 tuzka, 1 mapa polovného reviru, prirucka (1 prirucka na tri balicky skimaviek).

Zberadi zlesnych sprav Lesov SR aochrannych obvodov Statnych lesov TANAPu
neobdrzali mapy polovnych revirov, ale miesta zberu zaznamendvali podla Cisla porastu.
Podobne ani pracovnici SOP SR neobdrZali mapy, ale miesto zberu zaznamendvali
suradnicami GPS.

V Casopisoch Polovnictvo a rybarstvo (9/2013) a Lesnik (9/2013) boli uverejnené dva
¢lanky:

e PAULE, L. & KRAIMEROVA, D., 2013: Pomoéite zratat medvede. Polovnictvo a rybdrstvo
65(9): 30-31.

e PauLE, L. & KRAIMEROVA, D., 2013: Genetika v sluzbach medvedov. Lesnik 12(9): 10-11.

V tychto ¢lankoch sa popisal projekt, nacrtla sa metodika a zverejnila vyzva na ziskanie
spolupracovnikov zradov polovnikov alesnikov. Televizia Markiza, Televizia JOJ, Radio
Regina a TASR uverejnili prispevky avizujuce zaciatok projektu. Vyznamnym pocinom bolo
zriadenie domadcej stranky http:/www.tuzvo.sk/medvede, ktord predstavuje platformu pre
komunikaciu medzi rieSitelmi projektu, spolupracujucimi institiciami a dobrovolnikmi
zabezpecujucimi zber trusu.

Technika odberu experimentalneho materialu

Zbierali sa Cerstvé vzorky trusu, nie starSie ako 5 dni, ktoré neboli vystavené priamemu
slne¢nému ziareniu. Z jedného trusu sa odobrala vzorka iba do jednej skimavky. Vzorky sa
odobrali z povrchovej Casti trusu, ktora bola vystavend kontaktu so sliznicou ¢reva. Velkost
vzorky trusu zodpovedala velkosti lieskového orecha(l cm3). Po odbere sa vzorka trusu
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preniesla do 50 ml skimavky s konzervacnym roztokom (96 % etanol). Osvedcilo sa odobrat
vzorky trusu pomocou dvoch vetviCiek, ktoré najdeme na blizku, alebo podobného
materialu, ktory sa po poufZiti zahodi. Na kazdu vzorku sa pouZilo ,nové naradie”, ¢im sa
zamedzilo znecisteniu vzoriek DNA inou vzorkou a tym ich znehodnoteniu.

PriliS velké vzorky trusu neboli vhodné, pretoze konzervacny roztok bol menej ucéinny a
kvalita ziskanej DNA sa znehodnotila.

Kazda skimavka sa opatrila etiketou (obr. 5), ktord mal zberac starostlivo vypisat, aby sa
dala vzorka identifikovat.

Udaje o vzorke trusu medveda

Déatum zberu

Meno zberaéa

Polovny revir

Miesto O cesta
Porast O krmovisko
Suradnice O iné

Velkost trusu (zakriizkuj) Cerstvost vzorky (zakrizkuj)
maly stredny velky (0 1 2 3 4 5 dni
Poznamky

W et e [ 8]
Obr. 5. Etiketa na skimavkach
Trus sa po odbere vzorky oznacil alebo odstranil, aby z neho iny zbera¢ neodoberal dalsiu

vzorku.

Skimavka so vzorkou trusu sa uskladnila na chladnom atmavom mieste az kym sa
neodovzdala pofovnému hospoddrovi, ktory ich odovzdal Slovenskej polovnickej komore,
kde sme si ju vyzdvihli (pracovnici Technickej univerzity vo Zvolene). Pripadne nas zberaci
kontaktovali priamo avzorky sme od nich prebrali osobne. Nasledne sa vzorky uchovali
v chladnicke pri 4 °C az do extrakcie DNA.

Medved: Medvedi trus je pomerne dobre rozpoznatelny najma podla velkosti, tvaru a zloZenia. Ma
tvar hrubsich $ulkov, ktoré su casto preldmané aoddelené, lezia viak na jednej kope. Sulky
u dospelych jedincov su hrubsie a SirsSie ako u psa a vlka (obr. 7). Trus z lesnych plodov ma casto tvar
kravského lajna. Obsah medvedieho trusu sa meni v zavislosti od dostupnosti jednotlivych zloZiek
potravy. Jednotlivé zlozky su vSak dobre viditelné, pretoZe k prezutiu potravy nedochadza tak
dokonale ako u prezivavcov. Na jar ¢asto obsahuje srst z kadaverov, korienky, neskér hmyz, zelené
Casti rastlin. V lete su pritomné semena lesnych plodov, podla ktorych je trus aj sfarbeny. Na jesen su
obvyklou stéastou trusu medveda bukvice a zalude. V oblastiach, kde sa zver prikrmuje, je beznou
zlozkou trusu sildz, kukurica, ¢i obilniny.
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Obr. 8. Odber vzorky trusu

Zber vzoriek tkaniv a srsti

ﬁ TN op | Zp e
Mislraeehotnine pattieda EUROPSKA UNIA

Investicia do Vadej budicnosti Tento projekt je y z Eurép: fondu pre regionalny rozvoj




T’\?“} Projekt ,,Vyskum a monitoring populacii

% flx vel’kych Seliem a macky divej na Slovensku*

Vzorky tkaniv z ulovenych alebo inak usmrtenych jedincov medvedov sa uchovavali v 96
% etanole. Predstavuje najvhodnejsi spO6sob uskladnenia vzoriek, ktoré sa rychlo kazia
(makké tkaniva, trus). Vzorky méakkych tkaniv je najlepsie skladovat v skimavkach alebo
inych odberovych nadobach, ktoré sa daju pevne uzatvorit, sroztokom etanolu (=
etylalkohol, alkohol) s vysokou koncentraciou (96%). Do skimavky sa vkladd vzorka v tvare
rezanca o dizke maximalne 1 cm. Objem vzorky by nemal presiahnut 1/5 skimavky, aby bola
vzorka dobre zakonzervovana, t.j. zo vzorky je p6sobenim etanolu odstranena voda.

Vzorky srsti sa odoberali zo stromov, bud nahodne ndjdenych, alebo zo stromov na
ktorych boli inStalované pasce (hair traps) na zber srsti vo forme slucky z ostnatého drotu.
Pasce na zber srsti sa inStalovali v blizkosti krmovisk a ako vnadidlo pre medvede sa pouzil
bukovy tér. Zber srsti sa uskutocnil v dvojtyzdnovych intervaloch, pricom po kazdom zbere sa
z ostnatého drétu odstranili vSetky chlpy opalenim plamenom zapalovada. Vzorky srsti
ziskané z pasce sa zberali pinzetou a do analyzy sa uskladnili v papierovej obalke.

3. Metodika laboratérnych analyz

Extrakcia DNA

Extrakcia DNA prebiehala vo vyhradenom laboratdriu, uréenom na manipuldciu
s neinvazivnymi vzorkami. Vzorky trusu sa pripravili pomocou jednorazovych laboratérnych
pomocok v dezinfikovanom laminarnom PCR boxe, aby sa zabezpecila ochrana vzoriek pred
moznou kontaminaciou. Aj samotna izolacia DNA sa uskutocnila v laminarnom PCR boxe po
UV vyZiareni. Pri kazdej sade, t.j. 23vzoriek sa pouzila aj negativna kontrola, t.j. skimavka bez
vzorky na detekciu kontamindcie. Na izolaciu DNA z trusu sa pouzili izolacné kity ,QlAamp
DNA StoolMini Kit“ a ,,QlAampFast DNA Stool Mini Kit“ (Qiagen), na izolovanie DNA z chlpov
sa pouzila metdda podla GLowATzkl (2011) a tkaniva sa izolovali podla modifikovanej metédy
(DovyLE & DoyLE 1987), ktord bola dalej modifikovana na extrakciu DNA zo Zivocichov (OLIVEIRA
et al. 2007).

QlAamp DNA Stool Mini Kit

Mensia Cast trusu sa vlozila do 2 ml skimavky a pridalo sa 1,6 ml ASL pufru. Skiimavky sa
vortexovali, kym nebola zmes homogénna. Nasledne sa skimavky centrifugovali pocas troch
minut, aby sa necistoty a pevné casti trusu usadili v spodnej Casti skimavky. Do novej 2 ml
skimavky sa prepipetovalo 1,4 ml vrchnej casti, tzv. supernatant apridala sa jedna
InhibitEXT tableta. Obsah sa vortexoval pocas jednej minutu a dalSiu minutu sa zmes nechala
postat. Aby sa pevné Casti z tablety usadili na dno skiimavky, cely obsah sa centrifugoval pri
14 000 otackach pocas 3—6 minut. lhned po centrifugacii sa prepipetoval supernatant do
novej 1,5 ml skimavky. Nasledovala dalSia centrifugacia pocas 3 minut, aby sa vSetky
pripadne vyskytujuce pevné Casti usadili. Do novej 2 ml skimavky sa pridalo 25 ul proteinazy
K a 600 ul vrchnej casti ¢ireho centrifugovaného supenatantu. Pridalo sa 600 pl AL pufru
a vortexovalo asi 15 sekund. Celd zmes sa inkubovala pri 70 °C pocas 10 minut. Potom sa
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pridalo 600 pl etanolu (96 %) avsetko sa dokladne zvortexovalo. V dalSich krokoch sa
pouzivali filtra¢né skumavky na zachytenie DNA na filtratnej membrane. Do oznacenych 2 ml
filtracnych skumaviek sa prepipetovalo 600 ul lyzatu z predchadzajdceho kroku, bez
navlihCenia okraja skdmavky acentrifugovalo sa 1 mindtu. Filtracnd skdmavka sa
premiestnila do novej 2 ml zbernej skimavky astard zbernd skimavka s filtrdtom sa
vyhodila. Znova sa prepipetovalo 600 ul lyzatu do filtraénej skimavky a centrifugovalo sa 1
minutu. Filtracna skimavka sa premiestnila do novej 2 ml zbernej skimavky a stara zberna
skumavka s filtratom sa vyhodila. Cely krok sa opakoval este jedenkrat. Takto zachytena DNA
sa precistila v dvoch nasledujucich krokoch. Najprv sa do filtracnej skimavky napipetovalo
500 pl AW1 pufru, centrifugou sa odstranil pufor do zbernej skimavky a filtracna skimavka
sa preloZila do novej Cistej zbernej skimavky. Nasledovalo napipetovanie 500 pl AW2 pufru,
centrifugovanie a prelozZenie filtraCnej skimavky do novej zbernej skimavky. Predposledny
krok spocival v centrifugacii nasucho, teda bez pridania akejkolvek zlozky, aby sa odstranila
prebytoc¢na kvapalina z membrany s DNA, kedZe kvapalina obsahuje etanol a etanol moze
posobit ako inhibitor PCR. Filtratna skimavka sa naposledy premiestnila do 1,5 ml skimavky
a na membranu sa napipetovalo 200 pl AE pufru. Nechalo sa postat a centrifugovalo sa 1
minutu. Filtracna skimavka sa uz mohla vyhodit, lebo precistend DNA sa odcentrifugovala do
1,5 ml skimavky.

QlAampFast DNA Stool Mini Kit

Tento izola¢ny kit vyuziva podobni metodiku ako predchadzajuci, okrem poufzitia tabliet.
Ak pufre AL alnhibitEX obsahovali zrazeniny, tieto sme zahriatim v mikrovinnej rure
rozpustili. Mensia ¢ast trusu sa vloZila do 2 ml skimavky a pridal sa zohriaty inhibitEX pufor
v objeme 1 ml. Obsah skimavky sa zvortexoval kym nebola zmes homogénna. Nasledne sa
skumavky centrifugovali pocas jednej minuty, aby sa necistoty a pevné casti trusu usadili
v spodnej Casti skimavky. Do novej 2 ml skiumavky sa pridalo 25 ul proteindzy K, 600 pl
vrchnej casti Cireho odcentrifugovaného supenatantu a 600 pl AL pufru. Celd zmes sa
inkubovala pri 70 °C pocas 10 minut. Potom sa pridalo 600 pl 96 % etanolu a vsetko sa
dokladne zvortexovalo. V dalSich krokoch sa pouzivali filtracné skimavky na zachytenie DNA
na filtracnej membrane. Do oznadenych 2 ml filtracnych skimaviek sa prepipetovalo 600 pl
lyzatu z predchadzajuceho kroku, centrifugovalo sa 1 minutu. Filtracné skdmavky sa
premiestnili do novej 2 ml zbernej skimavky a staré zberné skimavky s filtratom sa vyhodili
a cely tento krok sa opakoval este dvakrat. Takto zachytena DNA sa musela predistit a to sa
vykonalo v dvoch krokoch. Najprv sa do filtracnej skiimavky napipetovalo 500 ul AW1 pufru.
Pufor sa odcentrifugoval do zbernej skimavky a filtratnd skiumavka sa prelozZila do novej
Cistej zbernej skumavky. Nasledovalo napipetovanie 500 ul AW2 pufru, centrifugovanie
a preloZenie filtraCnej skimavky do novej zbernej skimavky. Predposledny krok spocival v 3
minutovej centrifugdcii nasucho, teda bez pridania akejkolvek zloZky, aby sa odstranila
prebytoc¢na kvapalina z membrdany s DNA. Filtra¢na skimavka sa naposledy premiestnila do
1,5 ml skimavky a na membrdnu sa napipetovalo 200 ul ATE pufru, nechalo sa postat
a nasledne centrifugovalo 1 minutu. Filtracné skimavky sa uz mohli vyhodit, lebo precistena
DNA sa odcentrifugovala do 1,5 ml skimavky.
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Izolovanie DNA z chlpov podla protokolu podla Glowatzki

Korienky chlpov sa odstrihli a vloZili do 200 ml skimaviek, do ktorych sa napipetovalo 45
ul lyzaéného roztoku (10 mMTris pH 8.3, 50 mM KCL, 0,5% Tween ) a 5 ul proteinazy K. Zmes
sa dokladne zvortexovala a scentrifugovala, aby vlasové cibulky zostali ponorené v roztoku.
Nasledovala inkubacia pocas celej noci pri termocyklickom rezime: 9 hodim pri 56 °C. Na
druhy den sa skumavky centrifugovali a obsah s DNA sa prepipetoval do novych 200 ml
skumaviek.

Modifikovand metéda podla DovLe & DoyvLe (1987), ktora bola dalej modifikovanad na
extrakciu DNA zo Zivocichov (OLIVEIRA et al. 2007)

Pri extrakcii DNA sa pouZival maly kusok tkaniva (20-50 mg), alebo 500 pl krvi, ktoré sa
vlozili do 2 ml skimavky spolu s 500 pl lyza¢ného roztoku (1M Tris pH 8,0; ,05M EDTA pH8,0;
5M NaCl; 10% SDS, dH,0) a tiez sa pridalo10 plproteindzy K. Zmes sa inkubovala pri 56 °C,
500 ot-min~! niekolko hodin alebo cez noc, kym sa tkanivo Uplne nezlyzovalo. V dalsom
kroku sa pridalo 500 ul extrakéného roztoku (NaCl; 0,5M EDTA; 1M TRIS; PVP 40-T; CTAB; B-
mercaptoethanol), ktory sa skor predohrial na 65 °C. Nasledovala inkubdcia pri 65 °C pocas
30 minut. Po uplynuti inkubacnej doby sa pridalo 200 ul ,mokrého” chloroformu
(chloroform; octan-1-ol) a centrifugovalo sa 5 minut pri 15 000 ot-min~. Proteiny sa vyzrazali
a usadili na dno skumavky, supernatant sa odpipetoval do novych 1,5 ml skimaviek. Pridalo
sa 600 pl izopropylalkoholu a skiumavky sa odlozili na pol hodinu do mraznicky. V tomto
kroku sa DNA vyzrazala. Nasledne sa skimavky centrifugovali, aby sa vyzrazana DNA usadila
na dno, lebo v tomto kroku sa supernatant zo skimavky odstranuje vyliatim. Pridalo sa 1 ml
WASH pufru (96 % etanol; 10M octan aménny), ktorym sa DNA predcistovala. Skimavky sa
nechali postat 1 hodinu v chladnicke. Centrifugaciou sa DNA usadila na dne skimaviek
a obsah skumaviek sa vylial. Skimavky sa vysusili a pridalo sa 100 ul TE roztoku (1M REIS pH
7,4; 0,5M EDTA), v ktorom sa DNA rozpustila. DNA sa skladovala pri teplote 4°C aZz do
zaCiatku analyz a pri —20 °C pri dlhodobom uskladneni.

Amplifikdcia

Na amplifikaciu DNA sa pouZilo 13 mikrosatelitnych markérov v jednom multiplexe —
Mul0, Mu23, Mu50, Mu59, G10L, Mu9, Mul5 (BELLEMAIN & TABERLET 2004, TABERLET 1997),
G10C, G10L, G1D, G10P, G10X (PAETKAU & STROBECK 1994, PAETKAU et al. 1995, PAETKAU 1998).
Pohlavie jedinca sa urcilo na zdklade analyzy lokusu SRY na chromozéme Y (pritomnost alely
znaci samcie pohlavie). ZloZzenie reakénej zmesi: 1,5 pl DNA templdtu, 2 x Qiagen Multiplex
Hot Start Mix; 5x Q Solution, 0,4-0,6 uM fluorescencne znacenych primerov (6-FAM =
modra, VIC = zelend, NED = ZItd a PET = Cervena).
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Tab.1. Pouzité mikrosatelitné merkéry.

Mark . . . oA Hetero- Pocet Rozsah | Fluores- Publiko-
. Sekvencia primeru 5'-3 , . .
ér zygotnost alel (bp) cencia vané
F | AAAGCAGAAGGCCTTGATTTCCTG Paetkau et
G1oc R | GGGACATAAACACCGAGACAGC 0,7066 8 87-107 vic al. 1998
F | CAACAAGAAGACCACTGTAA 222- Paetkau
G10H R | AGAGACCACCAAGTAGGATA 0,7736 8 258 6-FAM 1998
Paetkau &
F | ACTGATTTTATTCACATTTCCC 143-
GIOL | ¢ | GATACAGAAACCTACCCATGCG 0,6097 8 159 PET St;;;fk
F | TACATAGGAGGAAGAAAGATGG 147- Paetkau et
Glop R | AAAAGGCCTAAGCTACATCG 0,7444 8 167 vic al. 1998
F | CCCTGGTAACCACAAATCTCT 134- Paetkau et
G1oX R | GATCTCAGTTATCTGTGAAATC 0,57 8 148 6-FAM al. 1998
Paetkau &

n

c1p ATCTGTGGGTTTATAGGTTACA 07871 6 |he7-179 | 6ram | strobeck

R | CTACTCTTCCTACTCTTTAAGAG 199
F | ATTCAGATTTCATCAGTTTGACA 112 Bellemain &
Mull | ¢ | TCAGCATAGTTACACAAATCTCC 0,7558 ? 132 6-FAM T?ﬁ;ft
F | CTGAATTATGCAATTAAACAGC 117- Taberlet
Mul5 | ¢ | AAATAAGGGAGGCTTGGGT 0,72 / 129 PET 1997
Bellemain &
F | TAGACCACCAAGGCATCAG 142—
Mu23 | o | GCCTGTGTGCTATTTTATCC 0,8281 8 160 NED Taberlet
2004
Bellemain &

F | GTCTCTGTCATTTCCCCATC
Mu50 R | AACCTGGAACAAAAATTAACAC 0,7131 8 78-102 6-FAM Taberlet

2004
F | GCTCCTTTGGGACATTGTAA Bellemain &
Mu59 | r | TGACTGTCACCAGCAGGAG 0,7739 13 [ 90-122 | NED Taberlet
2004
F | AGCCACTTTGTAAGGAGTAGT 184— Bellemain &
Mud | ¢ | ATATAGCAGCATATTTTTGGCT 0,6866 7 200 vic Tﬂg;ft
Bellemain &

F | GAACGCATTCTTGGTGTGGTC
SRY R | TGATCTCTGAGTTTTGCATTTG - ! 82 ET Tazbo%zl;et

Podmienky amplifikacie DNA v polymerazovej retazove] reakcii: po¢iato¢na denaturacia
prebiehala 15 min pri 94 °C (aktivacia polymerdazy), nasledovalo 35 cyklov: denaturacia 30
sekund pri 94 °C, hybridizacia 90 sekund pri 58 °C a extenzia 90 sekind pri 72 °C. Konecna
extenzia prebiehala pri 60 °C 30 min. Pre kazdu sadu vzoriek sa pouzilo 1-4 negativnych
kontrol, kde miesto extraktu DNA bola pouzitd ultracistd voda kvoli detekcii kontaminacie.
Rovnako sa pouzilo 1-4 pozitivnych kontrol, aby sa detekovala uUspesnost amplifikacie na
znamych vzorkdach, ktoré sliuzili aj ako alelicky rebrik. Na amplifikaciu sa poutzili cykléry
PTC200 (MJ Research), T personal (Biometra), GeneAmp® PCR System 9700
(AppliedBiosystems), iQ5 real-time PCR detection system (Bio-Rad).

-
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Zmes pre fragmentacné analyzy v genetickom analyzatore ABI 3130 sa vytvorila 29,1 ul
formamidu (denaturaéné ¢inidlo), 0,1 pl GeneScan™- 500LIZ (AppliedBiosystems), ¢o je
dizkovy $tandard, ktory sa pridal na identifikaciu dizky kazdého fragmentu (alely) a 0,7 ul PCR
produktu. Tato zmes sa vkladala do pristroja v 96 jamkovych platni¢kach, hned potom, ¢o sa
v cykléri denaturovala 3 min pri 95 °C. Produkty PCR sa vyhodnotili pomocou automatického
kapilarneho genetického analyzatora ABI 3130 (Applied Biosystems, USA). Vystup bol
generovany ako hruby zaznam v podobe grafu. Ziskané vysledky sa vyhodnocovali pomocou
softvérového programu GeneMapper verzia 4 (Applied Biosystems), ktory je sucastou
sofvérovej vybavy genetického analyzatora. Vystupom boli genotypy jednotlivych vzoriek
v grafickom a tabulkovom prevedeni.

5. Vysledky
5.1 Popis dat

Pre analyzy genotypov sluzilo 2977 vzoriek trusu, vlasov, krvi a tkaniv. Data boli zostavené
v Excel formate sinformaciou o opakovaniach. Kdispozicii boli tiez pdévodné data
z Genemapperu, avSak oznacenia jednotlivych vzoriek neboli konzistentné a preto sa
nemohli pouZit pre import do databazy genotypov, ale boli pouzité pre overenie akychkolvek
nepresnosti. Metadata jednotlivych vzoriek (lokalita, datum, typ vzorky atd) boli k dispozicii
ako databdza vo formate MS Access. Spolu bolo analyzovanych 12 mikrosatelitrovych
lokusov (G10C, G10H, G10L, G10P, G10X, G1D, Mu10, Mul5, Mu23, Mu50, Mu59, and Mu9)
a lokus pre urcenie pohlavia (SRY).

Vsetky ddata boli importované do databdzy vo formate MisBase MS Access (Skrbinsek,
nepublikované).

5.2 Konsenzudlne genotypy a odhady spolahlivosti

Konsenzudlne genotypy boli vyprodukované pre vsetky vzorky naprie¢ vsetkymi
opakovaniami, pri zohladneni poctu opakovani, kvality PCR a celkovej kvality vzoriek.
Kvalitativny ondex sa stanovil na zaklade metédy, ktord navrhli MiQueL et al. (2006). Celkova
spolahlivost genotypov bola stanovend programom Reliotype na zaklade maximum
likelihood procedury, ktord navrhli MiLLER et al. (2002) a implementovanej do MisBase
databdzy. Pre neinvazivne vzorky, kazda alela mala byt zistena najmenej dva razy aby bola
zaznamenana v genotype, ale bola povazovana za ,,nespolahlivi” ak sa objavila len raz.

5.3 Procedura parovania genotypov

Vsetky genotypy (vtomto pripade pouZité ako genetické oznacenia) v databaze slovenskych
medvedov sa porovnavali na zaklade pdrovania s ciefom identifikacie jednotlivych jedincov.
Jednoduchy alelicky ,,dropout” (MiQueL et al. 2006) pre spolahlivi zhodu sa pripustil
v pripade ak cely panel amplifikovaného lokusu u oboch vzoriek dosiahol hodnotu Pl
(pravdepodobnost identického genotypu medzi surodencami) maximdalne 0,01 aPI
(pravdepodobnost identity nepribuznych jedincov) dosiahla hodnotu maximalne 0,00001
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(WarTs et al. 2001). Inkompatibilné genotypy (rézne alely) neboli pripustné. Vsetky takmer
identické genotypy (t.j. najviac dva alelické ,dropouty” alebo nekompetibilné rozdiely medzi
genotypmi) sme overovali manualne v databdze poOvodnych dat a metaddtach vzoriek,
a konecné rozhodnutie tykajuce sa zhody sa uskutocnilo na zaklade vSetkych informacii.

5.4 Procedura akceptacie genotypov

Vsetky genotypy s kvalitativnym indexom (Ql) > 0,2 a s najmenej piatimi lokusmi s dobrymi
PCR produktami boli spracovan0 porovndvacim algoritmom. Po aplikdacii procedury
rozhodovacieho porovnavania, boli uskuto¢nené nasledovné kroky:

e Zhodné vzorky: ak najlepsie vzorka v porovndvanej skupine (vzorky pravdepodobne
z toho istého jedinca) mali spolahlivost genotypov (REL) > 0,95 alebo dve vzorky
v skupine mali (REL) > 0,90, vSetky vzorky v skupine sa prijali.

e Nezhodné vzorky: neinvazivne vzorky, ktorych genotypy za nezhodovali so Ziadnym
z genotypov (jednotlivé zachytenia) s (REL) > 0,95 a (Ql) > 0,5 boli prijaté. Vsetky
zostavajuce neinvazivne vzorky boli vylucené z dalSej analyzy. VSetky vzorky tkaniv
(vzorky s vysokou kvalitou DNA) s primeranym uspechom amplifikdcie boli prijaté
bez dalSieho testovania odhadov spolahlivosti.

5.5 Vysledky pripavy dat

Prvé overenia genotypov identifikovali kvalitativne problémy v troch lokusoch G10H, G10X,
Mu23 a Mu9. Tieto Styri lokusy boli predbezne vylucené z dalSich analyz. Plsi, zostavajucich
lokusov bolo 8,74E-04, a Pl 2,21E-08, ¢o umoznilo ziskanie vhodného panelu pre oznacenie
jedincov a to aj v pripade ak dva lokusy v porovnani neamplifikovali.

Tab. 2. Parametre genetickych markérov pouzitych v tejto studii.

Markér A Ae Ho He PI Plsib | Nsamples
G10C 8333|049 |0,70 | 0,12 | 0,43 | 750
G10H* 84,28 |0,65|0,77 | 0,09 | 0,39 | 730
Gi10L 8258|039 |061]|0,21|0,50 | 747
G10P 9(390]|055]|0,74 | 0,11 | 0,40 | 750
G10X* 71237030 0,58|0,21| 0,51 | 745
G1D 6|4,71]|063]|0,79 | 0,07 | 0,37 | 750
Mu1l0 8|4,04|057]|0,75|0,10 | 0,40 | 748
Mul5 6356|042 |0,72|0,12 | 0,42 | 742
Mu23* 8574|068 |083|0,05]| 0,35 | 745
Mu50 71351053071 0,12 | 0,42 | 749
Mu59 11| 4,49 | 0,60 | 0,78 | 0,08 | 0,38 | 747
Mu9* 7312|052 |0,68 | 0,16 | 0,45 | 744
*Lokusy vynechané z dalsich vypoctov | 7,00 | 3,35 | 0,46 | 0,65 | 0,10 | 0,37 | Priemer
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| 1,64 | 0,68 | 0,08 | 0,06 | 0,04 | 0,04 | SD |

V celkovom subore 1834 vzoriek sme identifikovali 831 jedincov s pouzitelnymi spolahlivymi
genotypmi. Vzorky, ktoré boli ziskané pred zaciatkom Studia abundancie boli vynechané
z modelovania CMR (neboli subjektom toho istého procesu Capture — Mark — Recapture).
Genotypy 1143 vzoriek boli slabé a boli vylucené z dalSej analyzy. 74 vzoriek malo chybajuce
metadata alebo to boli vzorky z Pol'ska, pripadne zozberané pre iny Ucel a teda navhodné pre
CMR analyzu. Priestorové rozmiestnenie vzoriek poukdazalo na dobré priestorové pokrytie
Studovaného Uzemia a dobru separdciu vzoriek v dvoch oblastiach s vyskytom medveda —
jednu na strednom Slovensku a jednu na vychodnom Slovensku (obr. 9). Zistilo sa, Ze dva
jedince migrovali medzi obomi oblastami pocas trvania tejto studie, ¢o indikuje, Ze medzi
oblastami existuje urcitd vymena génov.

o >4 Y = FBleod
F, Hair
F, Scat

F, Tissue

M, Blood
M, Hair

M, Scat
M, Tissue
NA, Hair
NA, Scat
X NA, Tissue

B OE ¥ B B ¥ ¥ @

= Content may not reflect Mational Geographic's current map policy: Sources: National Geographic. Esfi

Obr. 9. Priestorové rozmiestnenie vzoriek zozberanych pre tato $tudiu. Ciary spajaju vzorky toho istého
jedinca v chronologickom poradi.

5.6 Modelovanie Capture — Mark — Recapture

CMR modelovanie ndm umoziiuje prekonat spornu otazku v kazdej sStudii populaénej
abundancie: explicitne odhadnut pocet nedetekovanychjedincov v pokuse a pre tieto odhady
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urcit intervaly spolahlivosti. Existuju niektoré kritické predpoklady, ktoré musia byt pre
spravnu funkciu tychto modelov splnené:

a)

b)

Vsetky jedince (v nasom pripade uUspesné identifikacie genetického oznacenia
jedincov vo vzorke) musia byt sucastou toho istého Mark — Recapture procesu (t.j.
Ziadna vzorka by nemala byt ziskana v roku pred zaciatkom alebo po skonceni
pokusu),

Nemala by existovat heterogenita zachytenia medzi jedincami alebo mala by byt
popisatelnd meratelnymi parametrami (napr. pohlavie jedincov, obdobie ... — tieto
predpoklady st v niektorych modeloch pripustné). Statitisticky najsilnejsie modely
maju dodatkovy predpoklad populaénej uzavretosti populacie v obdobi trvania
pokusu (bez mortality, alebo nedetekovanej mortality, bez prijimania novych
jedincov, bez emigracie a bez imigracie). VSetky vyssie uvedené prepoklady sa mézu
v pripade akejkolvek studie s divymi ZivoCichmi do urcitej miery narusit, pri
modelovani ich musime testovat a musime sa ubezpecit, Ze modely pouZité pre
analyzu su skutocne pre dany typ experimentdlnych dat adekvdatne. Konecna kvalita
vysledkov zavisi vylu€ne na odchylke dat od tychto predpokladov ana pocte
opakovane ziskanych vzoriek (recaptures) (intenzita vyberu). VSeobecnym pravidlom
je, Ze vysoky podiel opdtovné zachytenych jedincov umoZriuje vysoku presnost
a nevychylené odhady velkosti populacie a to aj vpripade ak su niektoré
predpoklady (v primeranej miere) narusené. Nizky stupen opadtovného zachytenia
poskytuje menej spolahlivé vysledky.

5.7 Proces Mark — Recapture

V nasledovnom grafe je zndzorneny proces Mark — Recapture (obr. 2 Apendix)
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Obr. 10. Graf procesu Mark — Recapture. Kazdy znak je vzorka, linie spdjaju viacnasobné vzorky z toho istého
jedinca. Casova os prebieha zlava doprava.

Prevazna vacsina vzoriek bola nazberana na strednom Slovensku. Intenzivny zber vzoriek
zapocal v septembri 2013 a vzorky, ktoré sa sa ziskali pred tymto obdobim sa nepouzili pre
vypocCty procesu Mark — Recapture a boli vylucené z dalSich analyz. Problémom suboru dat
je, Ze vo vyberovej vzorke su aj prirastky, ¢o ¢iastocne mdze narusit predpoklad uzavretosti
populacie pozadovany pre vacéSinu modelov Mark — Recapture uréenych pre odhady
abundancie. Vizualna inSpekcia Mark — Recapture grafu (obr. 10) poukazuje na indikaciu
saturdcie (menej novych zachyteni aviac opakovanych zachyteni na konci roku 2013
a potom narusenie saturdcie na konci leta 2014. Naznacuje to, ze medviedatd bolo mozné
uz zachytit ado tohto obdobia by bolo moiné povaZovat populdciu za demograficky
uzavretu.

5.8 Modely uzavretej populacie pre medvede stredného Slovenska

Populaciu medvedov zo stredného Slovenska mdzeme povaZovat za pomerne uzavretd na
zaklade Mark — Recapture grafu (obr. 10). Vzorky ziskané pre tento model boli zozberané
medzi 04.09.2013 (zaciatok intenzivneho zberu vzoriek) a25.08.2014 (vysoka
pravdepodobnost detekovania tohoroénych mladat, ako to je viditelné Mark — Recapture
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grafu. Uzavretost populdcie bola testovana na zaklade paralelného vypoctu pre jedince
ziskané do 01.04.2014, kde bolo takmer nemozné ziskat vzorky mladat z tohto roku.

5.9 Testovanie uzavretia populacie

Pre testovanie uzavretosti populacie sme pouzili Pradleove modely s parametrizaciou
prezivania a prisunu jedincov. Vytvorili sme a priori modelovy subor z dat do aprila 2014 (bez
oCakdvania detekcie mladat vyplyvajucej z bioldgie druhu) ado augusta 2014 (bez
tohtoro¢ného prirastku podla Mark — Recapture grafu. PretoZze modely indikovali prisun
jedincov (imigraciu) a nedetekovanu mortalitu (emigraciu) > (dAICc > 10 pre modely kde
parametre prezivania afekundity boli povazované za rovné 1 alebo 0) odhady tychto
parametrov sa ukazali byt zanedbatelnymi (Phi = 0,996, 0,994-0,998 95% CI; f = 0,001,
0,0006-0,0022 95% Cl). Toto poskytlo podporu pre predpoklad uzavretej populacie
medvedov zo stredného Slovenska.

5.10 Data mark — recapture a modely pre Stredné a Vychodné Slovensko

Pre modely uzavretej populacie zo stredného Slovenska sme pouZili 1100 vzoriek s dobrymi
genotypmi zozberanych v obdobi 04.09.2013 aZ 25.08.2014. Detekovali sme 260 samcov
v 415 zachyteniach (podiel opatovného zachytenia 1,60) a 356 samic v 478 zachyteniach
(podiel opadtovného zachytenia 1,34). Podiel opakovanych zachyteni bol pomerne nizky,
pricom u samic bol nizsi, nez u samcov.

Vychodné Slovensko

Pocet vzoriek a pocet zachytenych medvedov na vychodnom Slovensku bol nizky. Celkom sa
podarilo zachytit 19 rozdielnych jedincov v 34 vzorkach so spolahlivymi genotypmi. Pocas
prvého obdobia, kedy bolo moZné populdciu povaZovat za uzavretu sa zachytilo 8 jedincov.
S ohladom na celkove maly pocet jedincov je problematické skonstruovat relevantny Mark —
Recapture model. Avsak, s ohladom na relativne dobré rozmiestnenie nazberanych vzoriek
(obr. 9) a opakované zachytenia, da sa ocakavat, Ze pocet jedincov v tejto oblasti Slovenska
bude raltivne nizky.

5. 11 Program MARK

Priprave dat, ktoré sa hodia pre analytické ndstroje programu MARK (White & Burnham
1999), si vyzaduju usporiadanie dat podla zberovych segmentov, ¢o nebol pripad nasho
suboru dat, pretoZe sa zber uskutocnoval priebezne. Algoritmus spatnych Markovovskych
retazcov bol naprogramovany v Statistickom prostredi R (TEam 2010), ktory umozZiiuje
separaciu dat v diskrétnych intervaloch, pri optimalizacii zachytenia aminimalizacii straty
dat.Pouzili sme Hugginsove modely (HuGGINs 1989) (vratane modelov, ktoré zahriuju
heterogenitu zachytenia achybnu identifikaciu zdévodu chybného gentypovania).
Skunstruvali sme a priori modelovy subor, stanovené parametre a hodnoty ziskané AlCc.
Hodoty AICc sa pouzZili pre vyber modelového suboru medzi réznymi pristupmi (bez
heterogenity / heterogenita / chybna klasifikacia). PouZili sme model priemerujici Akaikeho
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vahy (BURNHAM & ANDERSON 2002) pre zhranutie neistoty vyplyvajucej z vyberu modelu pri
ziskani konec¢nych vysledkov.

5.12 Modely Chao Mh a Mth

Tieto modely su koncepcne odlisSnéod skupiny Hugginsovych modelov, pretoze nie su
zaloZené na pristupe GLM. NemdZu explicitne pouzit mortalitu a Statisticky su menej ucinné;
moéZu vsak poskytnut relativne nevychylené vysledky a bezpecéné miery pre porovnanie
vysledkov s inymi modelmi.

5. 13 Modely Capwire

Tieto relativne jednoduché modely maju vyhodu vyuZitia priebezného zberu udajov, o je
pripad nasho pokusu. Poskytuji modely, ktoré umoZiuju uréiti mieru heterogenity
zachytenia pri zbere vzoriek andastroje pre vyber model medzi modelom ktory pocita
s heterogenitou a modelom, ktory nepocita s heterogenitou. Pred spustenim tychto modelov
sme zo sUboru vylucili autokorelované vzorky — ktitérium pre tento krok bolo odstranenie
vzoriek z toho istého jedinca zozberaného v ten isty den v okruhu 1 km od inej vzorky toho
istého jedinca, jedna vzorka z paru bola vylucend zo suboru.

5.14 Vyber modelu MARK

Vyber modelu MARK jasne vybral skupinu modelov, ktord podita s heterogenitou zachytenia
(Tab. 2) indikujucou urcitd hladinu nevysvetlitelnej heterogenity zachytenia v datach.
Najlepsie modely tieZz zahriiovali premenlivost Uspesnych zachyteni v ¢ase (interval zberu)
a pohlavie jedincov. Vyrovnanie modelu sa da povaZovat za zmysluplné (c* = 1,13-1,35).
Modely ktoré pocitali s genotypovymi chybami boli na druhej strane slabSie podporené
(delta AlCc > 17).

Tab 3. Vysledky vyberu modelu v programe MARK

Model AlCc Delta A’ICc Pravdepodobnost modelu Num. Par
AlCc vahy

Hugg_ Het2.p=c(t.sex),pi(sex) 4205,29 | 0,00 | 0,854620 1,000000 26
Hugg_Het2.p=c(t),pi(sex) 4208,91 | 3,62 | 0,139590 0,163300 17
Hugg_Het2.p=c(t),pi(.) 4215,79 | 10,51 | 0,004470 0,005200 16
Hugg_Het2.p=c(t.sex),pi(.) 4218,45 | 13,17 | 1,186-03 1,40E-03 20
Hugg_MISS.p=c(t.sex)alpha(sex) | 4222,87 | 17,58 | 1,30E-04 2,00E-04 16
Hugg_p(sex)c(sex) 4232,65 | 27,37 | 0,00E+00 0,00E+00 4
Hugg_MISS.p=c(t)alpha(sex) 4233,24 | 27,95 | 0,00E+00 0,00E+00 9
Hugg_p=c(t) 4233,62 | 28,33 | 0,00E+00 0,00E+00 14
Hugg_Phi(t)c(t) 4251,42 | 46,13 | 0,00E+00 0,00E+00 12
Hugg_p(.)c(.) 4255,98 | 50,70 | 0,00E+00 0,00E+00 2
Hugg_Het2.p=c(t),pi(.) 4256,01 | 50,73 | 0,00E+00 0,00E+00 7
Hugg_p=c(sex) 4256,96 | 51,67 | 0,00E+00 0,00E+00 2
Hugg_Het2.p=c(t),pi(sex) 4260,03 | 54,74 | 0,00E+00 0,00E+00 9

Hugg_Het2 = Hugginsova heterogenita pi, p a ¢; Hugg = Hugginsovo p a ¢; Hugg_MISS = Hugginsov model w/
s chybnou identifikdciou
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5.15 Odhady pocetnosti

Modely Capwire, podobne ako modely MARK, ukazali znacnu podporu pre pouZitie modelov,
ktoré zahriaju heterogenitu. Z toho istého dévodu sme poutzili tiez modely Mh a Mth podla
Chao, pretoZe heterogenita sa ukazala ako vyznamna vlastnost nasho suboru dat. Konecné
vysledky su uvedené v tab. 4 a ana obrdzku 11.

Tab. 4. Vysledky odhadov velkosti populacie medveda hnedého na Strednom Slovensku pomocou CMR
modelovania. Modely CAPWIREboli vypocitané osobitne pre samcov, samice a spolu, zatial¢o Hugginsove
a Chao modely boli vypocitané v jednom modeli pre osobitné odhady prre kazdé pohlavie. Pre konecny
odhad velkosti populacie navrhujeme pouZit model CAPRWIRE TIRM. N/ = odhad abundancie, C/ID AND CIU =
dolny a horny interval spolahlivosti.

Samce Samice Spolu

Model NA [Cd |Clu |[NA |Cd |[Cu | NA | cid Clu
Hugginsova heterogenita | 504 | 404 | 604 | 752 | 619 | 885 1256 | 1023 1489
Chao M(h) 466 | 397 | 572 | 843 | 702 | 1043 | 1309 | 1099 1615
Chao M(th) 463 | 396 | 563 | 828 | 682 | 1040 | 1291 | 1078 1603
Capwire TIRM 455 | 438 | 542 | 778 | * * 1214 | * *
Capwire PART 483 | 477 | 621 | 837 | 839 | 1019 | 1303 | * *
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Obr. 11 Odhady velkosti populdcie zéskané réznymi Capture — Mark — Recapture modelmi.
V pripade modelov Capwire su uvedené len bodové odhady.

Zo vsetkych pouZitych modelov su Statisticky najspolahlivejSie Higginsov model
heterogenity, ktory poskytuje dobré vyrovnanie a odhady pocetnosti sa m6Zu pouZit ako
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konecny vysledok tejto analyzy. Na zaklade tohto modelu sa v rokoch 2013-2014 odhadla
celkova pocetnost 1256 medvedov (1023-1489 95% Cl). Tento pocet zahrriuje aj medved
vSetky usmrtené medvede vtomto obdobi (ulovené a usmrtené pri dopravnych kolizidch)
a nezahriuje mladata zroku 2014. Odhadnuty pomer pohlavia je vychyleny v prospech
samic (59.9 % samic a 40,1 % samcov), velmi podobny odhad, ktory sme ziskali pri priamom
pocitani unikatnych genotypov.

Diskusia

Odhad velkosti populdcie u divo Zijucich Zivocichov je obtiazny a zo vietkych existujucich
metdd najspolahlivejSou a najpresnejSou je pouzitie molekularnej genetiky. V kazdom
pripade ziskanie spolahlivych odhadov je sprevadzané vekou pracnostou. V tomto pripade sa
da aplikovat tiez zdkonitost zmensujlcej sa navratnosti — zatialco pocet pouZitelnych vzoriek
v tejto Studii mohol byt vacsi aintervaly spolahlivosti mohli byt mensie, podstatne vacsie
pocty vzoriek ziskanych v kratkom obdobi by poskytli marginalne lepsSie vysledky, nezZ tie
ktoré by sme ziskali navySenim poctu vzoriek o niekolko stoviek.

Hlavnym problémom ndasho suboru dat bola nizka miera opakovaného zachytenia,
neocCakavane spdsobend nizkou Uspesnostou genotypovania avelkym poctom jedincov
v populacii. Nizka Uroven opatovného =zachytenia vedie kvysokej heterogenite
pravdepodobnosti zachytenia, pretoZze niektoré medvede (napr. Zijuce v blizkosti dobre
motivovaného zberaca, ktory nazberal vela vzoriek) maju vacsiu pravdepodobnost
zachytenia (zistené z nazberanych dat). AvSak data, su stdle postaCujuce pre ziskanie
zmysluplne presnych a pravdepodobne nevychylenych vysledkov.

Analyza pomerne nizkej Uspesnosti izolacie je obtiazna. V podobnej studii s medvedmi
v Slovinsku (Skrbinsek et al. 2010) bola zaznamenana velkd premenlivost vo vytaZnosti
vzoriek v zavislosti od mesiaca zberu, potravy a Cerstvosti vzoriek. Podobne aj dalSie Studie
(Bellemain et al. 2004; Solberg et al. 2006) zaznamenali nizku Uspesnost izolacie, takze
mozeme prijat vysledok, Ze Uspech izolacie a amplifikacie je Specificky pre sledovanu oblast
a druh, a v niektorych pripadoch nespifia nase o¢akavania.

Hlavny metodologicky problém je pouZitie modelov, ktoré pocitaju s heterogenitou
zachytenia vs. modelov, ktoré s nou nepocitaju. Modely, ktoré nepocitaju su silne vychylené
v pripade ak je v ddatach pritomnd heterogenita zachytenia. Vzhladom na to, Ze v naSom
subore sme zaevidovali heterogenitu zachytenia, vysledky tychto mdelov by sa nemali pouzit
a preto ich ani neuvddzame. Heterogenita zachytenia je vaznym problémom pre odhad
velkosti populdcie, ale modely, ktoré ju zohladnuju mézu korigovat sposobnené odchylky,
avsak presnost tychto modelov je nizsia a jej vysledkom su vacsie intervaly spolahlivosti.

Ziskali sme aj vzorky, ktoré vsak pochadzali z obdobia, kedy sme mohli povaZovat
populdciu za uzavretu. Tieto sme nemohli pouZit pre typ modelov s uzavretou populdciou.
Vyuzijeme ich v pripade dalSieho modelovania demograficky otvorenych populacii.

Vysledky prezentuju odhady, ktoré su vysledkom réznych pristupov (tab. 3 aobr. 4).
Hlavnou myslienkou bolo odskusanie koncepcne rozdielnych modelov pre odhad velkosti
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populacie, ¢o sa podarilo splnit, pretoZe vysledky rozdielnych modelov vykazuju vysoky
stupen zhody. Modely abundancie Capwire TIRM by boli najspolahlivejSie, pretoze data sa
odchyluju v najmenSom pocte predpokladov atento model vyuZziva data najefektivnejsim
spésobom, avsak boli navrhnuté pre maly pocet jedincov — do niekolkych stoviek (Miller et
al. 2005). Pre velké subory nie su kdispozicii procedury pre stanovenie intervalov
spolahlisovsti. Z tohto dévodu sme uviedli iba bodové odhady.

Ziskané odhady poskytuju spolahlivy odhad velkosti populacie medvedov na Slovensku,
ktory méze sluzit ako zaklad pre plan starostlivosti o medveda. Odhad povaZujeme za
nevychyleny a intervaly spolahlivosti zopovedaju presnosti, ktora sa o¢akava v populdaciach
divo Zijucich Zivocichov s velkym arealom. NajddlezitejsSim prinosom tejto Studie je, Ze je to
prvy spolahlivy udaj o velkosti populacie medvedov na Slovensku a kazdy udaj o vyvoji poctu
medvedov na Slovensku vbuduicnosti sa bude porovnavat stymito odhadmi. Buduca
geneticka inventarizacia a dalSie by sa mali uskutocnit v pravidelnych ¢asovych intervaloch,
aby sa zabezpecil menezment populdcie medveda na vedeckych zdkladoch.

Monitoring populdcie medveda navrhnuty v Programe starostlivosti o medveda
hnedého na Slovensku by mal zahfiat dalSie parametre populdcie ako, napr. podiel
reprodukujucich samic, pocet mladat, mortalitu mladat v prvom roku a i., ktoré su potrebné
pre modelovanie rastu populacie. Dalsim krokom by malo byt rozdelenie populdcie do
oblasti, ktoré by nemali byt identické so samospravnym c¢lenenim Slovenska a ani
s pohoriami), ale mali by vychadzat z oblasti vyssej koncentracie medvedov (ako napr.
Turiec, Liptov, Polana apod.) apre tieto upresnit program starostlivosti v zavislosti od
hustoty populacie a $kéd sp6sobenych medvedom.
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