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1 Abstrakt

Fainova D. (2008): Geneticka variabilita a difeiace eurasijskych populaci rakosnika
obecného Acrocephalus scirpaceus) [Genetic variation and differentiation of Eurasia
reed warbler Acrocephalus scirpaceus) populations. Master Thesis, in Czech], Faculty of

Science, University of South Bohemieské Budjovice, Czech Republic.

Abstract: Eurasian Reed WarbleAgrocephalus scirpaceus) is a long-distance migrant
wintering in sub-Saharan Africa and breeding indbegls of the Western Palaearctic.
European populations migrate in two main directi(®®/ and SE). Though there is little
morphological variation across the breeding rarggan populations are traditionally
separated from the nominate subspecies as theexubsioscus. My aim was to explore
genetic differentiation among Eurasian Reed Warnbbgrulations in respect to the factors
which may have influenced the genetic diversity diveergence of the populations, such
as a migratory divide, high migratory connectivity isolation by distance. | used
samples of 495 individuals from 36 populations asrdhe breeding range using
microsatellites. Pairwaise fixation indexesrBhowed significant differences among
populations from the Iberian peninsula, Finland &ne Middle East and the rest of
populations. Exact tests of differentiation did rmdnfirm non-random distribution
between pairs of populations. Overadirivas statistical significant but very smalk{E
0,018). Analysis of molecular variance (AMOVA) reded that 98% of variation was
ascribable to variability of allele frequencies mimt populations. On the other hand,
differences between populations contributed to alVeariation with only 2%. Isolation
by distance showed only weak relationship betwesmsgmphical and genetic distances.
Main analysis using Bayesian clustering approagtiemented in software Structure 2.2.
detected no genetic structure of population. Sathplerasian Reed Warbler populations
seem to form one genetic population. Relatively lganetic diversification indicates
large dispersal potential of the studied Reed Véariplopulations, when gene flow
successfully counters differentiation of populatimespective of large breeding area and
high migrate connectivity between breeding and eving area.

ProhlaSuji, Ze jsem tuto magisterskou diplomovouwcprvypracovala samost&tn
s pouzitim uvedené literatury.

V Ceskych Budjovicich dne 28.4.2008



1 Uvod

V¢étSina druli vykazuje v rdmci svého arealu variabilitu v mnanacich, & uz se jedna
o morfometrii a zbarveni nebo o chovani (Benschalet 1999, Irwin 2000, Zink
& Dittmann 1993). Tyto geografické rozdily jsou apidla disledkem odliSnych
seleknich tlaki v riznych ¢astech arealu a z velk&sti jsou podmigny geneticky,
i kdyZz v mnoha Hpadech mze k zemdpisné prominlivosti prispivat i fenotypicka
plasticita (Leafloor et al. 1998, Rhymer 1992).

UdrZeni dostatané variability je vyznamné pro zachovani evolilno potencialu
druhi a podporu dlouhodobéhdgzivani jednotlivych populaci (Frankham 1995, Lacy
1997, Leberg 1992). Pohyb Zitiohti a nasledny genovy tok v metapopulastruktide
muze podporovat a zvySovat genetickou variabilitu igtrich subpopulacich (Harrison
& Hastings 1996). Vysoky stupegenetické variability (nap pasobenim genetického
driftu anebo inbreedingu) jergdpokladem schopnosti driulicinné se branit kompetici,
pied parazity, predatoryfigpisobovat se zémam a kolisani podminek priedi (Amos
& Harwood 1998). Naproti tomu pokud populacim hi@ztrata genetické variability,
potom nizka Urouve genetické variability v subpopulacickét§ich metapopulaci byla
identifikovana jako kauzalni faktor ve zvySovanayakpodobnosti vyhynuti mistnich
populaci (Saccheri & Brakefield 2002, Westemeieal €1998).

Dynamické zminy prostedi a klimatu mohou fmaSet vyrazné z#my
ekologickych nik a viizné mfe vedou k roz#eénici naopak zmenSeni nebo fragmentaci
arealu drub (Hewitt 2000, Hewitt 2004). Tyto abiotické a buké podminky mohou
siln¢ pasobit na vykr habitafi a pa@etnost koexistujicich druh Zmeéna velikosti, kvality
a posun do jinych habitatvyvolavd u mnoha druhsnahu fizpisobit se a reagovat na
tyto podminky nap zmenou snéru tahu na zimovigt (Bearhop et al. 2005). Tyto sily
(selekni, vliv pohlavniho vybru a rozdilnych ekologickych specializaci), ktes@sto
podmiiuji vznik lokalnich adaptaci, mohougobit na genetické rozznéni jednotlivych
populaci a v fipads, Ze genovy tok je dostat® slaby a nestird mezipoptfd rozdily,
mohou druhy s vysokym stugm diferenciace f@dstavovat stadium vedouci ke vzniku
subspeciki samotné speciaci (Amos & Harwood 1998). Z hlediskolini divergence
druhu hraji vyznamnou roli odliSné setek tlaky a pgirozeny vylEr, které mohou stit
k tomu, aby se populace radith na mtizné ekologické formy, i kdyZ se jejich geneticky

material stale misi.



Geneticka variabilita populaci

Variabilita organisn je vyznamnym faktorem v evoluci, poradZz geneticky podména
promenlivost je jednou ze zakladnich podminek fungovdatirozeného vybru.
Rozmanitost znak je podmigna jak geneticky, tak i podminkami priesti (Boake
1994). Zasadnim zdrojem genetické péotivosti na Urovni druhu jsou mutace jako
zpasob vzniku novych alel spale¢ s genetickym driftem, ktery ndhatiméni frekvenci
alel v populacich. DalSi silou podiumijici zachovani genetického polymorfismu je
selekce, jeZ souvisi s rozdilnou schopnosti refroela peziti v tiznych biotopech.

V piirodnich populacich zZiwichi dochézicasto k izolaci jednotlivych populaci.
Mira, jakou jsou jednotlivé populace atiehy, souvisi nejen s pohyblivosti daného druhu
Zivocicha (nap. v zavislosti na jejich vzdalenosti a schopnossipdrze), ale je také
ovlivnéna lokalnimi podminkami pragtdi, odliSnymi selainimi tlaky a Uzce spjata se
specifickym chovanim napasortativnim parovanim.

Pisobenim dchto zmhovanych skuténosti dochazi ktrvalé¢i docasné
izolovanosti populaci a s tim souvisejicimu snizeku geri mezi populacemi (Castric
et al. 2001). Existujedkolik vyznamnych procés které se podileji na zteageneticke
variability v lokalnich populacich a zagnuji rozriznéni populaci. Jedna ségalevsim o
geneticky drift, omezeny tok génselekci a inbreeding. Stupeliferenciace populaci
zavisi na sile vlivuéchto faktof.

Geneticky drift a purifikujici selekce #pobuji podstatné sniZzeni genetické
variability, proto i ztra€ polymorfismu (poklesu genetické diverzity) lz€ekévat
zwétSeni podilu homozygbtv populaci, expresi nebo fixaci Skodlivych alely&eni
pravdEpodobnosti inbreedingu a nasledné snizeni schdppéigpusobit se mistnim
podminkdm (Amos & Harwood 1998, Galbusera et @020ensen et al. 2007, Keller et
al. 1994). Mnoho proggnych adaptaci tize byt vlivem driftu z populace odstksno,
dokonce i pes postupné a stabilizujici zvySeni¢gmosti populace. Vliv genetického
driftu se @&inn¢ projevuje obzvlastv malych populacich.

V populaci poznamenané efektem hrdla lahve (,botibé efect”) za podminek,
kdy velikost populace rychle a vyrazmpoklesla, fisobi geneticky drift nezavisle na
pusobeni selekce a ke vyvolat dramatické zény ve frekvenci alel. Véchto
populacich je znatelny velky ubytekdbo alel a heterozygdtna polymorfnich lokusech
(Amos & Harwood et al. 1998, Jensen et al. 200Rjzé&hi polymorfismu a efektivni

velikosti populace rize vést k redukci adaptivniho potencialu (Bijlsnia a&1999,



Bijlsma et al.2000). V zavislosti naigobeni genetického driftu, velikosti a izolovanosti
dané populace lze i@dpokladat, Zze populace bude negativovlivnéna ztratou
genetického polymorfismu (Frankham 1996, Frankh@8vL

Dukazy potencialnich genetickych naslédkbottlenecku* v pirozenych
populacich poskytujeada studii (Clegg 2002, Friar 2000, Hajkova e@D7). Atkoliv
je ztejmé, Zze se mnoho vzacnych alel z populaci, ktev8lyp ,bottleneckem®, vytrati,
nemusi to platit vSeobegna v rekterych gipadech, festoZze pe&etnost populace
poklesne, nedojde ke ztédpolymorfismu (Clegg et al. 2002, Friar et al. 2D00yto
situace nastavaji, kdyz kratkodoby poklegginosti je vydidan strmym poputanim
rastem (Zenger et al. 2003) a nedostataku tehdy totiz neumozni fixaci alel. Podle
predikci modelu zvySeni homozygosityispbi-li inbreeding dlouhod@ba postup#
a u rekolika generaci, je nast patu homozygai vysledkem nizké efektivni velikosti
populace a inbreedingu. Na druhou pokudd®mék inbreedingu kratkodoby a intenzivni,

.pottleneck” v této souvislosti fize mit i pozitivni vliv (Charlesworth &harlesworth

1999).

Inbreeding (pibuzenské kZeni) zvySuje frekvenci homozygov populaci a ve
svém disledku niize snizit fitness jediric(,inbreeding depression”) a nésleédmvysit
pravdpodobnost vyreni populace (Bijlsma et al. 2000, Hedrick et aP9d).
Predpoklada se, Ze inbreeding mezi jedinci pochdmajiz malé populace #gobi, Ze se
v populaci budou vice v homozygotnim stavu projexiaskodlivé recesivni alely. Tento
jev se nasledhmize projevit jako nizsi plodnost, zmensi se pépediobnost dosahnuti
reprodukniho wku a Ize ¢ekavat zvySenou umrtnost ndid@t (Caro & Laurenson 1994,
Frankham 1998, Wright 1978).

V¢étSina girozenych populaci neni zcela izolovana a demagkafi geneticka
struktura &chto populaci se t¥do a meni vlivem rozdilné schopnosti jediinciit se.
Imigrace nejen jednoztia¢ ovliviiuje schopnosti populace kolonizovat nova Uzemi
anebo syti a 2tSuje velikost populace, ale také gejak podili na obnoveni a zvySeni
genetické variability (Saccheri & Brakefield 2002)ale na zmiréni inbreedingu
a posileni fitness (Ingvarson 2001). Jinak souyishilost a zfisob imigrace a geneticka
struktura populaci. Rychléiéhi do dive neobsazeného prieti ¢asto s sebou nese
vytvoieni homogenni populai struktury, kdy pevlada jeden genotyp, aigpbenim
~founder effect" Bhem probihajici kolonizaceibe zpisobit i ztratu a vyrazné ochuzeni
variability (,the leading edge hypothesis”, Hewiii99).



Ve studii Saccheriho & Brakefielda (2002), kde pmdW experiment s imigraci,
dokazali, ze jiz maly pmt migranh maze zvySit genetickou diverzitu izolované
populace (uvadi se 1 jedinec na generacigkoNk dalSich studii na fjrozenych
populacich se shoduje s vySe zémym pokusem, Ze imigraceigpiva, i v gipadech,
kdy je velmi nizka, ke zvySeni genetické variapilidHansson et al. 2000b, Ortego et al.
2007, Vila et al. 2002). Z opaeho pohledu na vliv migrace a variabilitu bylc&jno, Ze
imigrace svym homogenizujiciméiakem mize velmi vyznamé zhorSovat schopnost
lokalni adaptace (Tallmon 2004).

Pro genetickou variabilitu populaci jecujici relativni vyznamnost toku gén
Odhad relativni &innosti genového toku a genetického driftu u ¥akhijicich populaci
Ize ziskat na zakl&danalyzy geografické distribuce alelickych frekvie(tglatkin 1989).
Genovy tok i historické udalosti maji vliv na geickbu diverzitu pirozenych populaci.
K pochopeni jejich €&inku na genetickou variabilitu populaci je vhodnésyzovat je
vzdy v gislusném ekologickém kontextu a v porovnéni s tagdii taxonomickymi
skupinami, a na Siroké geografické Skale (Dutechl.eR004). Genovy tok jeutkzity,
protoze zmenSuje negativni vliv ztraty genetickériality (,genetic erosion®)

a v kontextu metapopulai struktury podporuje stabilitu subpopulaci (Han$R99).
Z toho vyplyva, Ze mira genetické variability a v toku geri jsou podstatné pro

genetickou diferenciaci mezi populacemi.

Geneticka diferenciace populaci

Geneticka divergence populaci je do@mamiry podmiéina relativni silou prozeného
vybéru a genetického driftu (které ji podporuji) a mtgou genového toku (ktery naopak
pusobi proti diferenciaci). flezitym faktorem, jenZz ifspiva k diferenciaci populaci,
muze byt roviZz snizena zdatnost imigrérd selekce proti hybrioh.

Jednou z nejsifjSich sil vedoucich k divergenci populaci je izelgmdmigna
geograficky. Z historického hlediska se na biva sodasné podoby populag-
genetické struktury drahprojevilo pleistocénni zaledni. V Evrog mélo pleistocénni
obdobi za nasledek opakovany Ustup fauny i flérgeaeeru dotznych refugii na jihu po
del$i casova obdobi (Hewitt 2002). Uravesowasné diferenciace populaci zéavisi na
umisgni téchto refugii, jejich vzajemné izolovanosti a naskh pfibéhu postglacialni
rekolonizace (Merila et al. 1997, Taberlet et &98). Studie u mnoha dralzjistily, ze
v Evrop se populace dhem glacidlu, kdy probihaly zmy a posun habitaf



diferencovaly, ale chybi znalosti o rekolonizacelém geografickém celku Eurasie
(Bensch & Hasselquist 1999, Federov et al. 1999itHe2000, Kryukov & Suzuki
2000). Je otazkou, jestli genetické rozdily mepuyacemi vznikly vlivem potencialnich
izolagnich bariér jakanag. v oblasti Uralu nebo jsouadledkem opakovanych expanzi
a kontrakci wtvrtohornim roz&eni(Hewitt 2000, Merila et al997).

Prirozeny vylgr miaZze fungovat nejen na béazi izolace a lokalnich adapt
odliSnym abiotickym podminkam viznychcastech arealu, ale i na bazi diverzifikujicich
tlaki plynoucich z adaptacich utedych biotickymi vlivy, jako je kompetice, pohlavni
vybér apod. To znamend, Ze. nejen odliSné ekologicldmpraky, ale i chovani (vznik
nového taktiky séru potravy, odliSny zfv) miaze ve svém ibkledku podporovat
diferenciaci populaci. Pokud je diferenciace gehkgtpodmirna, nize mit dalekosahlé

dusledky pro genetickou strukturaci populaci.

Migrace a tahové rozhrani

U taZznych druh ptaki maze byt samotnd migrace vlivnym faktorem, ktery edilh na
genetické diferenciaci populaci. 8mmigrace a dalsi vyzgaé komponenty ptého tahu
jsou geneticky podmémy (Helbig 1996) U stedoevropskych gvci kolem 18 % drut
migruje z hnizdi§ na zimovist v Africe dvma rozdilnymi snry: nékteré populace
létaji jihozapadni migkai cestou pes Pyrenejsky poloostro¥ast populaci vyuziva
jihovychodni cestyBairlein 1985). Oblast, ve které jsou vicerai&eparované populace
tahnouci odliSnymi s#my, se nazyva tahové rozhrani (Salomonsen 1955jt5d971).
Jinymi slovy tahové rozhrani Ize popsat jako mistde se stykaji dv parapatrické
populace migrujici odliSnymi sfry. Migratni rozhrani je udrZovano selekci proti
hybridim populaci s odliSnou preferenci &m tahu (Helbig 1992). Siln4 selekce proti
hybridim vykazujicim suboptimélni sin tahu tak niZze vyznamia prispivat

k reprodukni izolaci a nasledné divergenci populaci s odh$ngntrem tahu (Irwin
& Irwin  2004). Studium migrace &ice c¢ernohlavé $ylvia atricapilla) a stim
souvisejicich otazek (zmma migr&niho chovani, reprodghi Usg@Snost a fitness)
ukazalo, Ze doSlo pa¥me rychle k vytvdeni nového zimovista Ze rozdilné rasovani
priletu z odliSnych zimoviS iniciovalo asortativni parovani, které lze povedowza
potencial pro dalSi divergenci populaci, a dokom@zn&uje moznost postupné
divergence swfujici k dosud poddamvané sympatrické speciaci (Bearhop et al. 2005).



Ve své diplomové praci jsem studovala diferenciacirasijskych populaci
rakosnika obecnéhoA¢rocephalus scirpaceus). Testovala jsem genetickou variabilitu
a diferenciaci pomoci neutralnich genetickych mirke mikrosateliti, které ukazuji
vysoky stupé polymorfismu. Dala jsemipdnost mikrosatelim pred mtDNA, protoZze
na tomto markeru nebyla prokazéana vyznamna vnitfumra variabilita (Helbig
& Seibold 1998). Redpokladala jsem, Ze pomoci mikrosateliiznamenam vyznamnou
genetickou strukturovanost populaci a naleznu tpadsouvislosti s jednim nebo vice
sledovanymi faktory diferenciace populaci (tahav#hrani, dva uznavané poddruhy, vliv
efektu okraje aredlu a izolovanosti populaci jejictdalenosti). OdliSné sfry tahu,
razna zimovi& a dva uznavané poddruhy na&amé potencial pro genetickou
diferenciaci populaci tohoto druhu rh@p hnizdnim arealem. S&ésti moji prace je
rovrez clanek, ktery s tématem Uzce souvisi a ve kterém se spoléné s uvedenymi
autory pokusila odpadét na otazku, zda degradace rfaku v jordanské oaze Azraq
ovlivnila genetickou variabilitu mistni hnizdni pdace radkosnika obecného. Zajimalo
nas, zda u s@asné populace studovaného druhu bude mozné ngé@nsm genetickou
variabilitu a utit efekt ,bottlenecku”, ktery jsmetpdpokladali vzhledem k prudkému

poklesu péetnosti hnizdni populace v 90. letech.
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3 Cile a predikce

1. popsat genetickou variabilitu a diferenciaci popuhci rakosnika obecného
analyzou mikrosateliti a konfrontovat ji s existenci dvou uznavanych podaih @
a tahového rozhrani ve stedni Evropé
- predikce: (1) protoZze ma druh rozsahly areal, ailawité hnizdni roz&&ni a byly
popsany dva poddruhycekavala jsem ifitomnost geografické diferenciace populaci,
piicemz jsem predikovala ¢t8i genetické rozdily mezi geograficky vzda&igimi
populacemi. (2) s ohledem na odliSnyésrtahu a porérné silnou tahovou konektivitou
mezi hnizdisti a zimovisti, jsemigdpokladala, Ze se budou populace geneticky liSit

nagic¢ tahovym rozhranim.

2. zjistit, jestli vysuSeni addasna degradace hnizdniho biotopu ovlivnily
genetickou variabilitu hnizdni populace v jordanskéoaze Azraq

- v této souvislosti Ize @kavat nizkou genetickou variabilitu #epahu heterozygot
v populaci, kterd iejmé byla vystavena kratce trvajicimu ,bottleneck efék{viz

prilozeny manuskript, #ohy).

11



4  Material a metody

Tato studie je saiésti grantového projektu zabyvajiciho se probléwmatidiferenciace
populaci rdkosnika obecného na tahovém rozhraniymaditi popul&né-genetickych
analyz, stabilnich izotdpa krouzkovacich dat (European Reed Warbler popukat
across a migratory divide: insights into migratimnanalyses of DNA sequences, stable
isotopes and ringing recoveriggsitel P. Prochazka). V rdmci ziované studie byly
diky P. Prochazkovi a siti spolupracovinipo celé Evrop nasbirdny vzorky krve celkem
od 495 jeding rakosnika obecného a pdilla se tak pokryt hnizdni areal poddruhu
scirpaceus. Pro obsahnuti co nejsi genetické variability druhu probihaly také&igb

v asijskécasti arealu, kde ma roxéni poddruhfuscus. Vlastni laboratorni praci jsem
realizovala v molekularni laborato Oddkleni populé@ni biologie Ustavu biologie
obratlovad AV CR, v.v.i., ve Studenci.

4.1. Studovany druh

Rakosnik obecny je v Evroph¢zreé rozsfteny druh zieledi Sylviidae (Obr. 1), svym
hnizdnim vyskytem vazany na rakosiBhagmites australis, Typha spp.). Na zaklad
geografického rozEni a zbarveni se u tohoto druhu rozliSuji dva plgiscirpaceus
afuscus (Cramp 1992). Poddrutscirpaceus hnizdi v Evrog a poddruhfuscus se
vyskytuje v asijskécasti arealu. Biometrické znaky obou poddrwykazuji znany
piekryv (Pearson et al. 2002).

Zimovist tohoto druhu se nachazi v subsaharské Africe. IRopurakosnika
obecného ze zapadni acasti stedni Evropy migruji jihozapadnim gmem pes
Pyrenejsky poloostrov. Jihovychodnim &em tédhnou rakosnici hnizdici vefestni
a jihovychodni ¢asti Evropy. Tahové rozhrani bylo stanoveno a vygnez z dat
z krouzkovani a ze Zmych hlaseni (Schlenker 1988, Zink 1973).

12
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Obr. 1: Hnizdni aredl rakosnika obecného (Leisler 1991).

Studovany druh je vhodnym modelovym organismem gwpula&né-genetické
studie. Jednak tim, Ze je hojny a Siroce h@r8j, jednak také tim, Ze diky specifickym
biotopovym narokm se vytvéi vicemér mozaikovity vyskyt. RFestoZze se jedna o druh
s vysokou schopnostiiise, ma relativé izkou ekologickou valenci, aisledkem toho
vznika ostéivkovité rozsfeni napic celym arealem.V m@ibéhu 20. stoleti se druhidina
sever Evropy (Schulze-Hagen 1997). Vlivem vysychéokiadi, degradaci a ubytkem
rakosovych porogét dochazi k lokalnim fluktuacim a zmam ve velikosti populaci.
V 80.-90. letech 20. stoleti byl zaznamenany pokl@&etnosti ve Velké Britanii, Belgii
a Spasisku zagicinény velkym zneéisténim, nadmdrnou eutrofizaci vody a zmensenim

plochy rakosin (Cramp 1992).

4.2 Odchytové lokality a material

Design vykiru odchytovych lokalit byl navrZzen tak, aby se @jlépe pokryl cely areal
rozSieni rakosnika obecného &rdzem na sl dat v oblasti tahového rozhrani. Odchyty
probihaly vzdy v hnizdni sezéw letech 2003-2006. Od kazdého jedince bylo odebra
5-15 ul krve, kterd bylaipd izolaci DNA uchovana v 96% roztoku ethanolu. yo
krve byly ziskany z 21 hnizdnich populaci a k zpvani roviz pribyly vzorky z 11
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dalSich evropskych populaci (po 10 vzorcich z kgimjgulace, vyjma Danska a Norska,
kde n = 5) poskytnuté B. G. Stokkem (NTNU Trondhei@d S. Fregin (Vogelwarte
Hiddensee) navic bylo zageno rékolik dalSich vzork z asijskécasti arealu. Celkem
jsem zpracovala vzorky krvi od 495 jedinc 36 lokalit (Obr. 2).

Reprezentativni vzorek kazdé populace jedné Iltykptiedstavuje minimakh 10
jedinax (Prilohy, Tab.1). Do &kterych analyz (viz dale) jsem také zahrnula vzorky

z lokalit, kde byl odchycen menSidfsa jedind.

Obr. 2: Prehled odchytovych lokalit napfi¢ hnizdnim aredlem rakosnika obecného (nazvy
lokalit, pouzivané zkratky lokalit, souradnice, pocet jedincl/lok. viz Pfilohy, Tab. 1).

4.3 Mikrosatelity

Charakteristika

Mikrosatelity jsou Useky DNA ti@né mnohondsobnymi tandemovymi repeticemi
negastji o délce dvou az Sesti pabazi. Vzhledem k vysoké mutd rychlosti jsou
mikrosatelity vysoce polymorfni (Tautz 1989, Zim@02). Rozmanitost alel je mozné
testovat a zjistit v laboraiio PfestoZe je vlastni biologicka funkce mikrosatelitclvy
lokusi v genomu neznama, uniage jejich variabilita provégt genetické studie tady
druhi rostlin a ziv@ichi na Urovni populaci i v ramci jediagedné populace.
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Vyhody plynouci z moZznosti vyuZiti mikrosatélittini tuto metodu velmi
atraktivni v Siroké Skale obbrod populéné-genetickych az po makroekologicky
zantiené prace. Vyhodu fmasSi gedevSim moznost pairmné snadno opakovatelné
genotypizace, zarowie jejich vyraznou pednosti je citlivost pro zachyceni
vnitropopul&ni variability, coZ je také spojeno s rozvojem ftigla& dokre uZivatelsky
zvladatelnych genetickych program

Mikrosatelitové markery Ize ziskat vyhledavanimvaici obsahujicich repetice
v genomickych knihovnach nebo rfapnetodou cross-amplifikacerqrstavujici vyuziti
primert identifikovanych u blizce ffbuznych drufi. Ackoliv mikrosatelitové primery
nemohou byt pouZity univerzénza utitych podminek je amplifikace uskutatelna.
Znxna pozornost se émuje vyzkumu spojitosti mezi U&fnosti cross-species
amplifikace u ptak a zdrojem primer u evoliné vzdalenych druln (Dawson et al.
2000, Galbusera et al. 2000, Primmer et al. 1999jichZ vysledk vyplyva logicka
negativni zavislost Ugpné cross-species amplifikace a evnlwzdalenosti zdrojovych
druhi (Scribner & Pearce 2000). ¢ktere divejSi studie dokazaly, Ze mikrosatelity
popsané u jednoho druhu jsou pouzitelné pro vidgidadrutii stejnéceledi. Ackoli
dosazené poznatky jsoiegwdéivym dikazem pro tuto metodu, limitujici se stava uzky
vybér testovanych priméroproti velkému p&u zkoumanych druh (Galbusera et al.
2000). Amplifikace je dostate¢ usmgsSna a stdci o tom fada evoldné-genetickych
studii vyuZivajici vyhradhtakto ziskané mikrosatelity (Brumer et al 1998I&8ud et al.
1998, Johnsen et al. 1998).

Struktura

VétSina  mikrosatelit v genomu prawpodobré tvori  dinukleotidové repetice.
U obratlové se nejastji vyskytuji motivy (AC)n nebo (AT)n (Toth et al2000.
Trinukleotidové mikrosatelity se ¢bne vyskytuji jako sekvence (AAT)n a (CAG)n
(Hancock et al. 1999) a u tetranukleotidovych sehaai témsi vyhradré sekvence
(GATA)n a (GACA)n (Jarne & Lagoda 1996).

V kodujicich oblastech obratlofrge pritomno pouze 9-15% mikrosatéli{fJurka
& Pethiyagoda 1995, Moran 1993, Van Lith & Van Zwp 1996). Tuto nizkou
frekvenci mikrosatelit v kodujicich oblastech lze praymbdobré vyswtlit negativni

selekci posunovych mutadii pranslaci. (Li et al. 2004, Metzgar et al. 2000).
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Mikrosatelitové markery jsou tweny repetitivni sekvenci bazi a na okrajich
vymezeny pesré definovanym sledem bazi (tzv. ,flanking regionsTato sekvence se
pouziva pro design primerdig?CR amplifikaci daného useku DNA. Jednotlivé yalet

liSi poctem repetici a naslednedy i celkovym pétem bazi, tj. délkou lokusu.

Populacné-geneticka analyza mikrosatelitt

Aplikace mikrosatelii v popul&ni genetice nese zasadni rozhodnuiti yybéru
mutatniho modelu. Muténi rychlost mikrosatelit, ktera je zodposdna za vysokou
riiznorodost mikrosatelit je pon&rné vysoka 1G - 10° na lokus a generaci (Sia et al.
2000), ve srovnani s muta rychlosti na kodujici oblasti genomu. Takto Wm0
mutaini rychlost nam mohou vystlit dva hypoteticky pedpokladané mutai
mechanizmy. Prvniipdstavuje ,Infinite alleles” (IA) models (Kimura &row 1964)

a druhy pojmenovany jako ,Stepwise mutation* (SMddel (Kimura & Ohta 1978).
Tyto dva nejastji pouzivané modely se liSiigdevsSim zfysobem vzniku alel, rychlosti
jejich vzniku a konkréthi definovanymi podminkami (n&plIAM model nepovoluje
homoplasie a identické alely jsou identical by @esqIBD), blizkost ve smyslu gtu
repetici neutuje miru fylogenetické ffbuznost). S ohledem na své odliSnosti je
uprednosiiovan model SM, paivadz vystihuje vztah mezi individualni a popina
strukturou. Oba modely maji i své nevyhody. Prolyiénvyuzitim SM modelu mohou
zpisobovat homoplasie, které mohou zkreslovat vyslquiyul&né-genetické analyzy.
Dv¢ alely se jevi jako totozné, i kdyZz maji jinéhtegka. Chybné hodnoceni vlivem
homoplasie se objevujaqrevsim fi celkovém hodnoceni velkych populaci (Estoup et
al. 2002). Aplikace modelu se apriori u velkych plagi nevylduje, protoZze negativni

vliv homoplasii byva eliminovan studiem vice lokus

4.4 Genotypizace vzorkl
Izolace DNA

DNA jsem extrahovala ze vzarkkrve komeénim kitem DNeasy Tissue Extraction Kit
(QIAGEN, Inc.). Ri izolaci jaderné DNA jsem postupovala podle metkgch instrukci
vyrobce kitu.Cast odebrané krve konzervované 96% ethanolem jsierala a umistila
do 1,5 ml mikrozkumavky. iebyte&ny ethanol jsem odlila a pro Gplné odstmain
ethanolu jsem vzorek krve nechala vysusit v teratass nastavenou teplotou na 55 °C

po dobu maximak40 min. K vysuSenému vzorku krve jsetfidala 180 ul pufru ATL
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a 20 ul proteinasy K. Sta jsem promichala (Vortex GENIE — 2, Scientific usttie)
a umistila do termostatugreltatého na 55 °C po dobu 1 hodiny. Poté jsem vzopek o
promichala afidala 200 ul pufru AL, nasled@mopit promichala. Homogenni $sjsem
nechala inkubovatipteplo& 70°C po dobu 10 min. Vysledny lyzat jsem smiclsa2®d0
ul 96% nedenaturovaného ethanoluisdré jsem vzorek promichala, aby nedoSlo
k precipitaci DNA.

V dalSim kroku jsem sés pemistila do DNeasy Mini Spin kolony a oiistila
v centrifuze s frekvenci 8000 ot./min po dobu 1 utyn Nasledoval obdobny postup, kdy
po gidani 500 ul pufru AW1 a odstdEni pri 8000 ot./min jsem kolony za stejnych
podminek a stejné mnozstvi dalSiho pouzitého pafN2 nechala stit pii frekvenci
13400 ot./min po dobu 5 minut. V kameé fazi promyvani kolon a eluci DNA jsem
piidala 150 pl pufru AE celkového objemu 200 pl atcgkrgovala s 8000 ot./min po
dobu 1min a proikladné odstraini byl dodan zbytek objemu tj. 50 pul a vzorek znovu
odstedn za stejnych podminek. Izolovanou DNA jsem uchal&éy mrazicim boxuip
teplot -20 °C.

PCR amplifikace

Polymerazovou iettzovou reakci (PCR) byla testovana amplifikace aalkdl
mikrosatelift (Pfilohy, Tab. 2). Sekvence prinierpro tyto lokusy jsou igvzaty

z originalnich publikaci a aplikovany po vyzkousendlopordeni kolegou H. Jensenem
(NTNU Trondheim). Jednalo se o primer§vpdnré navrzené pro blizcefipuzné druhy
(Acrocephalus arundinaceus, Hansson et al. 2000a, Acrocephalus sechellensis,
Richardson et al. 2000) - lokusy Aar4, Aar5, Aar8s&34, Ase58) a nebo pro jiné druhy
(Hirundo rustica, Primmer et al. 1995Parus caeruleus, Dawson et al. 200(Rasser
domesticus, Neumann & Wetton 1996Phylloscopus occipitalis, Bensch et al. 1997,
Ficedula hypoleuca, Ellegren 1992Pica pica, Martinez et. al 1999) - lokusy Hru5, Pca3,
Pdou1, Pocc2, Fhu2, Ppi2&t€ina Echto primett byla jiz diive testovana naiznych
druzich rodu Acrocephalus (Hansson et al. 2000zhdRson et al. 2000).

Amplifikace vSech lokus probihala podle protokbl pievzatych od kolegy
Jensena s jiz optimalizovanymi podminkami. Pro P@Rkce byly sestavenyit
multiplex sety a optimalizovany podminky. U lokusiouS se nepoddo optimalizovat
podminky pro PCR, a proto byl tento primer z anatyioucen. V pfibéhu laboratornich

praci jsem testovala G&gnost PCR reakci na 1% agarosovém gelu v TBE pufru.
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Smss pro PCR reakci bylafipravena smichanim nukleotid dNTPs), DNA-
polymerazy Tag DNA polymeraza), chloridu Kecnatého (3mM MgG) a pufru (1 x
Taq DNA buffer). Ke kazdé reakci bylyfigany zng&ené ,forvard“ a nezn#né ,reverse”
primery v iznych koncentracich, dale dgibl a izolovana DNA. Forward primery byly
znaeny fluorescetni barvou (ABI PRISM): VIC (Aar5, Pca3, Ppi2), NEBar8, Fhu2,
Pdaul), PET (Ase34, Pocc2) nebo 6-FAM (Aar4, Ase58).

PCR reakce probihala za specialnich podminek staryotr a optimalizovanych
pro kazdy primer anebo multiplexi{®hy, Tab. 3). Pro vlastni fib¢h reakce byl pouzit
termocykler Mastercycler ep gradient S (Eppenddsf Mamburg, Germany).

Fragmentacni analyza

Fragmentani analyza ziskanych produktPCR byla provedena v sekvenatoru ABI
PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, JnPCR produkt (0,7 ul) byl
smichan s 0,7 pl velikostniho standardu GeneS¥an 500 LIZ (Applied Biosystems)
a 12 pl Hi-DI™ Formamidu (Applied Biosystems). Jednotlivé fragigeloyly posléze
separovany kapilarni elektroforézou. Genotypy jélln@h jedinai jsem odéetla

z vystupu fragmentai analyzy v programu GeneMapper gApplied Biosystems, Inc.).

4.5 Analyza molekularnich dat

4.5.1 Hardyho-Weinbergova rovnovaha

Exaktni test Hardyho-Weinbergovy rovnovahy (HWE |ddae 1954) testuje hypotézu,
Ze zkoumany diploidni organismus je produktem néaBbd parovani gamet.
Zaznamenana odchylka vypovidaidt@mnosti nulovych alel nebo asortativnimrerd.

V programu GENEPOP verze 3.4 (Raymond & Rousseb)lg@m testovala odchylku
od HWE na vSech sledovanych lokusech vramci jédoh populaci ("exact
probability test”). Hodnota signifikance (p) bylasovena pomoci metody Markovova
fettzce s 10 000 permutacemi (,Markov Chain reacti@uip & Thompson 1992). Jako
alternativni dostupnou metodu k exaktnimu HWE tesem v programu GENETIX
(Belkhir et al 1996) vypdtala koeficient inbreedingu & (Hartl & Clark 1997)

vypovidajici o potencialni ztaheterozygat v disledku nendhodného parovani.
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4.5.2 Nulové alely

Pro stanoveni frekvence nulovych alel v jednotltvymopulacich byly pro porovnéni
dvou riznych algoritni pouzity dva programy - FreeNA (Chapuis & Estoup20
a Cervus 3.0 (Kalinowski et al. 2007, Marshall [et1®98). FreeNA pouziva pro odhad
nulovych alel metodu oztavanou jako ENA (Chapuis & Estoup 2007). Principekae
je zaloZen na efektivni oprazkreslenych hodnotdrvyvolanych gitomnosti nulovych
alel a poskytuje odhad hodnasF

4.5.3 Geneticka variabilita uvnitr populaci
Zakladni deskriptivni poputaé-genetické statistiky umdanji popsat genetickou
diverzitu vramci populaci. Program FSTAT 2.9.3 (@et 2001) jsem pouzila
k deskripci genetické struktury populaci zahrnupgimérny pacet alel, frekvence alel
jednotlivych lokus avypaet aiekdvanych (B (Nei 1978) a pozorovanych {H
heterozygotnosti pro dané lokusy na vSech lokdit&yuzitim tohoto programu jsem
rovréz stanovila alelickou bohatost (AR) (,allelic rigkss”, Petit et al. 1999)
korigovanou na velikost vzoikmetodou "rarefaction” pro srovnani genetické \mliis
u razr¢ velkych vzorki. Na rozdil od pedchozich testjsem do vstupnich dat vygto
AR zahrnula jen populace s vice nez 10 jedinci.

Software Arlequin 2.000 pro analyzu popgin&genetickych parameir
(Schneider et al. 2000) byl pouzit k vypeni vazbové nerovnovahy (,linkage
disequilibrium), ktery slouZi k otestovani nulovépbtézy, Ze distribuce alel mezi

sledovanymi lokusy je nezavisla.

4.5.4 Geneticka diferenciace mezi populacemi

V programu GENEPOP verze 3.4 (Raymond & Roussebllfm provedla exaktni
testy alelické a genotypové diferenciace (metodaark@vovychietzci). Na zaklad
vypoctu alelické diferenciace mezi populacemi je testavénulova hypotéza, Ze
distribuce jednotlivych alel je ve vSech sledovdnpopulacich shodna. Nulova hypotéza
pro genotypovou diferenciatika, Ze sledované populace maji stejné rozlozemitgpi
(Raymond & Rousset 1995).

Pro vyjadeni stups divergence mezi jednotlivymi populacemi jsem p&auZi
fixacni index kst podle Weira & Cockerhama (1984 ) Restuje vliv rozdleni populace
na subpopulace, iggemz Ize vypéoitat korigované Er na velikost vzorku a get

populaci (Weir & Cockerham 1984). Vyy obou koeficient jsem provedla
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v programu GENETIX (Belkhir et al. 1996). Fi&d index (Fst) odrézi trova genetické
variability mezi jednotlivymi populacemi. VysSi haaty Fst signalizuji sniZzeni toku
mezi populacemi a poukazuji na vliv genetickéhdtulrikdy se v subpopulacich fixuji
odlisné alely. Vyznamnostdhto index: (tj. odliSnost od nuly) byla testovana na zaklad
10000 permutaci v programu Genetix. Parova pordvRgnpro vSechny populace byla
provedena off pomoci programu Genetix a jeho signifikantni $aidist od nuly byla
stanovena také na zak&tl0000 permutaci.

V softwaru Arlequin 2.000 byla provedena analyzalekaarni variance
(AMOVA) za kelem vys¥tleni zdroje variability na zakl&drekvenci alel. Signifikace
testu detekované genetické struktury (jedjnevnitt populaci, mezi populacemi a mezi
skupinami (Filohy, Tab. 4) je zaloZzena na neparametrickych péanich (Excoffier et
al. 1992).

V programu GENETIX (Belkhir et al 1996) jsem tesita izolaci vzdalenosti
,Isolation by distance”, pomoci niz se hodnotitljdsoreluje geneticka a geograficka
vzdalenost, icemz zohleduje mnohonasobnéa porovnani. I1zolace vzdalenostodeoti
pomoci Mantelova testu (Mantel 1967), ktery vyuZipé@rmutace pro determinaci
rozloZeni testovanych dat, k otestovani danychada stanoveni intervalu, kdy dochazi
k zamitnuti nulové hypotézy. Srovnavané paramestuttvéi dvé matice. Jedna matice
zahrnuje genetické diferenciace populaci a druh&alolje prozené logaritmy
geografickych vzdalenosti (Ln vzdalenosti) mezi jaemi populaci. Geneticka
diferenciace mezi d¥ma populacemi je vyjddna hodnotou 4&/(1-Fs7), kterd popisuje
populace rozmishé ve 2D prostoru |épe nez standardef mdex (Rousset 1997).
Geografickou vzdalenost jsemciia vypoctem vzdalenostiidmou vzdusnodarou mezi
jednotlivymi lokalitami v programu PGSoft {iohy, TAb. 1). Hladina pikaznosti byla
ovérena permuiinim testem (10000) a u &ith korelaci zjisovana permutaim testem,
kdy vzdy jedna matriceistala konstantni a druha s permutuji¢étkem i sloupcem.

Pomoci faktorialni korespondeni analyzy (FCA) v programu Genetix 4.05.2. |ze
ziskat graficky vystup, ktery znazmje vzajemny vztah jedific nebo populaci.
Vysledkem je trojrozriérny nebo dvojrozrérny graf, ve kterém je znazaima prostorova
pozice vSech jediric ze sledovanych populaci nebo pozice jednotlivyoputaci na
zaklad jejich genotypu. FCA byla provedena pro vSechnyybace.

Geneticka struktura populaci zalozena na individigél genotypech (“individual

based") byla provedena v programu Structure 2.ic{fard et al. 2000). Principem této
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analyzy je pifazeni jeding na zaklad jejich genotyji do predem definovaného ptu
skupin, gicemz se nezohlédje pislusnost jedince k jeho redalné populaci. Tento
program zahrnuje bayesovskou shlukovaci ,admiktaraalyzu, kdy je soubor jedific
rozcklen na zaklaél genotymi do K skupin (= populaci). Pro kazdé K je vyfiavana
vérohodnost (,likelihood*) modelu. Vyp®t byl provadn pro parametry K = 1 — 10,
burn-in period = 100 000, pet iteraci 500 0000, hodnota ALPHA je n&hodnd, pro
kazdou populaci jina, gateni ALPHA = 1.0, ALPHAMAX = 10,
APLPHAPROPSD = 0,25, ALPHAPRIORA = 0,05, ALPHAPRIBR= 0.001. Pro
kazdé K byla simulacetikrdt opakovana. Vylr modelu sefidi podle nevysSi
vérohodnosti. Na zékladnejlepSiho modelu (tj. modelu, ktery s nejvys&iohodnosti
rozckli jedince do K skupin) Ize nasleglnrcit prislusnost daného jedince dékteré z K

populaci.
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5 Vysledky

Do provedenych analyz byly zahrnuty pouze lokadityorigovanym p&tem vzorki tzn.
nad deset jediricna lokalitu. Celkem bylo proé&Sinu genetickych analyz pouzito 24
lokalit s 443 jedinci (od 10 do 40 jedihoa populaci) (Hlohy, Tab.1). Vyjimkou je test
detekce populmé-genetické struktury v programu Structure, kde byldhodnoceno
vSech 495 jedincz 36 populaci(viz Obr. 2, str. 13, kapitola Metodi

5.1 Genotypizace vzorkl

Pro veSkeré genetické analyzy aZz na uvedené vyjitmdp pouzito deset lokis
amplifikovanych veitech multiplexech PCR. Alely loktsAar5, Ase34, Fhu2 a Ppi2 se
délkou neliSily vzdy o délku repetice, ale i o 1, lmipdobr u lokusu Ase58 o 3 bp
namisto 6 bp, coz je vy&titelné tim, Ze v minulosti pra¥godobré doslo k mutaci typu
inzerce-delece i mimo jednotku repetice (,indels¥Sechny lokusy byly polymorfni
srozsahem pou alel od 5 do 29 na lokus. VSechny lokusy {iapopulacemi)

vyhovovaly Hardyho-Weinbergéuwovnovaze (P > 0,05).

5.2 Geneticka variabilita uvnitr populaci

Vysledky vypa@tu frekvence nulovych alel v programu FreeNA u vsg&0Hokugi na 24
lokalitach ukézaly, Ze se podil nulovych alel vy88F 0,05 vyskytuje ve 3JFipadech.
Programy Cervus i FreeNA se shodly, Ze #&iSjvfrekvence nulovych alel se vyskytuje
u lokusu Ppi2 (FreeNA: 7 populaci s frekvenci vy$&t 0,05 — Spaisko ES, Francie
FR, Chorvatsko HR_SE, Polsko PL, Rumunsko RO_D,rKyp, Jordansko JO) (viz
Prilohy, Tab. 1).

Patet alel, dekavana (HE) a pozorovana (HO) heterozygotnostapalyzované
populace na vSech lokusech jsou shrnuty v Tabindny paiet alel kolisal od 2 do 20
na populaci/lokus. Rmérna heterozygotnost HE a H®@nila 0,64 a 0,67 amezi
populacemi kolisala minim&n Hodnoty alelické diverzity (AR; pdtana pro 10
diploidnich jeding, tj. nejmensi vzorek na populaci) na lokus kolisatozpsti od 1,7 do
9,7. Pimérna hodnota AR pro jednotlivé populace se pohykmwal 4,8 do 5,9 (nejvyssi
hodnoty AR byly zaznamenany u populaci SK, IT, HR &naopak nejmensi u HU_W,
RO_D, CY). AR umo#uje porovnani mezi populacemi a lze jej v tomkipadct pouzit

pro hodnoceni, jak se AR |iS§i mezi populacemi nauwbtranach tahového rozhrani.
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Interpopul&ni diferenciace hodnoceni AR mezi populacemi zeeisgvasti arealu (FL,
LT, PL) a z jiznicasti (SP, SP_E, PT, IT, CY, TK_MAR = 5,46, AR= 5,39, P = 0,64)
a mezi JZ a JV tahnoucimi populacemi (AR5,45, AR= 5,35, P = 0,63) jsou velmi
podobné, hodnoty se signifikagtneliSi (,two sample permutation test‘ v FSTATu).

Z 24 hodnocenych populaci byla zaznamenana odchyka Hardyho-
Weinbergovy rovnovahy (HWE, P > 0,05) u osmi popul&horvatsko HR_SE a HR_|,
Slovensko SK, Jordansko JO, Sglako ES, Polsko PL, Turecko TK_M, Marsko
HU_W). Rs je u ti populaci signifikanté vétSi nez nula (Tab. 1) a signalizuje mozny
Ubytek heterozygét a vysoké hodnoty inbreedingu nebo vysokou frekivendovych
alel (kolikrat se u 10 lokus vyskytla vysoka frekvence nulovych alel: Chorvatsk
HR_SE — 2x, HR_| — 3x, Slovensko SK — 1x, Jordand®o— 3x, Spafisko ES — 2x,
Polsko PL — 1x, Turecko TK_M - 2x, Marsko HU W — 2x) Vysledek & je
pravéEpodobré ovlivnén malym pdtem vzorki téchto populaci, kdy mohlo dojit
k nendhodnému vzorkovani. VSechny tyto populacé shajdi po 10 jedincich,.

5.3 Geneticka diferenciace mezi populacemi

Celkovy fixaini index ks ¢ini 0,015 a signifikanthise liSi od nuly (realnd hodnotafe
podstatg vzdalena od simulovanych hodnot, p < 0,005 seifgigntné¢ iSi od nuly, coz
znamena, Ze sledované populace jsou genetickylm@zdifestoze je celkova hodnotg
signifikantni, jeji velmi mala hodnota ztianevyraznou genetickou diferenciaci mezi
populacemi. B¢emZ hodnota celkovéskvypacitana pomoci FreeNa s korekci ENA je
témet totoZzna o velikosti 0,015, test signifikace potivatiliSnost od nuly (,bootstraping
resampling”, 95 % konfidemi interval, 0,010 - 0,021).
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Populace Fis P (H-W) AR He Ho

PT 0,04 0,10 5,36 0,66 0,64
ES 0,04 0,19 5,26 0,66 0,63
ES_D 0,05 0,15 5,68 0,69 0,66
FR 0,09 0,06 5,42 0,67 0,62
DENW 0,07 0,08 5,74 0,71 0,66
DEB -0,02 0,70 514 0,67 0,68
IT 0,04 0,18 6,10 0,73 0,70
HR_I 0,19 0,00 5,16 0,68 0,56
HR_SE 0,04 0,11 5,58 0,69 0,67
CZ_SY 0,06 0,06 5,14 0,65 0,61
CZ_HO 0,01 0,41 5,61 0,69 0,69
PL 0,13 0,00 5,42 0,69 0,60
SK 0,07 0,02 6,32 0,75 0,70
HU W 0,11 0,02 4,99 0,65 0,59
HU_C 0,00 0,42 5,33 0,69 0,69
HU_E -0,09 0,98 5,50 0,68 0,74
LT 0,08 0,06 5,47 0,63 0,58
FL 0,02 0,26 5,09 0,67 0,66
BG_W 0,07 0,01 5,53 0,69 0,64
RO_T 0,09 0,05 5,59 0,68 0,62
RO_D 0,24 0,00 4,78 0,67 0,51
TK_M 0,05 0,04 5,94 0,72 0,68
CY 0,04 0,21 4,79 0,58 0,56
JO 0,09 0,00 5,44 0,68 0,62

Tab. 1: Vysledné hodnoty fixacnich indexd Fis, alelické diverzity AR (korigované na
velikost populace N=10), priimérné pozorované H, a oCekdvané heterozygotnosti He
a vysledky testu vychyleni z Hardyho-Weinbergovy rovnovahy P (H-W). Tucné jsou
vyznaceny signifikatni hodnoty Fis. Zkratky populaci jsou uvedeny v Tab. 1 v Prilohach.
Parova kr mezi jednotlivymi populacemi se pohybuji v rozmez001 - 0,068.
Tyto hodnoty jsou vSak nizké a nazuog jen velmi slabou genetickou diferenciaci mezi
populacemi. Ze 625 parovych porovnani 124 vykazigese populace signifikarghisi
ve frekvenci alel a genotypi fixaénich index.. Statisticky vyznamné rozdily byly
zjisttny mezi populacemi z Blizkého Vychodu, Pyrenejskédmoostrova, Finska a
zbytkem studovanych populaci. Pokud nedoslo k elifeiaci, nelze jednoztiaé popsat,
Ze je zfisobena tim, jestli se populace nachazeji blizke sebroto se neliSi.iRladem
jsou dv populace z Chorvatska HR_SE a HR_| a obdali® populace z Rmecka se,

které se vzajemnod sebe neliSi, ale u mnoha sousednich populdgiZagnamenany
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signifikantni odliSnosti (nap Madarsko HU_C a HU W & = 0,03, P< 0,001,
Portugalsko a Spafsko Fst = 0,023, P< 0,00X eska republika CZ HO a CZ_S¥%f=
0,28, P< 0,001). Nepisi mira diferenciace byla zj&ta mezi populacemi Sp&sko ES
— Finsko FL, Kypr CY-Spatisko ES.

Interpopul&ni diferenciace v ramci ssfuscus a scirpaceus (Fst= 0,014, kr=
0,017 , P = 0,82) a mezi JZ a JV tahnoucimi pogmadFst= 0,016, kt= 0,011, P =
0,49) jsou velmi slabé, hodnoty se signifikantreliSi (,two sample permutation test
v FSTATU).

Analyza molekularni variance (AMOVA)

Vysledky AMOVY ukazaly, Ze 98 % genetické varialyilize gic¢ist na vrub rozdiim

v rdmci populaci, kdezto rozdily mezi populacentispivaji k celkové variabili
pouhymi 2 % (Tab. 2). Pomoci AMOVY byl ro¥h testovan stugevariability mezi
dvéma skupinami populaci. V prvni skupinl) jsou rotazeny populace tahnouci
jihovychodnim nebo jihozapadnim &rmam, skupina druhého testu (Tab. 3) (2)itvo
rozcklené populace podruhwispaceus afuscus (Tab. 4). Vysledky testu (1) zéiavelmi
nizké procento vysdlené variability vztahujici se krozdth mezi definovanymi
skupinami (1,5%) a vysokou variabilitu mezi samotinyedinci uvnit populaci (98,4%).
Shodrt Ize interpretovat vysledky AMOVY mezi skupinami alv poddruli. Tento

vysledek je potvrzenim analyzy variability mezi mBg@opulacemi.

Suma Variance Vysvétlena
Zdroj variability d.f. Ctvercu komponentu variabilita
Mezi populacemi 1 170,8 0,05 1,6 %
Uvnitf populaci 23 31515 3,27 98,4 %
Celkova variabilita 849 3425,3 3,33

FST . 0,034

Tab.2: Analyza variance alelickych frekvenci (AMOVA). Procento vysvétlené variability
odrazi miru vysvétlené odliSnosti bud’ mezi populacemi nebo v ramci populaci mezi
jedinci.
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Suma Variance Vysvétlena

Zdroj variability d.f. ctvercl komponent( variabilita
Mezi skupinami 1 8,07 0,007 0,22 %
Mezi populacemi uvnitf

skupin 22 101,8 0,064 1,4%
Uvnitf populaci 827 2672 3,25 98,4 %
Celkova variabilita 849 2781,9 3,23

Fsr: 0,016

Tab.3: Analyza variance alelickych frekvenci (AMOVA) populaci tahnoucich bud'to
jihozapadnim nebo jihovychodnim smérem. Procento vysvétlené variability odrazi miru
vysvétlené odliSnosti mezi skupinami, populacemi a v ramci populaci mezi jedinci.

Suma Variance Vysvétlena
Zdroj variability d.f. Ctvercu komponent variabilita
Mezi poddruhy 1 8,6 0,009 0,29%
Mezi populacemi uvnitf
poddruhu 22 101,3 0,045 1,37%
Uvniti populaci 827 2672 3,23 98,30%
Celkova variabilita 849 2781,9 3,28

FST . 0,016

Tab.4: Analyza variance alelickych frekvenci populaci rozdélenych do skupin zahrnujici
populace poddruhu scirpaceus nebo fuscus . Procento vysvétlené variability odrazi miru
vysvétlené odliSnosti mezi skupinami, populacemi a v rdmci populaci mezi jedinci.

Faktorialni korespondencni analyza

Na zaklad faktorialni korespondeéni analyzy (FCA) je na Obr. 3. znazéna poloha
jedinai v trojroznerném prostoru, kde jednotlivé bodyepstavuji genotypovou identitu
jedinai. Poloha jeding, ktefi pati do riznych populaci, se v grafu prolina. Je ziigraé,
Ze populace vzdalené, lezici na okrajich aredbpuface nachazejici se blizko sebeitvo
tésny shluk jeding. Ackoliv jedinci z populaci Spaiska, Portugalska, Tureck&gstens

i nékteti jedinci z Jordanska a Turecka zaujimaji v grafiwy polohu,¢imz vykazuji
genetickou odliSnost, Ize konstatovat, Ze rozlojedinai riznych populaci v grafu

neodpovida jejich geografickéemuyodu a vzdalenosti.
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FCA pro paimérné hodnoty genotyppopulaci znazauje, jak jsou si jednotlivé
populace geneticky podobné. Vysledek jehpedrjSi nez pro samotné jedince a &na
jisté odliSeni populaci Pyrenejského poloostroymjaulaci z vychodndasti arealu (Obr.
4). Je teba ale podotknout, Ze procento Wtené variability jednotlivymi faktory FCA
je celkow velmi nizké (viz Obr. 3 a 4).

Izolace vzdalenosti

Vysledky Mantelova testu pro izolaci vzdalenosti populaci nafi¢ eurasijskym
hnizdnim arealem rakosnika obecného jsou znémgrna Obr. 6. Testem byla sice
prokdzana signifikantni zavislost (koeficient deterace R = 0,06, Z = 64,6, p =
0,022), velmi nizky koeficient determinace zavitilgenetické a geografické vzdalenosti

ale zn&i slabou korelaci a je tedygimé, Ze vliv izolace vzdalenosti je nepatrny.

Obr. 3: Faktorialni korespondencni analyza (FCA, 1. osa 8,74%, 2. osa 8,34%, 3. osa
7,73%) vypocCitana v programu Genetix 4.05.2 (Belkhir et al. 1996-2004) pro 495
jedincl jednotlivych populaci. Kazdy bod v grafu predstavuje jednoho jedince, barevné
jsou odliseny jednotlivé populace.
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Obr. 4: Faktoridlni korespondencni analyza (FCA, 1. osa 8,77%, 2. osa 8,34%) pro
jednotlivé populace. Graf je obdobny jako obr. 4, neznazorfiuje jedince, ale jsou
zobrazeny populace v dvojrozmérném prostoru.
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Obr. 5: Grafické znazornéni testu ,Isolation by distance". Data pro 24 populaci prolozena

linearni regresi: Fst/(1-Fst) = In (geograficka vzdalenost).
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Bayesovska shlukovaci analyza

Vystupem bayesovské analyzy v programu Structute j8ou hodnoty &ohodnosti
modelu pro jednotliva K. Nejvhodjsi model pro stanoveni @i populaci je ufen na
zéklad maximalni hodnoty odhadu¢rohodnosti modelu In Pr (X/K). Provedla jsem
celkem d¥ analyzy pro odhaleni (1) struktury v ramci vSedpudaci - test diferenciace
z hlediska existence dvou uznavanych podélrah(2) struktury mezi stdoevropskymi
populacemi naifi¢ tahovym rozhranim.

(1) Vysledky prvni analyzy ukazuji (Obr. 6), Ze pich @t vyslednych odhad
vérohodnosti modelu méa velmi podobnou hodnotiiesB® z vyslednych hodnot Ize
vyvodit, Ze nejparsimoniafjsim modelem je zahrnuti v3ech jedindo jedné populace
[In Pr (X/K) = -17216,1]. Odvozeni jedné skupinypodida vysledikm FCA ukazujici
velmi nizkou diferenciaci mezi mistopisdefinovanymi poddruhy. Zajimavé takeé je, Ze
se nevytvdila Zadnacitelnd geneticka struktura, vSechny populadst&vaji spolu
v jedné klasifikované populaci, coz seidm jevit jako pekvapivé vzhledem Kk jejich
geografickym vzdalenostem a k existenci dvou padiidru

(2) Vzhledem k moznému silnému efektu velkéhaitpogeograficky velmi
vzdalenych populaci s velkou vnitropopira variabilitou byla testovana detekce
popul&ni struktury u vybranych populaci lezicich blizkahdavému rozhrani.
NejvérohodrgjSim modelem se ukazalo byfiiazeni populaci do jedné skupiny K = 1.
(Obr. 7). Vysledek zn@, Ze jako v pedchozi analyze nebyla detekovana zadna

popul&né-geneticka struktura.
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Obr. 6: Bayesovska shlukovaci analyza vSech populaci — odhad maximalniho poctu
skupin K (rozfazeni individui do ,redlnych populaci"). Graf znazorfiuje hodnoty
vérohodnosti modelu pro jednotliva K. Vérohodnost modelu je vyjadrena prirozenym
logaritmem In Pr (X/K) (Pritchard 2000).
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Obr. 7: Bayesovska shlukovaci analyza populaci napfi¢ tahovym rozhranim — odhad
maximalniho optimalniho poctu skupin K (rozfazeni individui do ,redlnych populaci").
Graf znazormiuje hodnoty vérohodnosti modelu pro jednotliva K. Vérohodnost modelu je
vyjadrena prirozenym logaritmem In Pr (X/K) (Pritchard 2000).
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6 Diskuze

V predloZzené préci, ktera je zaiana na studium popuiag-genetické struktury, jsem se
zabyvala genetickou variabilitou a diferenciaci asijskych populaci rékosnika
obecného. Mé vysledky nazhgi celkow velmi slabou diferenciaci populaci. Obdébn
nebyla zjiS¢éna geneticka struktura populaci, ktera by odradelé&né migrani smery
nebo existenci dvou poddrithTyto dva vysledky jsou dale podrabmliskutovany.
Relativre nizké genetické ro#znéni studovanych populaci indikuje velky disperzni
potencial rakosnika obecného, kdy genovy ttikné zabrauje diferenciaci populaci bez
ohledu na rozsahly hnizdni areal avysokou tahokowmektivitu mezi hnizdisti

a zimovisti. V opaném ipad, pokud je genovy tok slaby, lze uvaZovat

o morfologickém roZiznéni poddrulii a migr&niho chovani jako o recentni udalosti.

Geneticka variabilita populaci

Osm z 24 hodnocenych populaci se odchylovalo odiyarWeinbergovy rovnovahy
(HWE) a signifikantni koeficienty inbreedingu {f byly zaznamenany u 3 populaci.
Tyto vysledky teoreticky nazfaji moznost, Ze parovani v ramachto populaci je
nenahodné a fxe dochazet k inbreedingu, mawlivem vyrazného snizeni efektivni
velikosti populaci. Nendhodné parovani je doloZzemopopulaci, jez pragaly
~bottleneck” (Boessenkool et al. 2007, Lambertle@05). U studovaného druhu nebyla
zaznamenana odchylka od celkové HWE a wipranych 8 populaci byla odchylkadu
mirn& nebo se vyskytla u populaci, kde vlivem malgkitu vzorki a jejich ndhodné
kombinaci utitych genotyj lze pravépodobré zjistit ,faleSnou“odchylku od HWE.
AvSak krong jordanské populace se jedna o jinakéginé populace, které nejsou
vystaveny negativnim vlivm prostedi ani jimi ohrozeny.

Odhad nulovych alel se pouziva ve studiich &mych na poputan¢-geneticke
otazky testujici HWE a vifpadech, kdy se usuzuje na ztratu heterozygotrioafi.
Wahlundiv efekt) (Chapuis & Estoup 2007). Proto diky testthadu nulovych alel
provedeného na vSech lokusech a populacich studbwadruhu se Ize vyvarovat tomu,
Ze by gitomnost nulovych alel ovlivnila hodnoceni diferexme populaci nap vlivem
zmenSeni genetické diverzity v rdmci populaci,ggheodpovidalo skutaosti (Paetkau
& Strobek 1994). Atomnost nulovych alel u studovaného druhu bylanaarnana
predevsim u lokusu Ppi2, ale vzhledem k velikostifum@ného vzorku dat néap celym

aredlem a oproti tomuto zanedbatelnémuitypopopulaci, kde byly nulové alely
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detekovany, jsem tento lokus nevyida z naslednych analyz. Nulové alelyigobi
problémy @i hodnoceni populaci s velkou efektivni velikostdly je pro ,flanking
regions” typicka vysoka mutai rychlost”, a proto se liSi populace od populgue,které
byl primer pivodn® navrzen. | pes zahrnuti lokusu Ppi2 a populaci, kde byly nulove
alely gritomny, byly porovnavanédrpred i po korekci ENA srovnatelné, a proto dalSi
analyzy nebyly ovlivany zkreslenim vysledk kdy @i vyrazném sniZeni
vnitropopul&ni genetické diverzity ummné roste mira genetické diferenciace (fira
index Fst) a genetické vzdalenosti mezi populacemi (Paegtal. 1997, Slatkin 1985).
Domnivam se tedy, Ze odchylky od HWE a signifikarfg jsou bul’ artefaktem fi
sbéru materialu (nenahodné vzorkovani — odchybyznych jedingd u malych velikosti
vzorki n = 10 u &kterych lokalit) nebo mohly bytast&né u nikterych populac
zpasobeny pitomnosti nulovych alel.

Mezi zkoumanymi lokusy se hodnoty AR (,allelic rigdss®) znané liSily,
porévadZ kazdy z lokus vykazoval fizny stupé polymorfismu. Hodnoty AR byly
u vSech zkoumanych populaci podobné a v ramci peppbnérné vysoké. Tento jev lze
celkem snadno vystlit tim, Ze vnitropopuléni variabilita v ramci sledovanych populaci
je srovnatelnd a toto zji§ti potvrzuji i vysledky faktorialni koresponden analyzy
(FCA). O zn&né genetické variabilitje uvazovano jako o nezbytné podmince, ktera
zaji¥uje dlouhodobé iezivani (Hansson et al.2005) a adaptivni potertridthu (Hess
& Edwards 2002, Reed & Frankham 2003). Mira geRétigariability je ovliviena
raznymi silami, nap velmi vyznamnou jegsobeni selekce. Vliv selekce se projevdje p
expresi gefi a mize pisobit proti genetickému driftu Bpobujicimu ztratu genetické
variability, zatimco vyrazny vliv selekce &$uje rozmanitost, jejimz zdrojem je
prosazeni vyhodnych variant gespojeni s jejich naslednou fixaci (Hughes & Yeager
1998, Lynch & Walsh 1998).

Geneticka diferenciace

V hypotéze vysttlujici variabilitu v iznych znacich v zavislosti na geografickém
rozSieni (Nicholls et al. 2006- vokalizace, Bensch etlP9 - migrace) je kladenihz

na geografickou izolaci mezi populacemi jako naadas silu, kterd podmiuje variabilitu
sledovanych znak chovani nebo fenotypového projevu (Nicholls et aD06).
Predpokladala jsem, Ze na urovni neutrdlnich gengtltkmarkedt naleznu variabilitu

odpovidajici rozdilnostem v ramci studovaného drgélioz populace se lisi odliSnymi
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smeéry tahu a déma uznavanymi poddruhy s odliSnostmi v arealu fen$ia ve zbarveni,
ato i festo, Ze diferenciace mezi populacemi bylarbyt omezena dinky genového
toku, ktery eliminuje rozdily.

Parova porovnani frekvence alel, gendtyparovych kr ukazala, Ze populace
z Blizkého vychodu, Finska a Pyrenejského pologatse signifikant& liSi od ostatnich.
Jak pérové hodnoty fixaich indexi, tak celkova Er jsou ale velmi nizké, zgajen
slabou genetickou diferenci. Parové porovnani Fetimpopulacemi bylo vyhodnoceno
nejen pro vSechny populace, ale takéarmgem na populace liSici se&igusnosti
k poddrutii a podle odliSného sfru migrace. Nizké hodnotysk byly ziskany pro
srovnani poddruh fuscus a scirpaceus i mezi populacemi tdhnoucimi na zimovistZ
nebo JV smrem. Jinymi slovy tyto populace se genetickjli® neliSily. K shodnému
zjisteni dosli autdi prace zabyvajici se morfologickou divergenci potid a genetickou
diferenciaci populaci na tahovém rozhrani u slawikaraka Luscinia svecica (Hellgren
et al. 2008, Johnsen et al. 2006). Domnivam seioZ€e se tyto skupiny populaci
studovaného druhu geneticky neliSi, je ptgpatlobr zpisobeno tim, Ze mezi nimi
dochazi k toku genprostednictvim disperze mladych ptalka meziréni presidlovani
dosglcu, jejichz vyznam pro sniZeni genetickych roiaflezi populacemi Ize povazovat
za podstatny. Tyto pohyby maji pochopiteirelky vyznam nejen z hlediska poptra-
genetického (nap zamezeni inbreedingu), ale i ekologického fnagybér vhodného
kvalitniho biotopu, schopnost disperze po distucbara pivodnim hnizdisti apod.).
Hodnoty lstmezi populacemi uiznych drulii ptaki se pohybuji v rozmezi od 0,014 do
0,075 (Burg et al. 2005, Gibbs et al. 2000, Rueggale 2006). V ramci naSeho
studovaného druhu sg#blizi tmto popsanym hodnotam, respektive odpovidaji spodni
hranici vySe uvedeného intervalu.

Vysvétlena geneticka variabilita uvhipopulaci postihuje 98% celkovych roZdil
mezi hodnocenymi populacemi. Lze tak usuzovat, be jadna ze sledovanych
charakteristik (tahové rozhrani, dva poddruhy) nerdtudovaného druhu dost&ieu
pricinou zvySeni genetické variability vedouci k difececi. Tento vysledek
mikrosatelitovych analyz a analyzy variance alglatk frekvenci (AMOVA) se shoduje
s vysledky ziskanymi z analyz sekvenci mtDNA, kdeleotidova divergence obou
poddruhi ¢inila pouhych 1,63-2,55 % (Helbig & Seibold 199Byavdpodobré ma tok
gen (stejre jako u Fsy) zadsadni vyznam a s ohledem na disperzni schopirosiu je

zdrojem genetické variability a zakitge diferenciaci, proto je u studovaného druhu
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podstatnd interpretace o potencialni disperzni mobsti druhu v souvislosti
s posouzenim genového toku a jehdéisgvku k divergenci populaci. Disperzni
schopnosti u &sSiny druli ptaki (vcetrg zde studovaného) vykazuji intraspecifické
rozdily, kdy se liSi mira filopatrie v zavislostarpohlavi nebo &u jedindi. V ramci
téchto studii lze vysledovat obecnou z&konitost \ewi@ti a schopnosti disperze:
frekvence distribuce disperznich vzdalenosti kkesdstoucimi vzdalenostmi a disperzni
vzdalenosti mladych ptak(usidleni) jsou &Si nez hnizdni disperze dekm (presidleni)
(Ferrer 1993, Matthysen et al. 1995, Paradis etl@88). Ze 220 dospch (+1 K)
rakosniki obecnych okrouzkovanych v hnizdnim obdobi na G£&a SR a zastiZzenych
po vice letech aft v hnizdnim obdobi, bylo 199 (90,9 %jrmych svému hnizdisti, 21
presidlilo na vzdalenost 1-322 km {pnér 59,5 km). Z 15 ptak okrouzkovanych jako
nevzletna midata na hniz&éla nahlasenych wkterych z nasledujicich hnizdnich obdobi
hnizdilo 11 (73 %) na témZ miésa 4 se usidlila ve vzdalenosti 3-70 km od svyah&o
Omezena je tato interpretace krouzkovacich dat ¥endata pochazeji pouze z jedné
lokality a proto niZze dochazet dochazi k zanedbani a zkresleti paaki rozptylenych

a nenavracejicich se na tu samou lokalitu. Z odhdidperznich vzdalenosti v studii
Paradise et al. (1998), kdy atiterovnavali vzdalenostitpsidleni a usidleni na zakéad
britskych zgtnych hlaseni, pro rdkosnika obecného gjag/znamny rozptyl (3 jedinci
meli rozptyl nad 100 az 300 km od mista krouzkovadixoho Ize usuzovat na velky
disperzni potencial, ktery, vzhledem k nespornémdhpdnoceni nalézmimo tradéni
mista krouzkovani (tj. na lokalithch vzdalenych méta odchytovych akci), e byt
vyznamnou silou zabiajici diferenciaci populaci tohoto druhu.

Predpokladala jsemifiomnost geografické diferenciace eurasijskych aopu
piicemz jsem predikovala, Ze jsou prapddobné d¥ moZznosti, kdy (1) bdi budou
previadat velké genetické rozdily u populaci zapadaychodnicasti arealu a populaci
napi¢ tahovym rozhranim v souvislosti s moznou histarickzolovanosti a s ohledem
na vliv selekce proti hybritm u tahového rozhrani anebo (2) nizké genetickélendsti
budou odrazet velmi recentni adlehi populaci tahnoucich odliSnymi &y Podle
bayesovské detekce popth&-genetické struktury v programu Structure se jako
nejwrohodrgjSi model ukazalo zahrnuti vSech zkoumanych jedida jedné skupiny.
Tento vysledek znamena, Ze studované populace nikeosobecného ipdstavuiji
z genetického hlediska jednu vicerdgranmiktickou populaci. Pokud bereme v Uvahu,

Ze sice hodnota celkovéhgfa rektera parovgorovnani kr vysly signifikantni, ale
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byly velmi nizké, atudiz zwa slabou diferenciaci, pak i tento vysledek je uladu
s ostatnimi. Bedpoklad, Ze strukturovanost je dana poddruhy woeliSnymi migr&nimi
smery, tak nebyl potvrzen. Podobny vysledky uvadi sudorfologické a molekularni
variability nagri¢c tahovym rozhranim budtka wtSiho Phylloscopus trochilus) (Bensch
et al.1999). Vysledky analyz sekvenci mtDNA a m#aieliti neukézaly téry Zadné
genetické rozdily mezi @éma poddruhyrochilusi acredula

Mnoho studii neprokazalo genetickou diferenciacpyaci (& uz na arovni
mtDNA nebo neutralnich genetickych markereclhigsfpze se tyto populace fenotypov
i svym chovanim vyraznliSily (review Zink 1997). Naproti tomu bylo zj&io nap. Ze
mezi populacemi migrujiciho druhu f&gka pokovniho Dendroica discolor) probiha
jen slaby genovy tok, fgemz u tohoto druhu byla doka&zana vyznamna geneticka
rozdilnost na zakladodliSnych morfologickych znaka charakteru migrace (Berthold
1993). | kdyZ se genetickd izolacaire zdat byt u dalkovych migranpiekvapiva, jak
ilustruje piklad lesiaka, miZze byt genovy tok mezi populacemi stabilmizky,
v souladu s odflenymi hnizdnimi habitaty vifpact zminovaného druhu i s existenci
dvou definovanych poddrih(Buerkle 1999).

Podobi navzdory probihajicimu toku g&nmohou byt populace geneticky
odlisné nap v pta&im zpivu. Geograficka rozmanitost v gten zpivu jako adaptivni
schopnost zaloZzena na rozdilné kwaliprenosu zvuku viznych prostedich
(Slabbekoorn & Smith 2002) seiie vyvijet a trvale zachovatgrevsim vlivem silného
selekniho tlaku pirozenych podminek prastdi. Z obecného pohledu toto zjist
odpovida obecnému ekologickému modelu vnitrodrutiemétypické divergence (Endler
1977, Ogden & Thorpe 2002). Paratelmkteré studie ukazuji, jak sel@k tlak nize
mit tak silny vliv, ktery i u populaci genetickyfelienciovanych zjsobi, Ze pod viivem
stejného selaiiho tlaku prosedi maji tyto populace stejny &p (Nagel & Schluter
1998).

Pro studium genetické diferenciace populaci se @dadni spojeni znalosti
geografické distribuce a komplexnich informaci orimlogii, habitatech a chovani
druhi. Pro rakosnika obecného je charakteristické, Aa/@ly celém hnizdnim arealu
stejny typ biotopu (rdkosiny), morfologicky je p&m¢ uniformni (liSi se jen délkou
kiidla v souvislosti se vzdalenosti hnizéigid zimovis¥) a zgv nevykazuje Zadné
rozdily (Pearson et al. 2002). Mozaik@viroztrousené hnizdni populace tiap

rozsahlym geografickym areéalem vykazuji metapaomilatrukturu (Foppen et al. 2000)
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a mohou tak teoreticky poskytovatippdné podminky pro lokalni adaptace ékterych
izolovanych populacich (Hanski & Gilpin 1997). ¥asti stedni Evropy populace
rakosnika obecného tahnou étha odliSnymi sy a lze uéit tahové rozhrani
(Schlenker 1988, Zink 1973).

Geneticka diferenciace na Grovni tahového rozhrani a poddruhi
Migra¢ni rozhrani ve sedni Evrog (odctleny jihozapadni a jihovychodni smtahu,
Zink 1973) v souvislosti s relatignvysokou tahovou konektivitou mezi hnizdnim
a nehnizdnim aredlem (Prochazka et al. 2008enpodmiovat genetickou diferenciaci
mezi populacemi. iedpokladala jsem, Ze populace studovaného druhilbuskou
geneticky liSit. Tato predikce se nepotvrdila, iykdmigrani chovani je geneticky
podmiréno. Jeiteba si ugdomit, Ze migrace je flexibilni znak (Berthold & gy 1992)
a jeho zmina, jejiz vysledky pozorujeme a odvozujeme Wasnosti, nize byt velmi
nedavnou udalosti, jeZ zatim nevedla k divergeBerthold et al. 2001). V populacich
zmeéna tahového chovani a s nim spjaté tahového rozlpemistuje i kdyz populace
nejsou zcela reprodake izolovany. Nasledh se tato variabilita i f@sto nize
v migranim chovani zachovat, aniz by se shotim. detekovanou variabilitou projevila
na diferenciaci neutralnich markerDomnivam se, Ze zna tahového chovani
u studovaneho druhutibe byt relativi rychla a nemusi se projevit na genetické arovni.
Migrace je pirozert plasticky znak a vymezit popuia specifické tahovée cesty
byva problematické (Webster et al. 2002) a proteglni obtizné studovat mechanismy
zpasobujici zndny tahového chovani a naslednéslddky. OvSsem ve studii zmy
migratniho chovani gnice ¢ernohlavé (Bearhop et al. 2005) se piddadokazat, ze
vyvoj alopatrické zimujici populace, je podmin asortativnim parovanim na
sympatrickém hnizdistiCasré prilétnuvsi samice vybirajéasreé prilétnuvsi samce
z téhoz zimovist Za poslednich 50 le€pice ¢ernohlavé hnizdici ¥asti stedni Evropy
zmenily smer tahu acast populaci jiz netdhne na zimovisia Pyrenejském poloostrgv
ale za&aly zimovat na Britskych ostrovech. Jejichépbza poslednich 10 let se zvySuje.
Navzdory tomu, Ze studie neni podpoa genetickymi analyzami, vysledky této prace
piinaSeji zasadnimi poznatky,énici pohled na rychlost ziny sneru tahu a to, jak
casténa ¢asova segregace v hnizdnim obdobi &ananmigr&niho chovani mize vést
k vytvoreni subpopukini struktury vramci druhu a vytiét tak potencial pro

sympatrickou speciaci. Tato variabilita a p@mmé chovani se nemusi geneticky
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prokazat, jelikoz k jejich vzniku mohlo dojit v riaché dob (Berthold et al. 2001),
podobré jako u gnice ¢ernohlavé. Zstava tedy spekulaci, jestli existencie odliSného
smeéru migrace u rakosnika obecného Ize povazovatcantei udalost, kdy néwzniklé
alely nengly dostatektasu, aby se zafixovaly (Takahata 1983).

Z jiného pohledu mnoho migrujicich ptdkdolava velmi velké vzdalenosti mezi
svymi hnizdisti a zimovisti, fixemz i ges velmi dobré disperzi schopnosti a obsazovani
piihodnych bioptopp u tSiny ptaki Ize nalézt relativé vysokou hnizdni filopatrii
a fidelitu (Greenwood & Harvey 1982). U rakosnikaeoného byla zjigha vysoka
tahova konektivita mezi hnizdisti a zimovisti.Vysgokigrani konektivita nize vytviet
potencial pro potencialni specifické adaptace aowgfi na znény prostedi vedouci
k divergenci populaci. Pokud existuji silné setdktlaky na divergenci jednotlivych
populaci, nize dojit az k specia¢iWebster & Marra 2005). Vlivem historickych udaliost
nagr. zaledrni, pod fiznymi seleknimi tlaky prostedi a selekci proti hybrnign se
u studovaného druhu mohlo vyvinout tahové rozhré®énsch et al.1999). i€sto
vysledky této praci vzhledem na rozsahly hnizdeéla vysokou tahovou konektivitu
mezi hnizdisti a zimovisti nepotvrdily diferencigapulaci.

Intraspecificka variabilita u ziwicha ¢asto vedla taxonomy k popisu odliSnych
subspecii. Vyklad a Zgob, jak chapat tuto taxonomickou jednotku nenilamse jeji
klasifikace je ¥tSinou zaloZena na geografické izolaci rozdilnycbrfotypi (Zink
2003). U ptak je mnoho poddruh popsano podle jejich morfologie a podle vzhledu
nag. zbarveni (Vaurie 1959) ripadré na zaklad regionalnich odchylek zpu (Groth
1993, Lougheed & Handford 1992)ieBtoze bylo rozliSovani poddnuhmnohokrat
kritizovano (Zink 2004), dodnes je mnozi systen@té&k uzivaji. Navic se ukazuje se, ze
jejich odliSovani nize byt uziténé, protoZze existence poddtufe jednim z ukazatél
biodiverzity, které mame k dispozici aige nam tak mnohé napaét o diferenciaci
druhi a vnitrodruhové variabilit(Price 2008).

Piikladem gkné shody v morfologické a genetické diferenciachgp. strnadec
zpevny (Melospiza melodia) na severozapadseverni Ameriky (Pruett & Winker 2005).
Protoze popisy subspecii vychaz&gsto z geografické distribuce a malych odliSnosti v
zbarveni, a navic jsotasto zaloZzeny na malé sérii jedinme vzdy odpovidaji popsané
poddruhy geneticky homogennim jednotkam. Takfriteg u stizlika kaktusového
(Campylorhynchus brunneicapillus) v Americe &zn¢ rozSteného druhu, ud&mnoz byly

popsany geograficky odtbné poddruhy, existuji podle mtDNA dva genetickiddené
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taxonomické celky, &oliv se uznava celkem 6 poddiutzink et al 2001).Srovnavaci
studie subspecifické variability 41 drulptélki zjistila, Ze pouze 3 % zkoumanych
poddrulii vytvéi evolwné a geneticky odélené taxonomické jednotky (Zink 2004).
Phillimore & Owens (2006) u &Siho vzorku druth ale zjistili, Ze 36 % poddruih
reprezentovalo distinktni  fylogenetické linie. feBtoZze subspecifické ¢lereni
nekoresponduje s realnymi genetickymi jednotkamramaci jednotlivych drud,
existence poddrdhnam niize netidka mnohé nap@dét o evol&ni historii druhu,
probihajici alopatrické speciaci a tigadech, kdy se jedna o velmi deldiferencované
poddruhy jak morfologicky, behaviord&n geneticky, je pak na misfe taxonomicky
povaZovat za ,dobré* druhy (Johnson 1982).

V tomto gipack jsou oba poddruhy rakosnika obecného velmi poddiEiée jen
drobnymi znaky ve zbarveni amai (SedSi zatylek a bilé okraje rydovacich pesmu s
fuscus) a rozstenim; vykEr prostedi i zgv jsou u obou forem shodné (Pearson et al.
2002). Otazkou wstava, nakolik je fechod mezi obma poddruhy strmy. Podle
dostupnych zdrdj se oba poddruhy stykaji v Turecku (Roselaar 19883, se vSak, Ze
pirechod mezi nimi je spiSe pozvolny a je dostidoimozné, Ze se jedna o klasickou
klinalni variabilitu ve zbarveni, kdy v aridnichlabtech maji ptaci Sedsi zbarveni. Pokud
by se potvrdily vysledky z analyz mikrosatélitna jiném seleéné neutralnim markeru
(nap. mtDNA), pak by odliSenithto poddrufi bylo svym zjisobem zbyténé.
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Shrnuti a vyhlidky dalSiho studia

Vysledky analyzy mikrosatetit nepotvrdily genetickou divergenci na vnitrodruhove
arovni, pestoze ji bylo mozné tekavat v souvislosti s existenci dvou uznavanych
poddruti a tahového rozhrani. VSechny mé vysledkgtedre ukazuji na homogenni
genetickou strukturu populaci, ovSem &mr nenuiZzeme rozeznat mezi relativni
vyznamnosti vlivu historickych udalosti a sasnym tokem gen (Templeton et
al.1995).

Alternativre 1ze vyswtlit, pro¢ neutralni genetické markery nezachytily
genetickou diferenciaci, je jejich nevhadnzvolenym vykrem. U neutralnich
genetickych markér pomoci nichZ Ize popsat genetickou variabilituinavni popul&ni
struktury, se pedpoklada, Ze tyto lokusy odrazeji adaptivni valitabv populacich
(King & Burke 1999), ale lokalni seléki tlaky na adaptaé vyznamnych lokusech
nemusi byt snadno detekovany (Hedrick 1994) a dnihKokusy nemuseji sprayn
odrazet tok gelnmezi tfiznymi geografickymi oblastmi siznym seleknim tlakem.

Otazkou #stava, zda by pouziti vice lokyskteré by vykazovaly genetickou
asociaci s funknimi geny zodpo¥dnymi za expresi vrozeného poptr&specifického
sméru tahu, neukdzaly signifikantni rozdily t@ptahovym rozhranim. Ro¥# pouZiti
nezavislych genetickych markeby jis€& pomohlo lépe rozhodnout, zda se studované
populace opravdu geneticky neliSi. Pilotni analgskvenci mtDNA (cytochrom b,
kontrolni oblast — E. Bellivia, H. Winkler in lijtnazn&uji, Ze pyrenejské populace se
zdaji byt odliSné od zbytku evropskych populaci, Zda tomu doopravdy tak je, ukaze

ale az dalSi studium v budoucnu.
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Prilohy

Tab. 1: Souhrn odchytovych lokalit. Uvedené jsou informace o kazdé lokalité zakreslené
na mapé pod poradovym cislem, pfifazené zkratce, jejich zemépisné poloze a poctu
jedincl. Tucné je vyznaceno 24 lokality s poc¢tem jedincd nad 10 jedincd.

Cis.v  Populace/Lokalita N Soufadnice
Obr. 2.
1 Portugalsko (PT), Estarreja 28 40%43'N 0835'W
2 SZ Spanélsko (ES), Barrafian 15 43°15'N 0835'W
3 SV Spanélsko (ES_D), delta Ebra 10 40%43'N 0043'E
4 Francie (FR), Bretagne, Etang du Trunvel 10 4800'N 0430'W
5 Némecko (DE_NW), Nordrhein-Westfalen, Diergarten 10 51°11'N 06°16'E
6 Némecko (DE_B), Bavorsko, Poppenwind, Mohrhof 10 4939'N 1050'E
7 Polsko (PL), Milicz 10 51B1'N 17°15'E
8 Déansko (DK), Arresg 5 55%8'N 1205'E
9 Norsko (NW), Aurskog-Hgland 5 59%43'N 1127'E
10 Ceska republika (CZ_SY), Svitavy 21 49%53'N 16°17'E
11 Z Mad’arsko (HU_W), Fenékpuszta 10 46%43'N 17°15'E
12 Chorvatsko (HR_I), inland, Dragani ¢i ribnjaci 10 4534'N 1538'E
13 Italie (IT), Lagnone 10 4109'N 14°18'E
14 Chorvatsko (HR_C), dalmatské pobfezi, Vransko jezero 6 43%53'N 1533'E
15 JV Chorvatsko (HR_SE), delta Neretvy 31 4257'N 1734'E
16 JV Ceska republika (CZ_HO), Hodonin 26 48%54'N 1702'E
17 stfedni Mad'arsko (HU_C), Kolon-t6, Izsak 29 4647'N 1921'E
18 Slovensko (SK), Trnavské rybniky 21 4832'N 1751'E
19 V Mad'arsko (HU_E), Hortobagy 12 A4734'N 21°10'E
20 Rumunsko (RO_T), Transylvanie, Lake Sic 10 4657'N 2354'E
21 Rumunsko (RO_D), delta Dunaje 10 45°10'N 2938'E
22 V Bulharsko (BGE), Durankulak 26 4342'N 2831'E
23 Z Bulharsko (BG _W), Dragoman 4 4255'N 2255'E
24 Litva (LT), Vent és Ragas 10 5521'N 21°13'E
25 Finsko (FL), Turku, Rauvola 32 6040'N 227T0'E
26 Rusko (RU), Petergoff, St. Peterburg 9 5990N 2985E
27 Turecko (TK_M) Mogan Go6lu 32 3946'N 3248'E
28 Turecko (TK_S) Sultansazligi 6 3820'N 3515'E
29 Turecko (TK_B) Balikdami 4 39°12'N 3139'E
30 Kypr (CY), Polis 12 3502'N 3225'E
31 Izrael (ILE), Eilat, Kenneret 12 2933'N 34%56'E
32 Jordansko (JO), Azraq 40 3149'N 3648'E
33  Azerbajdzan (AZ) 3 3921'N 49°11'E
34 Saudska Arabie (SA), Rijad 2 2438'N 4643'E
35 Kuvajt (KU) 1 2922'N 4741'E
36 Kazachstan (KZB, KZS, KZA) Balchas$ + Sorbulak & 45°12'N 7359'E

Alakal 4
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Tab. 2: Sekvence primerd Cerpané z originalnich publikaci.

Barevné
Primer Sekvence 5- 3’ Studie Studovany druh znaceni
GTTTGT GCATCAATT
Aard AGT CAT G Hansson et al. 2000a A. arundinaceus FAM
GAT GAC TAA GGT GGC
CTCTGG TGT G
GAC CTC TGT ATG TGC
Aarb GTG Hansson et al. 2000a A. arundinaceus VIC
TCT GAG TGG ACTCAG
GAGT
TAG TGA TGC CCT GCT
Aar8 AGG TA Hansson et al. 2000a A. arundinaceus NED
AAG TGC TCC TTA ATA
TTT GGC A
GTTATTTCT TTT GGC Richardson et al.
Ase34 CCTCAGC 2000 A. sechellensis PET
GGA GAC ACC ACA CCA
ATG C
ATT CCA GGG ATT GGG Richardson et al.
Ase58 CAG 2000 A. sechellensis FAM
CTC AAGCG AAATTG
AGC AGT
GTG TTC TTA AAA CAT
Fhu2 GCC TGG AGG Primmer, etal. 1996  Ficedula hypoleuca NED
GCA CAG GTA AAT TGC
TGG GCC
TCA ACA AGT GTC ATT
Hru5 AGG TTC Hansson et al. 2000a A. arundinaceus FAM
AAC TTA GAT AAG GAA
GGT ATAT
GCT GTT TGT GAG CCG
Pca3 GGG Dawson et al. 2000 Parus caeruleus VIC
TGT TAC AAC CAA AGC
GGT CAT TTG
TCTGG CTGTTG CTA Neumann & Wetton
Pdoul TCA GAAGGA 1996 Passer domesticus  NED
GCACGGCTGTCTIT
CAA CAA ACT
AAC CAC ACT GAG TAA Phylloscopus
Pocc2 GCTGCTG Bensch et al. 1997 occipitalis PET
CAC AGA CCATTC GAA
Ppi2 GCA GA Hansson et al. 2000a  A. arundinaceus VIC
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Tab. 3: PCR amplifikace a multiplexy. V prvnich tfech sloupcich jsou Udaje uvedené pro
multiplexy, pro primery Aar5 a Ppi2 jen podminky PCR amplifikace. Pdoul ma stejné
podminky pripravy jako multiplex Aar8+Pocc2, ale pridava se jen jeden primer 0,5 pl
a tim se méni pomér vody na 4,8 pl.

Ase58+Fhu2+Pca3 Aar4+Ase34 Aar8+Pocc?2 Aar5b, Ppi2
Mix 10ul Mix 10pl Mix 10ul Mix 10pl
Buff 1 Buff 1 Buff 1 Buff 1
Mg 1 Mg 0,75 Mg 1 Mg A-P 0,75-1
dNTP 1 dNTP 1 dNTP 1 dNTP 1
P1 0,5 P1 0,5 P1A 0,5 P1A 0,25
P2 0,5 P2 0,5 P2A 0,5 P2A 0,25
P3 0,5 P3 0,5 P3P 0,25 P3P 0,5
P4 0,5 P4 0,5 P4pP 0,25 P4P 0,5
P5 0,5 Taq 0,2 Taq 0,2 Taq 0,2
P6 0,5 DNA 1 DNA 1 DNA 1
Taq 0,2 H20 4,05 H20 4,3 H20 5,55-4,8
DNA 1 Pdoul 0,5/4,8
H20 2,8

Tab. 4: Skupiny pro vypocet analyzy molekularni variance (AMOVA) v programu
Arlequin. Prvni skupina zohlednuje rozdéleni na dva poddruhy (1 - scirpaceus, 2 -
fuscus). Druha skupina reprezentuje rozdéleni populaci tahnouci odliSnymi sméry (1 -
jihozapadnég, 2 - jihovychodné).

Populace  Skupina 1 | Populace Skupina 2
PT 1 PT 1
ES 1 ES 1
ES D 1 ES D 1
FR 1 FR 1
DE_NW 1 DE_NW 1
DE_B 1 DE_B 1
IT 1 IT 1
HR_I 1 CZ_SY 1
HR_SE 1 PL 1
CZ_SY 1 LT 1
CZ_HO 1 FL 1
PL 1 HR_I 2
SK 1 HR_SE 2
HU_W 1 CZ_HO 2
HU_C 1 SK 2
HU_E 1 HU_W 2
LT 1 HU_C 2
FL 1 HU_E 2
BG_W 1 BG_W 2
RO_T 1 RO_T 2
RO_D 1 RO_D 2
TK_M 2 TK_M 2
CY 2 CY 2
JO 2 JO 2
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Abstract

After a population bottleneck, genetic dnft can result in sudden and dramatic changes in allele frequencies that occur
independently of selection. In such instances, many beneficial adaptations may be eliminated even if the population later
increases again, Conversely, immigration may successlully counter the adverse effect of reduced population size, bringing
new or lost alleles and replenishing thus genetic diversity of a reduced population. Extensive groundwater abstraction from
the Azrag Oasis led to a considerable deterioration of the unique wetland ecosystem during the 1980s and most of the
aquatic vegetation consequently died off in the early 1990s. At that time, numbers of local reed warblers (Acrocephalus
scirpaceus) dramatically dropped to a few pairs. The numbers slightly increased again after wetland restoration efforts were
begun. To infer possible consequences of the population collapse on genetic diversity, we genotyped 40 local breeders at 10
polymorphic microsatellite loci. After 15 vears from the crash, the population showed no evidence for past genetic
bottlenecks. The absence of reduced genetic diversity suggests that the population has largely benefited from gene flow.
The study shows how immigration may sustain the viability of fragmented populations of migratory birds after restoration
of their former breeding habitat.

(© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Habitat destruction. fragmentation or deterioration cause serious population declines in many animal
species around the globe. In a bottleneck. where the population suddenly contracts to a small size. genetic drift
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can result in sudden and dramatic changes in allele frequencies independently of selection, which can have
profound effects on the eveolutionary history of the population. Loss of polymorphism can lead to increased
homozygosity. expression of recessive deleterious alleles. inbreeding depression and decreased adaptive
potential (Amos and Harwood. 1998; Galbusera et al., 2000; Jensen et al.. 2007; Keller et al., 1994). In such
instances. many beneficial adaptations may be climinated even if the population later increases again.
Although many rare alleles are likely to get lost. not all populations that have been reduced to a small size
need necessarily show low genetic polymorphism (Clegg et al., 2002; Friar et al.. 2000: Pemberton et al., 1996;
Waldman et al.. 1998). These cases may concern situations of only short-term population decreases followed
by rapid population expansion (e.g.. Zenger et al., 2003) when there was not enough time for allele fixation.
There are also other mechanisms that maintain genetic polymorphism. e.g.. when drift is opposed by
balancing selection (Paterson et al., 1998). or sclection against inbred individuals (Bensch et al.. 1994; Coltman
et al.. 1999).

Most natural populations, however, are not isolated and dispersing individuals significantly influence
both demography and genetic variation of the recipient populations. Immigration thus not only enables
colonization or increases population size, but may also replenish genetic variation, alleviate inbreeding
depression and boost fitness. an effect which has been termed ‘genetic rescue’ by Ingvarsson (2001).
Translocation experiments demonstrated that even a low number of immigrants may significantly increase
genetic diversity of isolated populations (Madsen et al., 1999: Saccheri and Brakefield. 2002). Several
studies on natural populations similarly showed that immigration contributes to an increase of genetic
variation (Hansson et al.. 2000; Ortego et al., 2007; Vila et al., 2002). Gene flow can therefore signi-
ficantly compensate for the genetic impoverishment of a population by introducing new alleles or replacing
those lost through genetic drift (Slatkin. 1985). On the other hand. immigration may impose a risk of
outbreeding depression owing to dilution of local adaptation and/or disruption of epistasis (Tallmon et al.,
2004).

To understand the effects of short-term fluctuations in population size on genetic diversity. there is
clearly a need to analyze such situations in different taxonomical groups and ecological contexts. This
study provides a possibility to witness potential genetic consequences of a bottleneck in a natural population
of a long-distance migrant passerine breeding in an isolated desert oasis. The Azraq Oasis has been a
unique wetland in the Jordanian Eastern Desert. With its former area of up to 26km? (Scates. 1968).
the marshland used to be the most important wetland in the region otherwise dominated by arid habitats,
serving as a significant breeding. stopover and wintering site for many waterbirds. Due to extensive
groundwater extraction since 1983, the water table has lowered and previously permanent pools, marshes
and water meadows dried out completely. and most of the aquatic vegetation died off in 1992-1993.
In addition, the remnants of the aguatic vegetation were heavily grazed by livestock. feral horses and
water buffalo. and regularly burnt to promote growth for grazing. In 1994, a rehabilitation project started
and approximately 10% of the original water input was returned to the wetland reserve (BirdLife
International, 2005). The deterioration of the marshland caused decreases in all waterbird species and many
of them disappeared from the site (Andrews, 1995). Due to the loss of nesting habitat. the former reed
warbler (Acrocephalus scirpacens) population estimated at about 400 breeding pairs in mid-1960s (Wallace,
1983) dramatically decreased to a few pairs in early 1990s (Andrews. 1991; LJ. Andrews. personal
communication). Two years after the launch of the wetland restoration project. the numbers slightly
increased to 1540 pairs again (Khoury, 1996). Since that time. no population estimates have been
conducted.

Here. we investigate whether this adverse water regime and the degradation of the marshland affected
the local breeding reed warblers in terms of their genetic variation. We hypothesized that the unfavourable
breeding habitat conditions. followed by a significant decrease in numbers, had an impact on the genetic
structure of the local population. Using microsatellites, genetic markers that show a high degree of
polymorphism (Jarne and Lagoda. 1996). we tested the hypothesis that the recent bottleneck has
reduced genetic diversity in the Azraq reed warblers. Alternatively. because of the dispersal potential
of this migratory bird, immigration to the restored wetland may have effectively countered the negative
impact of the reduced population size. leaving the local population without traces of impoverished genetic
diversity.
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2, Methods
21, Study species

The reed warbler is a long-distance migrant wintering in sub-Saharan Africa and breeding throughout the
Western Palacarctic in marshland, such as reed { Phragmiites awstralis) or reedmace (Typha spp.) stands along
rivers, ponds, lakes or ditch marging (Cramp, 1992), The species is patchily distributed across its breeding
range depending on the availability of suitable nesting sites. Individual populations may thus be viewed in the
metapopulation context (Foppen et al., 2000),

22 Sample collection

The birds were mist-netted in the Azraq Wetland Reserve, Jordan (31°50°'N, 36°5(YE) during 2-7 July 2006.
The nets were placed on paths in the reed beds dominated by P. anstralis and interspersed with Tamiarix
shrubs in the rehabilitated area situated in the western part of the reserve. The reed warbler 15 the dominant
bird species in this part of the reserve. Dunng the six morning mist-netting sessions (05:00-08:00h, 120m of
nets), a total of 104 focal breeders were ringed. We took a blood sample (5-15pl) from the brachial vein from
40 individuals. The blood samples were stored in 96% ethanol.

23 DNA exeraction and amplification

Total DNA was extracted from the blood samples using DNeasy Tissue Kit (Quagen ). Genotyping was
performed using 10 polymorphic microsatellite markers (Table 1) selected by Henrik Jensen and his colleagues
(NTNU Trondheim, Norway) [rom a set of primers used in various bird studies. Most of the primers had been
developed for or had already been tested on other Acrocephalus species.

Amplification by polymerase chain reaction (PCR) was performed according to the following conditions: an
initial denaturation step of 3min at 94°C, followed by 32-36 cycles of touch-down annealing of 455 at
different temperatures (see Table 1) and 455 at 72°C, with final extension of 3min at 72 °C. Whenever
possible, primers for different loa were combined in a single reaction (multiplex). Each 10 pl reaction consisted
of 1-10ng of DNA (1 pd), 1 pl of 10 = PCR buffer with (NH4):504, | pl 2mM dANTP and 0.1 pl of 5 U/ml Tag
DNA polymerase (Fermentas); primers and MgCla concentration varied (see Table 1). Each forward primer
was labelled at the 5-end with one of the following fluorescent dyes {Applied Biosystems): VIC (Aar3, Pea3,
PpiZ), NED (Aark, FhU2, Pdopl), PET (Ase34, POCCZ) or 6-FAM (Aard, AseS58). Locus Aars was amplified
in duplex with Ase3d, Aarf with POCCZ, and Ase58, FhU2Z and Peal in a triplex reaction.

Electrophoresis of fluorescent PCR products was performed on an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). DNA fragment sizes were estimated using GENEMAPPER 3.7 software (Applied Biosystems);
two persons (E.B., D.F.) independently scored all the alleles.

Tabl= 1

Onigin of primers and PCKR condibons nsed

Lowus Source Annealing terperature = no. of cyces MeCl fmM) Primer {pmaol)
Aard Hansson et al. { 2000 BIC %2, SEC = W 1.875 0.5
Aars Hansson el al. {2 BCx262°Cx2 B°Cx2 56°Cx28 1875 0.25
Aark Hanssaon et al. { 2K 20 x2, S9"Cx 2 6 C =2, 53%Cx2, S0°C x 28 25 0.25
Aseld Kxchardson et al {200)) GBIC w2 SE°Cx D 1.875 L3
AsesE Kichardson et al {20K)) BSCxZ 62°Cx2 T 2 S6Cx28 2.5 05
Fhiz Ellegren { 1992) B5Cx 2 627°Cx 2, 0 =2 56°Cx28 25 L5
Pcal Diiwson et al. (2000) G5 Cx2 62°Cxd W x2 56°Cx24 2.5 5
Pdopl Meumann and Wetton {1996) 59T x 35 15 0.5
POCC2 Bensch et al. (1997) 22 39 Cx 2 S C w2 53°Cx2, Cx 28 25 L5
P‘p‘iz Martiner et al. {1994) G5 Cx2 82°Cx2 W x2 56°Cx 24 25 5
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24 Statistical analyses

The number of alleles (n,), allelic richness corrected for sample size (AR), observed ( Hy) and expected (H;)
heterozygosity were caleulated for each locus using FSTAT version 2.9.32 (Goudet, 2001; available from
http:/(www.unil.ch/izea softwares/(stat. html).

We tested for departure from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) using exact tests based on a Markov
chain algonthm mplemented in the programme GENEPOP version 1.4 (Raymond and Rousset, 1995;
available from http://gencpopcurtinedu.an). p-values from multiple tests were corrected for significance
using sequential Bonferront adjustment (corrected p = 0.005) (Rice, 1989), The frequency of null alleles was
estimated by maximum likelihood caleulations in the programme ML-Relate (Kalinowski et al., 2006),

Bacause we had no possibility to collect samples before the wetland deterioration to trace the population’s
demographic trajectory, we aimed to infer the recent demographic history from a single sample using three

different methods:

(1) Test of heterozygosity excess (Cornuet and Luikart, 1996) which detects the loss of rare alleles in a
bottlenecked population relative to that expected under mutation-dnft equilibrium (neutrality) for an
observed heterozygosity caleulated from microsatellite frequency data. In a population which has recently
been reduced in size, both the number of alleles (allelic diversity) and heterozygosity are reduced. However,
allelic diversity is reduced faster than heterozygosity, resulting in deficiency in the observed number of
alleles relative to the number of alleles expected from the observed heterozygosity. Microsatellite data were
processed in the programme BOTTLENECK (Cornuet and Luikart, 1996; available from htip//
www.ensam . inra fr/URLB/). We considered all three models of molecular evolution: the infinite allele
model (IAMY), the stepwise mutation model (SMM) and the two-phase model (TPM), which is probably
closer to the true mode of mutation at most microsatellite loci (Di Rienzo et al., 1994; Piry et al., 1999),
The proportion of alleles attributed to SMM under TPM was set to 85%, with a variance of 3 (equal to the
number of repeat differences among two most distant adjacent alleles). Ten thousand iterations were used
for each mutation model. One-tailed Wilcoxon signed rank test for heterozygote excess was applied as a
test of significance (Cornuet and Luikart, 1996; Piry et al., 1999) and the distribution of allele frequenaes
was tested against the L-shaped distribution as expected under the mutation-drift equilibrium {Luikart
et al., 199§).

{2) The mean ratio of the number of alleles to the range in allele size (M) which discoiminates if the study
population has been recently reduced in size or has been small in the long term (Garza and Williamson,
2001). While the number of alleles decreases quickly during a bottleneck due to ncreased genetic drift,
only the loss of the smallest or largest allele will lead to 4 reduction in the range in allele size, The test was
performed using the software M RATIO available from hitp://www pleg noaa. gov/tub/carlos htm. The
vilue of M was calculated using the following parameters: mean size of not one-step mutations 4, = 2.2,
proportion of not one-step mutations 1—p, = 0,15, and pre-bottleneck # = 1.6 (where § = 4N _u; effective
pepulation size N, = 400, mutation rate p = 1077,

(3) Finally, we used a coalescent-based approach implemented in the programme MSVAR version 1.3
(Beaumont, 1999; Storz and Beaumont, 2002; available from http://www rubicordgacuk/ mab/
software html). This software can be used to assess populaton decdlines and/or expansions, both recent
and historical. It estimates posterior probability distribution of several genealogical and demographic
parameters using Markov Chain Monte Carlo simulations based on the observed distribution of
microsatellite alleles and their repeat numbers {Beaumont, 1999). The software gives four important
output estimates: current ( Ny) and ancestral (V) effective population size, g and ¢, (tme since population
dedline or expansion). The programme assumes 4 SMM, dosed population and population in HWE. We
used information from our field observations and the literature to choose appropriate prior distributions
for each of the input parameters (ancestral effective population size Ny = 400; current effective population
size No=50; jp= 107'-107"; t, = 42 generations). Five independent chains, each of 20,000 points, were
run for the exponential model (which is more suitable for short umescale fluctuations; Beaumont, 1999) of
dedine/expansion. Outputs were analyzed using a script written in R (R Development Core Team, 2007).
MSVAR is sensitive to immigration, since large proportion of immigrants may create a signal of recent

Pleasze ate this article as; Prochazka, P, el al., Immigration asa possible rescue of a reduced population of o long-distant migratory
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bottleneck (Excoffier and Heckel, 2006). Therefore, by contrasting the results from MSVAR and the two
previous programmes we wanted to explore if there 1% an indication for a possible effect of immigration in
the study population.

3. Results

Number of alleles varied from 3 to 18 per locus (average 8.9, AR = 8.47) with observed heterozygosities
between 0,14 and 0.92 (overall Ho= 067, Hg=070; Table 2}, Only the locus Ppi2 showed significant
departure from HWE after Bonferroni correction (Table 2). A global test for heterozygote deficiency was
highly significant (p<0.0001) when all foci were included, however, it proved not significant (p = (.247) when
the locus Ppi2 (with highly significant excess of homozygotes; p<(.0001) was excluded. The low
heterozygosity of this locus was most probably caused by the occurrence of null alleles, because maximum
likelihood estimations by the programme ML-Relate showed a considerable frequency of null alleles (0.217) at
this locus. Therefore, we excluded it from the subsequent bottleneck analyses. After exclusion of Ppi2, the data
did not significantly deviate from HWE (p = 0.061).

MNone of the three mutational models computed in the programme BOTTLENECK indicated past genetic
bottlenecks in the population (Wilcoxon sign-rank tests IAM: p = 0,150, TPM: p = 0918, SMM: p =0981).
In addition, there was no significant deviation from the normal L-shaped distribution of allele frequencies as
expected for a stable population under mutation-drift equilibrium. Similarly, the M RATIO programme also
did not provide any evidence that the population went through a genetic bottleneck (average M = 0,858,
p=10.114), On the other hand, results from the programme MSVAR, based on five independent runs using
exponential model, indicated a very strong recent genetic bottieneck, Estimated modes for mean current
effective population size (V) ranged from 74 to 131 and for ancestral effective population size (V) between
3317 and 6456, sugpesting thus a very strong reduction to 1.1-3.9% of the past effective population size.
Dating of the population collapse was estimated at 12-16 generations which corresponds to years 1990-1994,
The signal of bottleneck in MSVAR must be viewed with caution (see Sections 2 and 4), because the
programme assumes closed population, a situation unlikely for our case,

4. Discussion and conehsioms

Our data revealed that despite the recent reduction in size, the local breeding population shows a
remarkable genetic diversity. The indices of genetic diversity are comparable to a Turkish population from
Central Anatolia genotyped at the same 10 microsatellite loci, which had 3-1¥ alleles per locus (mean 10.3)
with overall Hy = 0.68 and Hg =070 (N = 32 individuals; P. Prochazka et al., unpublished data). Allelic
richness of the Jordanian population corrected for sample size (AR = 8.47) did not differ significantly from

Takle 2

Crenetic diversity of the samplad reed warblers at 10 microsatelhte loa

Locus N ny Alkle mize (bp) Ho He HWE
Aard 40 12 115141 (26) 0.900 (LE92 0267
Aars 4i) 5 T2-B0 (8B) 0475 0.507 0254
Aarh 40 4 9399 (6) 0150 LR 1K)
Ase Y 41 15 23E-260 (32) 0.825 {LHEA (.84
AsmeSHE 40 9 1497-245 (45) RIS 0.877 0132
Fhl?z2 4i) [ 131-144 (13) (L.550 (L6563 LICHR 1
Pdopl 4 fa L6T-191 (24) 0.525 0.527 .47
Peal 41 11 137160 (23) LRG0 (1.545 0.138
POCC2 4 £} TR 1490 (&) 0425 (1. 1.4
Pm2 40 15 241286 (45) .50 (0.924 LA

X, numher of individuals genotyped; n,, mumber of alleles; swe (bp), size range of alleless in number of base puirs; fy, observed
heterczyposty; He, expected heterozyposity; HWE, p-value of the probability of departure from Hardy-Weinberg squilibrium.

Plzase cile this article a=: Prochazka, P, et al., Immigration as a possible rescue of o reduced population of a long-distant migratory
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the Turkish population (AR = 1024, two-sided test after 1000 permutations: p = 0.321). The Awraq
population showed microsatellite diversity similar to that of the sedge warbler Acrocephalus schoenobaenus
(Dawson et al, 2000; Marshall et al., 2003}, great reed warbler Ao ocephalus arundinacews (Hansson et al.,
2000) and Basra reed warbler Acrocephalus griseldis (Hansson and Richardson, 2005). The insular endemic
population of the Seychelles warbler Acrocephalus sechellensis, however, had significantly lower measures of
genetic diversity ascribable to a severe genetic bottleneck (Hansson and Richardson, 2005).

MNotwithstanding the known demographic history of the species in the oasis, we found no evidence for
genetic bottleneck. The results from the BOTTLENECK and M RATIO programmes did not detect any signs
of genetic bottleneck in the current population. The opposite result from MSVAR is most probably a false
signal of bottleneck. The local reed warbler population has apparently been enhanced by birds dispersing {rom
elsewhere and thus our data most probably did not meet the programme assumptions. The programme is
sensitive to immigration, since large proportion of immigrants may mimic a signal of recent bottleneck
(Excoffier and Heckel, 2006). The signal of strong recent bottleneck in MSVAR thus indirectly points at the
possibility of significant immigration. No evidence for genetic bottleneck and the striking genetic diversity
implies that despite the dramatic population decline in the 1990s the local population must have benefited
from influx of immigrants after the partial restoration of the wetland. Because no detailed monitoring of the
local bird numbers has been conducted, it is possible that during the years of the strongest deterioration of the
oasis, the original population either had been reduced to only few pairs or even became extinet, and the site
was consecutively reoccupied after the management measures were employed to save the wetland ecosystem.
The current population could then consist of immigrants of different origin, i.e., with different alleles and
allele frequencies. A global heterozygote deficit may indicate a Wahlund effect (Wahlund, 1928), which
suggests population sub-structuring due to sourcing from different populations with different allele
frequencies. However, estimates in the programme ML-Relate suggest that rather being a consequence of
W ahlund effect, the excess of homozygotes in our sample is caused by the oceurrence of null alleles at the Ppi2
locus.

Although the Azraq Ouasis lies largely isolated in the Jordanian Eastern Desert far from similar suitable
breeding habitats for reed warblers, it represents a very important stopover site for the species (Alomari,
2006). We assume that both juvenile and breeding dispersal may have been responsible for the quick
resurgence of the population. The question that remains unanswered is what was the genetic stock of the
pre-bottleneck population and from where the immigrants came.

Birds as flying organisms are generally characterized by relatively high dispersal abilities. Dispersal
propensity is larger in migratory and wetland species, perhaps due to their movement potential and
adaptations to the patchiness of habitats through space and time (Paradis et al., 1998). Although many birds
show pronounced breeding and wintering site fidelity (Cuadrado, 1992; Greenwood and Harvey, 1982), both
natal and breeding dispersal promote gene flow and enable thus long-term persistence of populations
(Ingvarsson, 2001; Keller et al., 2001). Furthermore, long-lived birds may retain genetic diversity because thar
long generation time may minimize genetic drift and buffer against rapid genetic pauperization (Hailer et al.,
2006). It is thus not surprising that most studies which have found evidence for bottleneck in birds investigated
either island populations (e.g., Akst et al, 2002; Boessenkool et al, 2007; Lambert et al., 2005) or over-
harvested game species (Mock et al., 2004; Oyler-MeCance et al., 2007; Tejedor et al., 2005). Galbusera et al.
(2004) demonstrated how relatively higher dispersal capacity can sustain habitat fragmentation in the white-
starred robin Pogonocichla stellata compared to the sympatric and critically endangered Taita thrush Turdies
helleri. Similarly, Croteau et al. (2007) found no evidence for reduced gene flow in the migrant North
American sagebrush Brewer's sparrow Spizella breweri breweri in a semi-arid fragmented landscape in British
Columbia. They hypothesize that juvenile dispersal is responsible for quick natural recolonization of patchy
habitats. The same may apply for the reed warbler, which shows higher natal than breeding dispersal (Dorsch
and Dorsch, 1985). As dispersal is generally more female-biased in birds (Greenwood and Harvey, 1982
Johnson and Gaines, 1990) and male reed warblers have higher local return rates than females (Dorsch and
Dorsch, 1985), we expect a female-biased pattern of dispersal also in our study species. This has been indeed
confirmed in the closely related great reed warbler using genetic techniques—female mmigrants’ genotypes
had significantly lower assignment probability to a reference population than males and the majority of novel
alleles were carried by females (Hansson et al., 2003).

Pleasze dte this arlicle as: Prochizka, P., et al., Immigration as a possible rescue of a redueed population of a long-distant migratory
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Our study presents an interesting finding which has implications for conservation of migratory birds. Many
avian migrants have experienced declines in numbers due to the risks and limitations encountered both
en route and in their breeding and non-breeding grounds (Newton, 2004; Sanderson et al., 2006). The threat of
habitat destruction and deterioration has been especially critical for waterbirds, since wetlands have faced
threats of droughts, pollution and destruction worldwide (Brinson and Malvarez, 2002). The most notable is
probably the case of the aquatic warbler, Acrocephalus paludicola, which once bred across large parts of the
Western Palaearctic. After extensive drainage of fen mires, its breeding range has shrunk considerably and the
species is now classified as globally threatened (Aquatic Warbler Conservation Team, 1999). The case of reed
warblers from the Azraq Oasis amidst the Jordanian Desert shows how immigration may maintain the
viability of fragmented populations of migratory birds after restoration of their former breeding habitat.
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