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1 Abstrakt 
 
Fainová D. (2008): Genetická variabilita a diferenciace eurasijských populací rákosníka 

obecného (Acrocephalus scirpaceus) [Genetic variation and differentiation of Eurasian 

reed warbler (Acrocephalus scirpaceus) populations. Master Thesis, in Czech], Faculty of 

Science, University of South Bohemia, České Budějovice, Czech Republic. 

 
 
 
 
Abstract: Eurasian Reed Warbler (Acrocephalus scirpaceus) is a long-distance migrant 
wintering in sub-Saharan Africa and breeding in reedbeds of the Western Palaearctic. 
European populations migrate in two main directions (SW and SE). Though there is little 
morphological variation across the breeding range, Asian populations are traditionally 
separated from the nominate subspecies as the subspecies fuscus. My aim was to explore 
genetic differentiation among Eurasian Reed Warbler populations in respect to the factors 
which may have influenced the genetic diversity and divergence of the populations, such 
as a migratory divide, high migratory connectivity or isolation by distance. I used 
samples of 495 individuals from 36 populations across the breeding range using 
microsatellites. Pairwaise fixation indexes FST showed significant differences among 
populations from the Iberian peninsula, Finland and the Middle East and the rest of 
populations. Exact tests of differentiation did not confirm non-random distribution 
between pairs of populations. Overall FST was statistical significant but very small (FST = 
0,018). Analysis of molecular variance (AMOVA) revealed that 98% of variation was 
ascribable to variability of allele frequencies within populations. On the other hand, 
differences between populations contributed to overall variation with only 2%. Isolation 
by distance showed only weak relationship between geographical and genetic distances. 
Main analysis using Bayesian clustering approach implemented in software Structure 2.2. 
detected no genetic structure of population. Sampled Eurasian Reed Warbler populations 
seem to form one genetic population. Relatively low genetic diversification indicates 
large dispersal potential of the studied Reed Warbler populations, when gene flow 
successfully counters differentiation of population irrespective of large breeding area and 
high migrate connectivity between breeding and wintering area. 
 
 
 
 
 
 
Prohlašuji, že jsem tuto magisterskou diplomovou práci vypracovala samostatně 
s použitím uvedené literatury. 
 
 
V Českých Budějovicích dne 28.4.2008 
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1  Úvod 

Většina druhů vykazuje v rámci svého areálu variabilitu v mnoha znacích, ať už se jedná 

o morfometrii a zbarvení nebo o chování (Bensch et al. 1999, Irwin 2000, Zink 

& Dittmann 1993). Tyto geografické rozdíly jsou zpravidla důsledkem odlišných 

selekčních tlaků v různých částech areálu a z velké části jsou podmíněny geneticky, 

i když v mnoha případech může k zeměpisné proměnlivosti přispívat i fenotypická 

plasticita (Leafloor et al. 1998, Rhymer 1992). 

Udržení dostatečné variability je významné pro zachování evolučního potenciálu 

druhů a podporu dlouhodobého přežívání jednotlivých populací (Frankham 1995, Lacy 

1997, Leberg 1992). Pohyb živočichů a následný genový tok v metapopulační struktuře 

může podporovat a zvyšovat genetickou variabilitu v místních subpopulacích (Harrison 

& Hastings 1996). Vysoký stupeň genetické variability (např. působením genetického 

driftu anebo inbreedingu) je předpokladem schopnosti druhů účinně se bránit kompetici, 

před parazity, predátory, přizpůsobovat se změnám a kolísání podmínek prostředí (Amos 

& Harwood 1998). Naproti tomu pokud populacím hrozila ztráta genetické variability, 

potom nízká úroveň genetické variability v subpopulacích větších metapopulací byla 

identifikována jako kauzální faktor ve zvyšování pravděpodobnosti vyhynutí místních 

populací (Saccheri & Brakefield 2002, Westemeier et al. 1998).  

Dynamické změny prostředí a klimatu mohou přinášet výrazné změny 

ekologických nik a v různé míře vedou k rozšíření či naopak zmenšení nebo fragmentaci 

areálu druhů (Hewitt 2000, Hewitt 2004). Tyto abiotické a biotické podmínky mohou 

silně působit na výběr habitatů a početnost koexistujících druhů. Změna velikosti, kvality 

a posun do jiných habitatů vyvolává u mnoha druhů snahu přizpůsobit se a reagovat na 

tyto podmínky např. změnou směru tahu na zimoviště (Bearhop et al. 2005). Tyto síly 

(selekční, vliv pohlavního výběru a rozdílných ekologických specializací), které často 

podmiňují vznik lokálních adaptací, mohou působit na genetické rozrůznění jednotlivých 

populací a v případě, že genový tok je dostatečně slabý a nestírá mezipopulační rozdíly, 

mohou druhy s vysokým stupněm diferenciace představovat stadium vedoucí ke vzniku 

subspecií či samotné speciaci (Amos & Harwood 1998). Z hlediska evoluční divergence 

druhu hrají významnou roli odlišné selekční tlaky a přirozený výběr, které mohou stačit 

k tomu, aby se populace rozdělila na různé ekologické formy, i když se jejich genetický 

materiál stále mísí.
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Genetická variabilita populací 

Variabilita organismů je významným faktorem v evoluci, poněvadž geneticky podmíněná 

proměnlivost je jednou ze základních podmínek fungování přirozeného výběru. 

Rozmanitost znaků je podmíněna jak geneticky, tak i podmínkami prostředí (Boake 

1994). Zásadním zdrojem genetické proměnlivosti na úrovni druhu jsou mutace jako 

způsob vzniku nových alel společně s genetickým driftem, který náhodně mění frekvenci 

alel v populacích. Další silou podmiňující zachování genetického polymorfismu je 

selekce, jež souvisí s rozdílnou schopností reprodukce a přežití v různých biotopech. 

V přírodních populacích živočichů dochází často k izolaci jednotlivých populací. 

Míra, jakou jsou jednotlivé populace odděleny, souvisí nejen s pohyblivostí daného druhu 

živočicha (např. v závislosti na jejich vzdálenosti a schopnosti disperze), ale je také 

ovlivněna lokálními podmínkami prostředí, odlišnými selekčními tlaky a úzce spjata se 

specifickým chováním např. asortativním párováním. 

Působením těchto zmiňovaných skutečností dochází k trvalé či dočasné 

izolovanosti populací a s tím souvisejícímu snížení toku genů mezi populacemi (Castric 

et al. 2001). Existuje několik významných procesů, které se podílejí na ztrátě genetické 

variability v lokálních populacích a zapříčiňují rozrůznění populací. Jedná se především o 

genetický drift, omezený tok genů, selekci a inbreeding. Stupeň diferenciace populací 

závisí na síle vlivu těchto faktorů. 

Genetický drift a purifikující selekce způsobují podstatné snížení genetické 

variability, proto při ztrátě polymorfismu (poklesu genetické diverzity) lze očekávat 

zvětšení podílu homozygotů v populaci, expresi nebo fixaci škodlivých alel, zvýšení 

pravděpodobnosti inbreedingu a následné snížení schopnosti přizpůsobit se místním 

podmínkám (Amos & Harwood 1998, Galbusera et al. 2000, Jensen et al. 2007, Keller et 

al. 1994). Mnoho prospěšných adaptací může být vlivem driftu z populace odstraněno, 

dokonce i přes postupné a stabilizující zvýšení početnosti populace. Vliv genetického 

driftu se účinně projevuje obzvláště v malých populacích. 

V populaci poznamenané efektem hrdla láhve („bottleneck efect“) za podmínek, 

kdy velikost populace rychle a výrazně poklesla, působí genetický drift nezávisle na 

působení selekce a může vyvolat dramatické změny ve frekvenci alel. V těchto 

populacích je znatelný velký úbytek počtu alel a heterozygotů na polymorfních lokusech 

(Amos & Harwood et al. 1998, Jensen et al. 2007). Snížení polymorfismu a efektivní 

velikosti populace může vést k redukci adaptivního potenciálu (Bijlsma et al.1999, 
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Bijlsma et al.2000). V závislosti na působení genetického driftu, velikosti a izolovanosti 

dané populace lze předpokládat, že populace bude negativně ovlivněna ztrátou 

genetického polymorfismu (Frankham 1996, Frankham 1997). 

Důkazy potenciálních genetických následků „bottlenecku“ v přirozených 

populacích poskytuje řada studií (Clegg 2002, Friar 2000, Hájková et al. 2007). Ačkoliv 

je zřejmé, že se mnoho vzácných alel z populací, které prošly „bottleneckem“, vytratí, 

nemusí to platit všeobecně a v některých případech, přestože početnost populace 

poklesne, nedojde ke ztrátě polymorfismu (Clegg et al. 2002, Friar et al. 2000). Tyto 

situace nastávají, když krátkodobý pokles početnosti je vystřídán strmým populačním 

růstem (Zenger et al. 2003) a nedostatek času tehdy totiž neumožní fixaci alel. Podle 

predikcí modelu zvýšení homozygosity, působí-li inbreeding dlouhodobě a postupně 

a u několika generací, je nárůst počtu homozygotů výsledkem nízké efektivní velikosti 

populace a inbreedingu. Na druhou pokud je účinek inbreedingu krátkodobý a intenzivní, 

„bottleneck“ v této souvislosti může mít i pozitivní vliv (Charlesworth & Charlesworth 

1999). 

Inbreeding (příbuzenské křížení) zvyšuje frekvenci homozygotů v populaci a ve 

svém důsledku může snížit fitness jedinců („inbreeding depression“) a následně zvýšit 

pravděpodobnost vymření populace (Bijlsma et al. 2000, Hedrick et al. 1996). 

Předpokládá se, že inbreeding mezi jedinci pocházejícími z malé populace způsobí, že se 

v populaci budou více v homozygotním stavu projevovat škodlivé recesivní alely. Tento 

jev se následně může projevit jako nižší plodnost, zmenší se pravděpodobnost dosáhnutí 

reprodukčního věku a lze očekávat zvýšenou úmrtnost mláďat (Caro & Laurenson 1994, 

Frankham 1998, Wright 1978). 

Většina přirozených populací není zcela izolovaná a demografická i genetická 

struktura těchto populací se tvoří a mění vlivem rozdílné schopnosti jedinců šířit se. 

Imigrace nejen jednoznačně ovlivňuje schopnosti populace kolonizovat nová území 

anebo sytí a zvětšuje velikost populace, ale také se zřejmě podílí na obnovení a zvýšení 

genetické variability (Saccheri & Brakefield 2002), dále na zmírnění inbreedingu 

a posílení fitness (Ingvarson 2001). Jinak souvisí rychlost a způsob imigrace a genetická 

struktura populací. Rychlé šíření do dříve neobsazeného prostředí často s sebou nese 

vytvoření homogenní populační struktury, kdy převládá jeden genotyp, a působením 

„founder effect“ během probíhající kolonizace může způsobit i ztrátu a výrazné ochuzení 

variability („the leading edge hypothesis“, Hewitt 1999). 
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Ve studii Saccheriho & Brakefielda (2002), kde provedli experiment s imigrací, 

dokázali, že již malý počet migrantů může zvýšit genetickou diverzitu izolované 

populace (uvádí se 1 jedinec na generaci). Několik dalších studií na přirozených 

populacích se shoduje s výše zmíněným pokusem, že imigrace přispívá, i v případech, 

kdy je velmi nízká, ke zvýšení genetické variability (Hansson et al. 2000b, Ortego et al. 

2007, Vilà et al. 2002). Z opačného pohledu na vliv migrace a variabilitu bylo zjištěno, že 

imigrace svým homogenizujícím účinkem může velmi významně zhoršovat schopnost 

lokální adaptace (Tallmon 2004). 

 Pro genetickou variabilitu populací je určující relativní významnost toku genů. 

Odhad relativní účinnosti genového toku a genetického driftu u volně žijících populací 

lze získat na základě analýzy geografické distribuce alelických frekvencí (Slatkin 1989). 

Genový tok i historické události mají vliv na genetickou diverzitu přirozených populací. 

K pochopení jejich účinku na genetickou variabilitu populací je vhodné posuzovat je 

vždy v příslušném ekologickém kontextu a v porovnání s rozdílnými taxonomickými 

skupinami, a na široké geografické škále (Dutech et al. 2004). Genový tok je důležitý, 

protože zmenšuje negativní vliv ztráty genetické variability („genetic erosion“) 

a v kontextu metapopulační struktury podporuje stabilitu subpopulací (Hanski 1999). 

Z toho vyplývá, že míra genetické variability a úroveň toku genů jsou podstatné pro 

genetickou diferenciaci mezi populacemi. 

 

Genetická diferenciace populací 

Genetická divergence populací je do značné míry podmíněna relativní silou přirozeného 

výběru a genetického driftu (které ji podporují) a intenzitou genového toku (který naopak 

působí proti diferenciaci). Důležitým faktorem, jenž přispívá k diferenciaci populací, 

může být rovněž snížená zdatnost imigrantů a selekce proti hybridům.  

Jednou z nejsilnějších sil vedoucích k divergenci populací je izolace podmíněná 

geograficky. Z historického hlediska se na utváření současné podoby populačně-

genetické struktury druhů projevilo pleistocénní zalednění. V Evropě mělo pleistocénní 

období za následek opakovaný ústup fauny i flóry ze severu do různých refugií na jihu po 

delší časová období (Hewitt 2002). Úroveň současné diferenciace populací závisí na 

umístění těchto refugií, jejich vzájemné izolovanosti a následném průběhu postglaciální 

rekolonizace (Merilä et al. 1997, Taberlet et al. 1998). Studie u mnoha druhů zjistily, že 

v Evropě se populace během glaciálu, kdy probíhaly změny a posun habitatů, 
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diferencovaly, ale chybí znalosti o rekolonizaci v celém geografickém celku Eurasie 

(Bensch & Hasselquist 1999, Federov et al. 1999, Hewitt 2000, Kryukov & Suzuki 

2000). Je otázkou, jestli genetické rozdíly mezi populacemi vznikly vlivem potenciálních 

izolačních bariér jako např. v oblasti Uralu nebo jsou důsledkem opakovaných expanzí 

a kontrakcí v čtvrtohorním rozšíření (Hewitt 2000, Merilä et al 1997).  

Přirozený výběr může fungovat nejen na bázi izolace a lokálních adaptací 

odlišným abiotickým podmínkám v různých částech areálu, ale i na bázi diverzifikujících 

tlaků plynoucích z adaptacích utvářených biotickými vlivy, jako je kompetice, pohlavní 

výběr apod. To znamená, že. nejen odlišné ekologické podmínky, ale i chování (vznik 

nového taktiky sběru potravy, odlišný zpěv) může ve svém důsledku podporovat 

diferenciaci populací. Pokud je diferenciace geneticky podmíněna, může mít dalekosáhlé 

důsledky pro genetickou strukturaci populací. 

 

Migrace a tahové rozhraní 
 
U tažných druhů ptáků může být samotná migrace vlivným faktorem, který se podílí na 

genetické diferenciaci populací. Směr migrace a další význačné komponenty ptačího tahu 

jsou geneticky podmíněny (Helbig 1996). U středoevropských pěvců kolem 18 % druhů 

migruje z hnízdišť na zimoviště v Africe dvěma rozdílnými směry: některé populace 

létají jihozápadní migrační cestou přes Pyrenejský poloostrov, část populací využívá 

jihovýchodní cestu (Bairlein 1985). Oblast, ve které jsou víceméně separované populace 

táhnoucí odlišnými směry, se nazývá tahové rozhraní (Salomonsen 1955, Schütz 1971). 

Jinými slovy tahové rozhraní lze popsat jako místo, kde se stýkají dvě parapatrické 

populace migrující odlišnými směry. Migrační rozhraní je udržováno selekcí proti 

hybridům populací s odlišnou preferencí směru tahu (Helbig 1992). Silná selekce proti 

hybridům vykazujícím suboptimální směr tahu tak může významně přispívat 

k reprodukční izolaci a následné divergenci populací s odlišným směrem tahu (Irwin 

& Irwin 2004). Studium migrace pěnice černohlavé (Sylvia atricapilla) a s tím 

souvisejících otázek (změna migračního chování, reprodukční úspěšnost a fitness) 

ukázalo, že došlo poměrně rychle k vytvoření nového zimoviště a že rozdílné načasování 

příletu z odlišných zimovišť iniciovalo asortativní párování, které lze považovat za 

potenciál pro další divergenci populací, a dokonce naznačuje možnost postupné 

divergence směřující k dosud podceňované sympatrické speciaci (Bearhop et al. 2005).  
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Ve své diplomové práci jsem studovala diferenciaci eurasijských populací 

rákosníka obecného (Acrocephalus scirpaceus). Testovala jsem genetickou variabilitu 

a diferenciaci pomocí neutrálních genetických markerů - mikrosatelitů, které ukazují 

vysoký stupeň polymorfismu. Dala jsem přednost mikrosatelitům před mtDNA, protože 

na tomto markeru nebyla prokázána významná vnitrodruhová variabilita (Helbig 

& Seibold 1998). Předpokládala jsem, že pomocí mikrosatelitů zaznamenám významnou 

genetickou strukturovanost populací a naleznu rozdíly v souvislosti s jedním nebo více 

sledovanými faktory diferenciace populací (tahové rozhraní, dva uznávané poddruhy, vliv 

efektu okraje areálu a izolovanosti populací jejich vzdáleností). Odlišné směry tahu, 

různá zimoviště a dva uznávané poddruhy naznačují potenciál pro genetickou 

diferenciaci populací tohoto druhu napříč hnízdním areálem. Součástí mojí práce je 

rovněž článek, který s tématem úzce souvisí a ve kterém jsem se společně s uvedenými 

autory pokusila odpovědět na otázku, zda degradace mokřadu v jordánské oáze Azraq 

ovlivnila genetickou variabilitu místní hnízdní populace rákosníka obecného. Zajímalo 

nás, zda u současné populace studovaného druhu bude možné najít sníženou genetickou 

variabilitu a určit efekt „bottlenecku“, který jsme předpokládali vzhledem k prudkému 

poklesu početnosti hnízdní populace v 90. letech. 
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3  Cíle a predikce 

1.  popsat genetickou variabilitu a diferenciaci populací rákosníka obecného 

analýzou mikrosatelitů a konfrontovat ji s existencí dvou uznávaných poddruhů 

a tahového rozhraní ve střední Evropě 

- predikce: (1) protože má druh rozsáhlý areál, mozaikovité hnízdní rozšíření a byly 

popsány dva poddruhy, očekávala jsem přítomnost geografické diferenciace populací, 

přičemž jsem predikovala větší genetické rozdíly mezi geograficky vzdálenějšími 

populacemi. (2) s ohledem na odlišný směr tahu a poměrně silnou tahovou konektivitou 

mezi hnízdišti a zimovišti, jsem předpokládala, že se budou populace geneticky lišit 

napříč tahovým rozhraním.  

 
2. zjistit, jestli vysušení a dočasná degradace hnízdního biotopu ovlivnily 

genetickou variabilitu hnízdní populace v jordánské oáze Azraq 

- v této souvislosti lze očekávat nízkou genetickou variabilitu a převahu heterozygotů 

v populaci, která zřejmě byla vystavena krátce trvajícímu „bottleneck efektu“ (viz 

přiložený manuskript, Přílohy). 
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4  Materiál a metody 

Tato studie je součástí grantového projektu zabývajícího se problematikou diferenciace 

populací rákosníka obecného na tahovém rozhraní za využití populačně-genetických 

analýz, stabilních izotopů a kroužkovacích dat (European Reed Warbler populations 

across a migratory divide: insights into migration by analyses of DNA sequences, stable 

isotopes and ringing recoveries, řešitel P. Procházka). V rámci zmiňované studie byly 

díky P. Procházkovi a síti spolupracovníků po celé Evropě nasbírány vzorky krve celkem 

od 495 jedinců rákosníka obecného a podařilo se tak pokrýt hnízdní areál poddruhu 

scirpaceus. Pro obsáhnutí co největší genetické variability druhu probíhaly také sběry 

v asijské části areálu, kde má rozšíření poddruh fuscus. Vlastní laboratorní práci jsem 

realizovala v molekulární laboratoři Oddělení populační biologie Ústavu biologie 

obratlovců AV ČR, v.v.i., ve Studenci. 

 

4.1. Studovaný druh 

Rákosník obecný je v Evropě běžně rozšířený druh z čeledi Sylviidae (Obr. 1), svým 

hnízdním výskytem vázaný na rákosiny (Phragmites australis, Typha spp.). Na základě 

geografického rozšíření a zbarvení se u tohoto druhu rozlišují dva podruhy scirpaceus 

a fuscus (Cramp 1992). Poddruh scirpaceus hnízdí v Evropě a poddruh fuscus se 

vyskytuje v asijské části areálu. Biometrické znaky obou poddruhů vykazují značný 

překryv (Pearson et al. 2002).  

Zimoviště tohoto druhu se nachází v subsaharské Africe. Populace rákosníka 

obecného ze západní a z části střední Evropy migrují jihozápadním směrem přes 

Pyrenejský poloostrov. Jihovýchodním směrem táhnou rákosníci hnízdící ve střední 

a jihovýchodní části Evropy. Tahové rozhraní bylo stanoveno a vymezeno z dat 

z kroužkování a ze zpětných hlášení (Schlenker 1988, Zink 1973). 
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Obr. 1: Hnízdní areál rákosníka obecného (Leisler 1991). 

 
Studovaný druh je vhodným modelovým organismem pro populačně-genetické 

studie. Jednak tím, že je hojný a široce rozšířený, jednak také tím, že díky specifickým 

biotopovým nárokům se vytváří víceméně mozaikovitý výskyt. Přestože se jedná o druh 

s vysokou schopností šířit se, má relativně úzkou ekologickou valenci, a důsledkem toho 

vzniká ostrůvkovité rozšíření napříč celým areálem.V průběhu 20. století se druh šířil na 

sever Evropy (Schulze-Hagen 1997). Vlivem vysychání mokřadů, degradací a úbytkem 

rákosových porostů dochází k lokálním fluktuacím a změnám ve velikosti populací. 

V 80.-90. letech 20. století byl zaznamenaný pokles početnosti ve Velké Británii, Belgii 

a Španělsku zapříčiněný velkým znečištěním, nadměrnou eutrofizací vody a zmenšením 

plochy rákosin (Cramp 1992). 

4.2 Odchytové lokality a materiál  

Design výběru odchytových lokalit byl navržen tak, aby se co nejlépe pokryl celý areál 

rozšíření rákosníka obecného s důrazem na sběr dat v oblasti tahového rozhraní. Odchyty 

probíhaly vždy v hnízdní sezóně v letech 2003-2006. Od každého jedince bylo odebráno 

5–15 µl krve, která byla před izolací DNA uchována v 96% roztoku ethanolu. Vzorky 

krve byly získány z 21 hnízdních populací a k zpracování rovněž přibyly vzorky z 11 
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dalších evropských populací (po 10 vzorcích z každé populace, vyjma Dánska a Norska, 

kde n = 5) poskytnuté B. G. Stokkem (NTNU Trondheim). Od S. Fregin (Vogelwarte 

Hiddensee) navíc bylo zapůjčeno několik dalších vzorků z asijské části areálu. Celkem 

jsem zpracovala vzorky krví od 495 jedinců z 36 lokalit (Obr. 2). 

 Reprezentativní vzorek každé populace jedné lokality představuje minimálně 10 

jedinců (Přílohy, Tab.1). Do některých analýz (viz dále) jsem také zahrnula vzorky 

z lokalit, kde byl odchycen menší počet jedinců. 

 

 

 
Obr. 2: Přehled odchytových lokalit napříč hnízdním areálem rákosníka obecného (názvy 
lokalit, používané zkratky lokalit, souřadnice, počet jedinců/lok. viz Přílohy, Tab. 1). 
 

4.3 Mikrosatelity  

Charakteristika  

Mikrosatelity jsou úseky DNA tvořené mnohonásobnými tandemovými repeticemi 

nejčastěji o délce dvou až šesti párů bází. Vzhledem k vysoké mutační rychlosti jsou 

mikrosatelity vysoce polymorfní (Tautz 1989, Zima 2004). Rozmanitost alel je možné 

testovat a zjistit v laboratoři. Přestože je vlastní biologická funkce mikrosatelitových 

lokusů v genomu neznámá, umožňuje jejich variabilita provádět genetické studie u řady 

druhů rostlin a živočichů na úrovni populací i v rámci jedinců jedné populace. 
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 Výhody plynoucí z možnosti využití mikrosatelitů činí tuto metodu velmi 

atraktivní v široké škále oborů od populačně-genetických až po makroekologicky 

zaměřené práce. Výhodu přináší především možnost poměrně snadno opakovatelné 

genotypizace, zároveň jejich výraznou předností je citlivost pro zachycení 

vnitropopulační variability, což je také spojeno s rozvojem relativně dobře uživatelsky 

zvladatelných genetických programů .  

Mikrosatelitové markery lze získat vyhledáváním sekvencí obsahujících repetice 

v genomických knihovnách nebo např. metodou cross-amplifikace představující využití 

primerů identifikovaných u blízce příbuzných druhů. Ačkoliv mikrosatelitové primery 

nemohou být použity univerzálně, za určitých podmínek je amplifikace uskutečnitelná. 

Značná pozornost se věnuje výzkumu spojitosti mezi úspěšností cross-species 

amplifikace u ptáků a zdrojem primerů u evolučně vzdálených druhů (Dawson et al. 

2000, Galbusera et al. 2000, Primmer et al. 1996), z jejichž výsledků vyplývá logická 

negativní závislost úspěšné cross-species amplifikace a evoluční vzdálenosti zdrojových 

druhů (Scribner & Pearce 2000). Některé dřívější studie dokázaly, že mikrosatelity 

popsané u jednoho druhu jsou použitelné pro více dalších druhů stejné čeledi. Ačkoli 

dosažené poznatky jsou přesvědčivým důkazem pro tuto metodu, limitující se stává úzký 

výběr testovaných primerů oproti velkému počtu zkoumaných druhů (Galbusera et al. 

2000). Amplifikace je dostatečně úspěšná a svědčí o tom řada evolučně-genetických 

studií využívající výhradně takto získané mikrosatelity (Brumer et al 1998, Burland et al. 

1998, Johnsen et al. 1998). 

 
Struktura 

Většina mikrosatelitů v genomu pravděpodobně tvoří dinukleotidové repetice. 

U obratlovců se nejčastěji vyskytují motivy (AC)n nebo (AT)n (Toth et al. 2000). 

Trinukleotidové mikrosatelity se běžně vyskytují jako sekvence (AAT)n a (CAG)n 

(Hancock et al. 1999) a u tetranukleotidových se nachází téměř výhradně sekvence 

(GATA)n a (GACA)n (Jarne & Lagoda 1996).  

V kódujících oblastech obratlovců je přítomno pouze 9-15% mikrosatelitů (Jurka 

& Pethiyagoda 1995, Moran 1993, Van Lith & Van Zutphen 1996). Tuto nízkou 

frekvenci mikrosatelitů v kódujících oblastech lze pravděpodobně vysvětlit negativní 

selekcí posunových mutací při translaci. (Li et al. 2004, Metzgar et al. 2000). 
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Mikrosatelitové markery jsou tvořeny repetitivní sekvencí bází a na okrajích 

vymezeny přesně definovaným sledem bazí (tzv. „flanking regions“). Tato sekvence se 

používá pro design primeru při PCR amplifikaci daného úseku DNA. Jednotlivé alely se 

liší počtem repeticí a následně tedy i celkovým počtem bazí, tj. délkou lokusu.  

 
Populačně-genetická analýza mikrosatelitů 

Aplikace mikrosatelitů v populační genetice nese zásadní rozhodnutí při výběru 

mutačního modelu. Mutační rychlost mikrosatelitů, která je zodpovědná za vysokou 

různorodost mikrosatelitů, je poměrně vysoká 10-2 - 10-6 na lokus a generaci (Sia et al. 

2000), ve srovnání s mutační rychlostí na kódující oblasti genomu. Takto vysokou 

mutační rychlost nám mohou vysvětlit dva hypoteticky předpokládané mutační 

mechanizmy. První představuje „Infinite alleles“ (IA) models (Kimura & Crow 1964) 

a druhý pojmenovaný jako „Stepwise mutation“ (SM) model (Kimura & Ohta 1978). 

Tyto dva nejčastěji používané modely se liší především způsobem vzniku alel, rychlostí 

jejich vzniku a konkrétně definovanými podmínkami (např. IAM model nepovoluje 

homoplasie a identické alely jsou identical by descent (IBD), blízkost ve smyslu počtu 

repeticí neurčuje míru fylogenetické příbuznost). S ohledem na své odlišnosti je 

upřednostňován model SM, poněvadž vystihuje vztah mezi individuální a populační 

strukturou. Oba modely mají i své nevýhody. Problémy s využitím SM modelu mohou 

způsobovat homoplasie, které mohou zkreslovat výsledky populačně-genetické analýzy. 

Dvě alely se jeví jako totožné, i když mají jiného předka. Chybné hodnocení vlivem 

homoplasie se objevuje především při celkovém hodnocení velkých populací (Estoup et 

al. 2002). Aplikace modelu se apriori u velkých populací nevylučuje, protože negativní 

vliv homoplasií bývá eliminován studiem více lokusů. 

4.4 Genotypizace vzorků  

Izolace DNA 

DNA jsem extrahovala ze vzorků krve komerčním kitem DNeasy Tissue Extraction Kit 

(QIAGEN, Inc.). Při izolaci jaderné DNA jsem postupovala podle metodických instrukcí 

výrobce kitu. Část odebrané krve konzervované 96% ethanolem jsem odebrala a umístila 

do 1,5 ml mikrozkumavky. Přebytečný ethanol jsem odlila a pro úplné odstranění 

ethanolu jsem vzorek krve nechala vysušit v termostatu s nastavenou teplotou na 55 °C 

po dobu maximálně 40 min. K vysušenému vzorku krve jsem přidala 180 µl pufru ATL 
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a 20 µl proteinasy K. Směs jsem promíchala (Vortex GENIE – 2, Scientific industrie) 

a umístila do termostatu předehřátého na 55 °C po dobu 1 hodiny. Poté jsem vzorek opět 

promíchala a přidala 200 µl pufru AL, následně opět promíchala. Homogenní směs jsem 

nechala inkubovat při teplotě 70°C po dobu 10 min. Výsledný lyzát jsem smíchala s 200 

µl 96% nedenaturovaného ethanolu. Důsledně jsem vzorek promíchala, aby nedošlo 

k precipitaci DNA. 

V dalším kroku jsem směs přemístila do DNeasy Mini Spin kolony a odstředila 

v centrifuze s frekvencí 8000 ot./min po dobu 1 minuty. Následoval obdobný postup, kdy 

po přidání 500 µl pufru AW1 a odstředění při 8000 ot./min jsem kolony za stejných 

podmínek a stejné množství dalšího použitého pufru AW2 nechala stočit při frekvenci 

13400 ot./min po dobu 5 minut. V konečné fázi promývání kolon a eluci DNA jsem 

přidala 150 µl pufru AE celkového objemu 200 µl a centrifugovala s 8000 ot./min po 

dobu 1min a pro důkladné odstranění byl dodán zbytek objemu tj. 50 µl a vzorek znovu 

odstředěn za stejných podmínek. Izolovanou DNA jsem uchovávala v mrazicím boxu při 

teplotě -20 °C. 

PCR amplifikace 

Polymerázovou řetězovou reakcí (PCR) byla testována amplifikace celkem 11 

mikrosatelitů (Přílohy, Tab. 2). Sekvence primerů pro tyto lokusy jsou převzaty 

z originálních publikací a aplikovány po vyzkoušení a doporučení kolegou H. Jensenem 

(NTNU Trondheim). Jednalo se o primery původně navržené pro blízce příbuzné druhy 

(Acrocephalus arundinaceus, Hansson et al. 2000a, a Acrocephalus sechellensis, 

Richardson et al. 2000) - lokusy Aar4, Aar5, Aar8 a Ase34, Ase58) a nebo pro jiné druhy 

(Hirundo rustica, Primmer et al. 1995, Parus caeruleus, Dawson et al. 2000, Passer 

domesticus, Neumann & Wetton 1996, Phylloscopus occipitalis, Bensch et al. 1997, 

Ficedula hypoleuca, Ellegren 1992, Pica pica, Martínez et. al 1999) - lokusy Hru5, Pca3, 

Pdoµ1, Pocc2, Fhu2, Ppi2. Většina těchto primerů byla již dříve testována na různých 

druzích rodu Acrocephalus (Hansson et al. 2000a, Richarson et al. 2000). 

Amplifikace všech lokusů probíhala podle protokolů převzatých od kolegy 

Jensena s již optimalizovanými podmínkami. Pro PCR reakce byly sestaveny tři 

multiplex sety a optimalizovány podmínky. U lokusu Hru5 se nepodařilo optimalizovat 

podmínky pro PCR, a proto byl tento primer z analýz vyloučen. V průběhu laboratorních 

prací jsem testovala úspěšnost PCR reakcí na 1% agarosovém gelu v TBE pufru.  
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Směs pro PCR reakci byla připravena smícháním nukleotidů (dNTPs), DNA-

polymerázy (Taq DNA polymeráza), chloridu hořečnatého (3mM MgCl2) a pufru (1 x 

Taq DNA buffer). Ke každé reakci byly přidány značené „forvard“ a neznačené „reverse“ 

primery v různých koncentracích, dále ddH2O a izolovaná DNA. Forward primery byly 

značeny fluorescenční barvou (ABI PRISM): VIC (Aar5, Pca3, Ppi2), NED (Aar8, Fhu2, 

Pdoµ1), PET (Ase34, Pocc2) nebo 6-FAM (Aar4, Ase58). 

PCR reakce probíhala za speciálních podmínek stanovených a optimalizovaných 

pro každý primer anebo multiplex (Přílohy, Tab. 3). Pro vlastní průběh reakce byl použit 

termocykler Mastercycler ep gradient S (Eppendorf AG, Hamburg, Germany).  

Fragmentační analýza 

Fragmentační analýza získaných produktů PCR byla provedena v sekvenátoru ABI 

PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Inc.). PCR produkt (0,7 µl) byl 

smíchán s 0,7 µl velikostního standardu GeneScan TM – 500 LIZ (Applied Biosystems) 

a 12 µl Hi-Di TM Formamidu (Applied Biosystems). Jednotlivé fragmenty byly posléze 

separovány kapilární elektroforézou. Genotypy jednotlivých jedinců jsem odečetla 

z výstupu fragmentační analýzy v programu GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems, Inc.). 

 

4.5 Analýza molekulárních dat 

4.5.1 Hardyho-Weinbergova rovnováha 

Exaktní test Hardyho-Weinbergovy rovnováhy (HWE, Haldane 1954) testuje hypotézu, 

že zkoumaný diploidní organismus je produktem náhodného párování gamet. 

Zaznamenaná odchylka vypovídá o přítomnosti nulových alel nebo asortativním páření. 

V programu GENEPOP verze 3.4 (Raymond & Rousset 1995) jsem testovala odchylku 

od HWE na všech sledovaných lokusech v rámci jednotlivých populací ("exact 

probability test"). Hodnota signifikance (p) byla stanovena pomocí metody Markovova 

řetězce s 10 000 permutacemi („Markov Chain reaction“, Guo & Thompson 1992). Jako 

alternativní dostupnou metodu k exaktnímu HWE testu jsem v programu GENETIX 

(Belkhir et al 1996) vypočítala koeficient inbreedingu FIS (Hartl & Clark 1997) 

vypovídající o potenciální ztrátě heterozygotů v důsledku nenáhodného párování. 
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4.5.2 Nulové alely 

Pro stanovení frekvence nulových alel v jednotlivých populacích byly pro porovnání 

dvou různých algoritmů použity dva programy - FreeNA (Chapuis & Estoup 2007) 

a Cervus 3.0 (Kalinowski et al. 2007, Marshall et al. 1998). FreeNA používá pro odhad 

nulových alel metodu označovanou jako ENA (Chapuis & Estoup 2007). Princip korekce 

je založen na efektivní opravě zkreslených hodnot FST vyvolaných přítomností nulových 

alel a poskytuje odhad hodnot FST. 

4.5.3 Genetická variabilita uvnitř populací 

Základní deskriptivní populačně-genetické statistiky umožňují popsat genetickou 

diverzitu v rámci populací. Program FSTAT 2.9.3 (Goudet 2001) jsem použila 

k deskripci genetické struktury populací zahrnující průměrný počet alel, frekvence alel 

jednotlivých lokusů a výpočet očekávaných (He) (Nei 1978) a pozorovaných (Ho) 

heterozygotností pro dané lokusy na všech lokalitách. Využitím tohoto programu jsem 

rovněž stanovila alelickou bohatost (AR) („allelic richness“, Petit et al. 1999) 

korigovanou na velikost vzorků metodou "rarefaction" pro srovnání genetické variability 

u různě velkých vzorků. Na rozdíl od předchozích testů jsem do vstupních dat výpočtu 

AR zahrnula jen populace s více než 10 jedinci. 

Software Arlequin 2.000 pro analýzu populačně-genetických parametrů 

(Schneider et al. 2000) byl použit k vypočtení vazbové nerovnováhy („linkage 

disequilibrium), který slouží k otestování nulové hypotézy, že distribuce alel mezi 

sledovanými lokusy je nezávislá.  

4.5.4 Genetická diferenciace mezi populacemi 

V programu GENEPOP verze 3.4 (Raymond & Rousset 1995) jsem provedla exaktní 

testy alelické a genotypové diferenciace (metodou Markovových řetězců). Na základě 

výpočtu alelické diferenciace mezi populacemi je testována nulová hypotéza, že 

distribuce jednotlivých alel je ve všech sledovaných populacích shodná. Nulová hypotéza 

pro genotypovou diferenciaci říká, že sledované populace mají stejné rozložení genotypů 

(Raymond & Rousset 1995).  

Pro vyjádření stupně divergence mezi jednotlivými populacemi jsem použila 

fixační index FST podle Weira & Cockerhama (1984). FST testuje vliv rozdělení populace 

na subpopulace, přičemž lze vypočítat korigované FST na velikost vzorku a počet 

populací (Weir & Cockerham 1984). Výpočty obou koeficientů jsem provedla 
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v programu GENETIX (Belkhir et al. 1996). Fixační index (FST) odráží úroveň genetické 

variability mezi jednotlivými populacemi. Vyšší hodnoty FST signalizují snížení toku 

mezi populacemi a poukazují na vliv genetického driftu, kdy se v subpopulacích fixují 

odlišné alely. Významnost těchto indexů (tj. odlišnost od nuly) byla testována na základě 

10000 permutací v programu Genetix. Párová porovnání FST pro všechny populace byla 

provedena opět pomocí programu Genetix a jeho signifikantní odlišnost od nuly byla 

stanovena také na základě 10000 permutací.  

V softwaru Arlequin 2.000 byla provedena analýza molekulární variance 

(AMOVA) za účelem vysvětlení zdroje variability na základě frekvencí alel. Signifikace 

testu detekované genetické struktury (jedinců, uvnitř populací, mezi populacemi a mezi 

skupinami (Přílohy, Tab. 4) je založena na neparametrických permutacích (Excoffier et 

al. 1992). 

 V programu GENETIX (Belkhir et al 1996) jsem testovala izolaci vzdáleností 

„Isolation by distance“, pomocí níž se hodnotí, jestli koreluje genetická a geografická 

vzdálenost, přičemž zohledňuje mnohonásobná porovnání. Izolace vzdáleností se hodnotí 

pomocí Mantelova testu (Mantel 1967), který využívá permutace pro determinaci 

rozložení testovaných dat, k otestování daných dat a ke stanovení intervalu, kdy dochází 

k zamítnutí nulové hypotézy. Srovnávané parametry testu tvoří dvě matice. Jedna matice 

zahrnuje genetické diferenciace populací a druhá obsahuje přirozené logaritmy 

geografických vzdáleností (Ln vzdáleností) mezi dvojicemi populací. Genetická 

diferenciace mezi dvěma populacemi je vyjádřena hodnotou FST/(1-FST), která popisuje 

populace rozmístěné ve 2D prostoru lépe než standardní FST index (Rousset 1997). 

Geografickou vzdálenost jsem určila výpočtem vzdálenosti přímou vzdušnou čarou mezi 

jednotlivými lokalitami v programu PGSoft (Přílohy, TAb. 1). Hladina průkaznosti byla 

ověřena permutačním testem (10000) a u dílčích korelací zjišťována permutačním testem, 

kdy vždy jedna matrice zůstala konstantní a druhá s permutujícím řádkem i sloupcem. 

 Pomocí faktoriální korespondenční analýzy (FCA) v programu Genetix 4.05.2. lze 

získat grafický výstup, který znázorňuje vzájemný vztah jedinců nebo populací. 

Výsledkem je trojrozměrný nebo dvojrozměrný graf, ve kterém je znázorněna prostorová 

pozice všech jedinců ze sledovaných populací nebo pozice jednotlivých populací na 

základě jejich genotypu. FCA byla provedena pro všechny populace. 

Genetická struktura populací založená na individuálních genotypech ("individual 

based") byla provedena v programu Structure 2.1 (Pritchard et al. 2000). Principem této 
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analýzy je přiřazení jedinců na základě jejich genotypů do předem definovaného počtu 

skupin, přičemž se nezohledňuje příslušnost jedince k jeho reálné populaci. Tento 

program zahrnuje bayesovskou shlukovací  „admixture“ analýzu, kdy je soubor jedinců 

rozdělen na základě genotypů do K skupin (= populací). Pro každé K je vypočítávána 

věrohodnost („likelihood“) modelu. Výpočet byl prováděn pro parametry K = 1 – 10, 

burn-in period = 100 000, počet iterací 500 0000, hodnota ALPHA je náhodná, pro 

každou populaci jiná, počáteční ALPHA = 1.0, ALPHAMAX = 10, 

APLPHAPROPSD = 0,25, ALPHAPRIORA = 0,05, ALPHAPRIORB = 0.001. Pro 

každé K byla simulace třikrát opakována. Výběr modelu se řídí podle nevyšší 

věrohodnosti. Na základě nejlepšího modelu (tj. modelu, který s nejvyšší věrohodností 

rozdělí jedince do K skupin) lze následně určit příslušnost daného jedince do některé z K 

populací. 
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5  Výsledky 
 
Do provedených analýz byly zahrnuty pouze lokality s korigovaným počtem vzorků tzn. 

nad deset jedinců na lokalitu. Celkem bylo pro většinu genetických analýz použito 24 

lokalit s 443 jedinci (od 10 do 40 jedinců na populaci) (Přílohy, Tab.1). Výjimkou je test 

detekce populačně-genetické struktury v programu Structure, kde bylo vyhodnoceno 

všech 495 jedinců z 36 populací(viz Obr. 2, str. 13, kapitola Metodiky). 

5.1 Genotypizace vzorků 

Pro veškeré genetické analýzy až na uvedené výjimky bylo použito deset lokusů 

amplifikovaných ve třech multiplexech PCR. Alely lokusů Aar5, Ase34, Fhu2 a Ppi2 se 

délkou nelišily vždy o délku repetice, ale i o 1 bp, obdobně u lokusu Ase58 o 3 bp 

namísto 6 bp, což je vysvětlitelné tím, že v minulosti pravděpodobně došlo k mutaci typu 

inzerce-delece i mimo jednotku repetice („indels“). Všechny lokusy byly polymorfní 

s rozsahem počtu alel od 5 do 29 na lokus. Všechny lokusy (napříč populacemi) 

vyhovovaly Hardyho-Weinbergově rovnováze (P > 0,05). 

5.2 Genetická variabilita uvnitř populací 

Výsledky výpočtů frekvence nulových alel v programu FreeNA u všech 10 lokusů na 24 

lokalitách ukázaly, že se podíl nulových alel vyšší než 0,05 vyskytuje ve 33 případech. 

Programy Cervus i FreeNA se shodly, že největší frekvence nulových alel se vyskytuje 

u lokusu Ppi2 (FreeNA: 7 populací s frekvencí vyšší než 0,05 – Španělsko ES, Francie 

FR, Chorvatsko HR_SE, Polsko PL, Rumunsko RO_D, Kypr CY, Jordánsko JO) (viz 

Přílohy, Tab. 1). 

Počet alel, očekávaná (HE) a pozorovaná (HO) heterozygotnost pro analyzované 

populace na všech lokusech jsou shrnuty v  Tab.1. Průměrný počet alel kolísal od 2 do 20 

na populaci/lokus. Průměrná heterozygotnost HE a HO činila 0,64 a 0,67 a mezi 

populacemi kolísala minimálně. Hodnoty alelické diverzity (AR; počítána pro 10 

diploidních jedinců, tj. nejmenší vzorek na populaci) na lokus kolísaly v rozpětí od 1,7 do 

9,7. Průměrná hodnota AR pro jednotlivé populace se pohybovala od 4,8 do 5,9 (nejvyšší 

hodnoty AR byly zaznamenány u populací SK, IT, HR_SE a naopak nejmenší u HU_W, 

RO_D, CY). AR umožňuje porovnání mezi populacemi a lze jej v tomto případě použít 

pro hodnocení, jak se AR liší mezi populacemi na obou stranách tahového rozhraní. 
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Interpopulační diferenciace hodnocení AR mezi populacemi ze severní části areálu (FL, 

LT, PL) a z jižní části (SP, SP_E, PT, IT, CY, TK_M) (AR = 5,46, AR = 5,39, P = 0,64) 

a mezi JZ a JV táhnoucími populacemi (AR = 5,45, AR = 5,35, P = 0,63) jsou velmi 

podobné, hodnoty se signifikantně neliší („two sample permutation test“ v FSTATu). 

Z 24 hodnocených populací byla zaznamenána odchylka od Hardyho-

Weinbergovy rovnováhy (HWE, P > 0,05) u osmi populací (Chorvatsko HR_SE a HR_I, 

Slovensko SK, Jordánsko JO, Španělsko ES, Polsko PL, Turecko TK_M, Maďarsko 

HU_W). FIS je u tří populací signifikantně větší než nula (Tab. 1) a signalizuje možný 

úbytek heterozygotů a vysoké hodnoty inbreedingu nebo vysokou frekvencí nulových 

alel (kolikrát se u 10 lokusů vyskytla vysoká frekvence nulových alel: Chorvatsko 

HR_SE – 2x, HR_I – 3x, Slovensko SK – 1x, Jordánsko JO – 3x, Španělsko ES – 2x, 

Polsko PL – 1x, Turecko TK_M – 2x, Maďarsko HU_W – 2x) Výsledek FIS je 

pravděpodobně ovlivněn malým počtem vzorků těchto populací, kdy mohlo dojít 

k nenáhodnému vzorkování. Všechny tyto populace mají shodně po 10 jedincích,. 

 

5.3 Genetická diferenciace mezi populacemi 

Celkový fixační index FST činí 0,015 a signifikantně se liší od nuly (reálná hodnota FST je 

podstatně vzdálena od simulovaných hodnot, p < 0,005 se signifikantně liší od nuly, což 

znamená, že sledované populace jsou geneticky rozdílné. Přestože je celková hodnota FST 

signifikantní, její velmi malá hodnota značí nevýraznou genetickou diferenciaci mezi 

populacemi. Přičemž hodnota celkové FST vypočítaná pomocí FreeNa s korekcí ENA je 

téměř totožná o velikosti 0,015, test signifikace potvrdil odlišnost od nuly („bootstraping 

resampling“, 95 % konfidenční 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 5,14 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: Výsledné hodnoty fixačních indexů FIS, alelické diverzity AR (korigované na 
velikost populace N=10), průměrné pozorované Ho a očekávané heterozygotnosti HE 
a výsledky testu vychýlení z Hardyho-Weinbergovy rovnováhy P (H-W). Tučně jsou 
vyznačeny signifikatní hodnoty FIS. Zkratky populací jsou uvedeny v Tab. 1 v Přílohách. 
 

Párová FST mezi jednotlivými populacemi se pohybují v rozmezí -0,001 - 0,068. 

Tyto hodnoty jsou však nízké a naznačují jen velmi slabou genetickou diferenciaci mezi 

populacemi. Ze 625 párových porovnání 124 vykazuje, že se populace signifikantně liší 

ve frekvenci alel a genotypů i fixačních indexů. Statisticky významné rozdíly byly 

zjištěny mezi populacemi z Blízkého Východu, Pyrenejského poloostrova, Finska a 

zbytkem studovaných populací. Pokud nedošlo k diferenciaci, nelze jednoznačně popsat, 

že je způsobena tím, jestli se populace nacházejí blízko sebe a proto se neliší. Příkladem 

jsou dvě populace z Chorvatska HR_SE a HR_I a obdobně obě populace z Německa se, 

které se vzájemně od sebe neliší, ale u mnoha sousedních populací byly zaznamenány 
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signifikantní odlišnosti (např. Maďarsko HU_C a HU_W FST = 0,03, P< 0,001, 

Portugalsko a Španělsko FST = 0,023, P< 0,001, Česká republika CZ_HO a CZ_SY FST = 

0,28, P< 0,001). Největší míra diferenciace byla zjištěna mezi populacemi Španělsko ES 

– Finsko FL, Kypr CY-Španělsko ES. 

Interpopulační diferenciace v rámci ssp. fuscus a scirpaceus (FST = 0,014, FST = 

0,017 , P = 0,82) a mezi JZ a JV táhnoucími populacemi (FST = 0,016, FST = 0,011, P = 

0,49) jsou velmi slabé, hodnoty se signifikantně neliší („two sample permutation test“ 

v FSTATu). 

 
Analýza molekulární variance (AMOVA) 

Výsledky AMOVY ukázaly, že 98 % genetické variability lze přičíst na vrub rozdílům 

v rámci populací, kdežto rozdíly mezi populacemi přispívají k celkové variabilitě 

pouhými 2 % (Tab. 2). Pomocí AMOVY byl rovněž testován stupeň variability mezi 

dvěma skupinami populací. V první skupině (1) jsou rozřazeny populace táhnoucí 

jihovýchodním nebo jihozápadním směrem, skupina druhého testu (Tab. 3) (2) tvoří 

rozdělené populace podruhu scirpaceus a fuscus (Tab. 4). Výsledky testu (1) značí velmi 

nízké procento vysvětlené variability vztahující se k rozdílům mezi definovanými 

skupinami (1,5%) a vysokou variabilitu mezi samotnými jedinci uvnitř populací (98,4%). 

Shodně lze interpretovat výsledky AMOVY mezi skupinami dvou poddruhů. Tento 

výsledek je potvrzením analýzy variability mezi všemi populacemi. 

 

Zdroj variability d.f. 
Suma  
čtverců 

Variance 
komponentů 

Vysvětlená 
variabilita 

Mezi populacemi 1 170,8 0,05 1,6 % 

Uvnitř populací 23 3151,5 3,27 98,4 % 

Celková variabilita 849 3425,3 3,33  

FST : 0,034       
 
Tab.2: Analýza variance alelických frekvencí (AMOVA). Procento vysvětlené variability 
odráží míru vysvětlené odlišnosti buď mezi populacemi nebo v rámci populací mezi 
jedinci.
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Zdroj variability d.f. 
Suma  
čtverců 

Variance 
komponentů 

Vysvětlená 
variabilita 

Mezi skupinami 1 8,07 0,007 0,22 % 

Mezi populacemi uvnitř 
skupin 22 101,8 0,064 1,4 % 

Uvnitř populací 827 2672 3,25 98,4 % 

Celková variabilita 849 2781,9 3,23  

FST : 0,016       
 

Tab.3: Analýza variance alelických frekvencí (AMOVA) populací táhnoucích buďto 
jihozápadním nebo jihovýchodním směrem. Procento vysvětlené variability odráží míru 
vysvětlené odlišnosti mezi skupinami, populacemi a v rámci populací mezi jedinci. 
 
 

Zdroj variability d.f. 
Suma  
čtverců 

Variance 
komponentů 

Vysvětlená 
variabilita 

      

Mezi poddruhy 1 8,6 0,009 0,29% 
     
Mezi populacemi uvnitř 
poddruhů 22 101,3 0,045 1,37% 
     

Uvnitř populací 827 2672 3,23 98,30% 
     

Celková variabilita 849 2781,9 3,28  

FST : 0,016    
 

Tab.4: Analýza variance alelických frekvencí populací rozdělených do skupin zahrnující 
populace poddruhu scirpaceus nebo fuscus . Procento vysvětlené variability odráží míru 
vysvětlené odlišnosti mezi skupinami, populacemi a v rámci populací mezi jedinci. 
 

Faktoriální korespondenční analýza 

Na základě faktoriální korespondenční analýzy (FCA) je na Obr. 3. znázorněna poloha 

jedinců v trojrozměrném prostoru, kde jednotlivé body představují genotypovou identitu 

jedinců. Poloha jedinců, kteří patří do různých populací, se v grafu prolíná. Je zde zřejmé, 

že populace vzdálené, ležící na okrajích areálu i populace nacházející se blízko sebe tvoří 

těsný shluk jedinců. Ačkoliv jedinci z populací Španělska, Portugalska, Turecka, částečně 

i někteří jedinci z Jordánska a Turecka zaujímají v grafu jinou polohu, čímž vykazují 

genetickou odlišnost, lze konstatovat, že rozložení jedinců různých populací v grafu 

neodpovídá jejich geografickému původu a vzdálenosti.  
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FCA pro průměrné hodnoty genotypů populací znázorňuje, jak jsou si jednotlivé 

populace geneticky podobné. Výsledek je přehlednější než pro samotné jedince a značí 

jisté odlišení populací Pyrenejského poloostrova a populací z východní části areálu (Obr. 

4). Je třeba ale podotknout, že procento vysvětlené variability jednotlivými faktory FCA 

je celkově velmi nízké (viz Obr. 3 a 4). 

 

Izolace vzdáleností 

Výsledky Mantelova testu pro izolaci vzdáleností u populací napříč eurasijským 

hnízdním areálem rákosníka obecného jsou znázorněny na Obr. 6. Testem byla sice 

prokázána signifikantní závislost (koeficient determinace R2 = 0,06, Z = 64,6, p = 

0,022), velmi nízký koeficient determinace závislosti genetické a geografické vzdálenosti 

ale značí slabou korelaci a je tedy zřejmé, že vliv izolace vzdáleností je nepatrný. 

 

 

 
Obr. 3: Faktoriální korespondenční analýza (FCA, 1. osa 8,74%, 2. osa 8,34%, 3. osa 
7,73%) vypočítaná v programu Genetix 4.05.2 (Belkhir et al. 1996-2004) pro 495 
jedinců jednotlivých populací. Každý bod v grafu představuje jednoho jedince, barevně 
jsou odlišeny jednotlivé populace. 
 



 28 

 
 
Obr. 4: Faktoriální korespondenční analýza (FCA, 1. osa 8,77%, 2. osa 8,34%) pro 
jednotlivé populace. Graf je obdobný jako obr. 4, neznázorňuje jedince, ale jsou 
zobrazeny populace v dvojrozměrném prostoru. 
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Obr. 5: Grafické znázornění testu „Isolation by distance“. Data pro 24 populací proložená 
lineární regresí: FST/(1-FST) = ln (geografická vzdálenost). 
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Bayesovská shlukovací analýza 

Výstupem bayesovské analýzy v programu Structure 2.1 jsou hodnoty věrohodnosti 

modelu pro jednotlivá K. Nejvhodnější model pro  stanovení počtu populací je určen na 

základě maximální hodnoty odhadu věrohodnosti modelu ln Pr (X/K). Provedla jsem 

celkem dvě analýzy pro odhalení (1) struktury v rámci všech populací - test diferenciace 

z hlediska existence dvou uznávaných poddruhů a (2) struktury mezi středoevropskými 

populacemi napříč tahovým rozhraním.  

(1) Výsledky první analýzy ukazují (Obr. 6), že prvních pět výsledných odhadů 

věrohodnosti modelu má velmi podobnou hodnotu. Přesto z výsledných hodnot lze 

vyvodit, že nejparsimoniálnějším modelem je zahrnutí všech jedinců do jedné populace 

[ln Pr (X/K) = -17216,1]. Odvození jedné skupiny odpovídá výsledkům FCA ukazující 

velmi nízkou diferenciaci mezi místopisně definovanými poddruhy. Zajímavé také je, že 

se nevytvořila žádná čitelná genetická struktura, všechny populace zůstávají spolu 

v jedné klasifikované populaci, což se může jevit jako překvapivé vzhledem k jejich 

geografickým vzdálenostem a k existenci dvou poddruhů. 

(2) Vzhledem k možnému silnému efektu velkého počtu geograficky velmi 

vzdálených populací s velkou vnitropopulační variabilitou byla testována detekce 

populační struktury u vybraných populací ležících blízko tahovému rozhraní. 

Nejvěrohodnějším modelem se ukázalo být přiřazení populací do jedné skupiny K = 1. 

(Obr. 7). Výsledek značí, že jako v předchozí analýze nebyla detekována žádná 

populačně-genetická struktura.  
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Obr. 6: Bayesovská shlukovací analýza všech populací – odhad maximálního počtu 
skupin K (rozřazení individuí do „reálných populací“). Graf znázorňuje hodnoty 
věrohodnosti modelu pro jednotlivá K. Věrohodnost modelu je vyjádřena přirozeným 
logaritmem ln Pr (X/K) (Pritchard 2000).  
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Obr. 7: Bayesovská shlukovací analýza populací napříč tahovým rozhraním – odhad 
maximálního optimálního počtu skupin K (rozřazení individuí do „reálných populací“). 
Graf znázorňuje hodnoty věrohodnosti modelu pro jednotlivá K. Věrohodnost modelu je 
vyjádřena přirozeným logaritmem ln Pr (X/K) (Pritchard 2000). 
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6 Diskuze 
V předložené práci, která je zaměřena na studium populačně-genetické struktury, jsem se 

zabývala genetickou variabilitou a diferenciací eurasijských populací rákosníka 

obecného. Mé výsledky naznačují celkově velmi slabou diferenciaci populací. Obdobně 

nebyla zjištěna genetická struktura populací, která by odrážela odlišné migrační směry 

nebo existenci dvou poddruhů. Tyto dva výsledky jsou dále podrobně diskutovány. 

Relativně nízké genetické rozrůznění studovaných populací indikuje velký disperzní 

potenciál rákosníka obecného, kdy genový tok účinně zabraňuje diferenciaci populací bez 

ohledu na rozsáhlý hnízdní areál a vysokou tahovou konektivitu mezi hnízdišti 

a zimovišti. V opačném případě, pokud je genový tok slabý, lze uvažovat 

o morfologickém rozrůznění poddruhů a migračního chování jako o recentní události. 

 

Genetická variabilita populací 

Osm z 24 hodnocených populací se odchylovalo od Hardyho-Weinbergovy rovnováhy 

(HWE) a signifikantní koeficienty inbreedingu (FIS) byly zaznamenány u 3 populací. 

Tyto výsledky teoreticky naznačují možnost, že párování v rámci těchto populací je 

nenáhodné a může docházet k inbreedingu, např. vlivem výrazného snížení efektivní 

velikosti populací. Nenáhodné párování je doloženo u populací, jež prodělaly 

„bottleneck“ (Boessenkool et al. 2007, Lambert et al. 2005). U studovaného druhu nebyla 

zaznamenána odchylka od celkové HWE a u zmiňovaných 8 populací byla odchylka buď 

mírná nebo se vyskytla u populací, kde vlivem malého počtu vzorků a jejich náhodné 

kombinaci určitých genotypů lze pravděpodobně zjistit „falešnou“odchylku od HWE. 

Avšak kromě jordánské populace se jedná o jinak početné populace, které nejsou 

vystaveny negativním vlivům prostředí ani jimi ohroženy.  

 Odhad nulových alel se používá ve studiích zaměřených na populačně-genetické 

otázky testující HWE a v případech, kdy se usuzuje na ztrátu heterozygotnosti (např. 

Wahlundův efekt) (Chapuis & Estoup 2007). Proto díky testu odhadu nulových alel 

provedeného na všech lokusech a populacích studovaného druhu se lze vyvarovat tomu, 

že by přítomnost nulových alel ovlivnila hodnocení diferenciace populací např. vlivem 

zmenšení genetické diverzity v rámci populací, jež by neodpovídalo skutečnosti (Paetkau 

& Strobek 1994). Přítomnost nulových alel u studovaného druhu byla zaznamenána 

především u lokusu Ppi2, ale vzhledem k velikosti hodnoceného vzorku dat napříč celým 

areálem a oproti tomuto zanedbatelnému počtu populací, kde byly nulové alely 
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detekovány, jsem tento lokus nevyloučila z následných analýz. Nulové alely působí 

problémy při hodnocení populací s velkou efektivní velikostí, kdy je pro „flanking 

regions“ typická vysoká mutační rychlost“, a proto se liší populace od populace, pro které 

byl primer původně navržen. I přes zahrnutí lokusu Ppi2 a populací, kde byly nulové 

alely přítomny, byly porovnávané FST před i po korekci ENA srovnatelné, a proto další 

analýzy nebyly ovlivněny zkreslením výsledků, kdy při výrazném snížení 

vnitropopulační genetické diverzity úměrně roste míra genetické diferenciace (fixační 

index FST) a genetické vzdálenosti mezi populacemi (Paetkau et al. 1997, Slatkin 1985). 

Domnívám se tedy, že odchylky od HWE a signifikantní FIS jsou buď artefaktem při 

sběru materiálu (nenáhodné vzorkování – odchyt příbuzných jedinců u malých velikostí 

vzorků n = 10 u některých lokalit) nebo mohly být částečně u některých populac 

způsobeny přítomností nulových alel. 

Mezi zkoumanými lokusy se hodnoty AR („allelic richness“) značně lišily, 

poněvadž každý z lokusů vykazoval různý stupeň polymorfismu. Hodnoty AR byly 

u všech zkoumaných populací podobné a v rámci populací poměrně vysoké. Tento jev lze 

celkem snadno vysvětlit tím, že vnitropopulační variabilita v rámci sledovaných populací 

je srovnatelná a toto zjištění potvrzují i výsledky faktoriální korespondenční analýzy 

(FCA). O značné genetické variabilitě je uvažováno jako o nezbytné podmínce, která 

zajišťuje dlouhodobé přežívání (Hansson et al.2005) a adaptivní potenciál druhu (Hess 

& Edwards 2002, Reed & Frankham 2003). Míra genetické variability je ovlivněna 

různými silami, např. velmi významnou je působení selekce. Vliv selekce se projevuje při 

expresi genů a může působit proti genetickému driftu způsobujícímu ztrátu genetické 

variability, zatímco výrazný vliv selekce zvětšuje rozmanitost, jejímž zdrojem je 

prosazení výhodných variant genů spojení s jejich následnou fixací (Hughes & Yeager 

1998, Lynch & Walsh 1998). 

 

Genetická diferenciace 

V hypotéze vysvětlující variabilitu v různých znacích v závislosti na geografickém 

rozšíření (Nicholls et al. 2006- vokalizace, Bensch et al. 1999 - migrace) je kladen důraz 

na geografickou izolaci mezi populacemi jako na zásadní sílu, která podmiňuje variabilitu 

sledovaných znaků chování nebo fenotypového projevu (Nicholls et al. 2006). 

Předpokládala jsem, že na úrovni neutrálních genetických markerů naleznu variabilitu 

odpovídající rozdílnostem v rámci studovaného druhu, jehož populace se liší odlišnými 
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směry tahu a dvěma uznávanými poddruhy s odlišnostmi v areálu rozšíření a ve zbarvení, 

a to i přesto, že diferenciace mezi populacemi by měla být omezená účinky genového 

toku, který eliminuje rozdíly. 

Párová porovnání frekvence alel, genotypů i párových FST ukázala, že populace 

z Blízkého východu, Finska a Pyrenejského poloostrova se signifikantně liší od ostatních. 

Jak párové hodnoty fixačních indexů, tak celková FST jsou ale velmi nízké, značí jen 

slabou genetickou diferenci. Párové porovnání Fst mezi populacemi bylo vyhodnoceno 

nejen pro všechny populace, ale také s důrazem na populace lišící se příslušností 

k poddruhů a podle odlišného směru migrace. Nízké hodnoty FST byly získány pro 

srovnání poddruhů fuscus a scirpaceus i mezi populacemi táhnoucími na zimoviště JZ 

nebo JV směrem. Jinými slovy tyto populace se geneticky příliš nelišily. K shodnému 

zjištění došli autoři práce zabývající se morfologickou divergencí poddruhů a genetickou 

diferenciací populací na tahovém rozhraní u slavíka modráčka Luscinia svecica (Hellgren 

et al. 2008, Johnsen et al. 2006). Domnívám se, že to, že se tyto skupiny populací 

studovaného druhu geneticky neliší, je pravděpodobně způsobeno tím, že mezi nimi 

dochází k toku genů prostřednictvím disperze mladých ptáků a meziroční přesídlování 

dospělců, jejichž význam pro snížení genetických rozdílů mezi populacemi lze považovat 

za podstatný. Tyto pohyby mají pochopitelně velký význam nejen z hlediska populačně-

genetického (např. zamezení inbreedingu), ale i ekologického (např. výběr vhodného 

kvalitního biotopu, schopnost disperze po disturbanci na původním hnízdišti apod.). 

Hodnoty FST mezi populacemi u různých druhů ptáků se pohybují v rozmezí od 0,014 do 

0,075 (Burg et al. 2005, Gibbs et al. 2000, Ruegg et al. 2006). V rámci našeho 

studovaného druhu se FST blíží těmto popsaným hodnotám, respektive odpovídají spodní 

hranici výše uvedeného intervalu. 

Vysvětlená genetická variabilita uvnitř populací postihuje 98% celkových rozdílů 

mezi hodnocenými populacemi. Lze tak usuzovat, že ani jedna ze sledovaných 

charakteristik (tahové rozhraní, dva poddruhy) není u studovaného druhu dostatečnou 

příčinou zvýšení genetické variability vedoucí k diferenciaci. Tento výsledek 

mikrosatelitových analýz a analýzy variance alelických frekvencí (AMOVA) se shoduje 

s výsledky získanými z analýz sekvencí mtDNA, kde nukleotidová divergence obou 

poddruhů činila pouhých 1,63-2,55 % (Helbig & Seibold 1998). Pravděpodobně má tok 

genů (stejně jako u FST) zásadní význam a s ohledem na disperzní schopnosti druhu je 

zdrojem genetické variability a zabraňuje diferenciaci, proto je u studovaného druhu 
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podstatná interpretace o potenciální disperzní schopnosti druhu v souvislosti 

s posouzením genového toku a jeho příspěvku k divergenci populací. Disperzní 

schopnosti u většiny druhů ptáků (včetně zde studovaného) vykazují intraspecifické 

rozdíly, kdy se liší míra filopatrie v závislosti na pohlaví nebo věku jedinců. V rámci 

těchto studií lze vysledovat obecnou zákonitost vzdáleností a schopnosti disperze: 

frekvence distribuce disperzních vzdáleností klesá s rostoucími vzdálenostmi a disperzní 

vzdálenosti mladých ptáků (usídlení) jsou větší než hnízdní disperze dospělců (přesídlení) 

(Ferrer 1993, Matthysen et al. 1995, Paradis et al. 1998). Ze 220 dospělých (+1 K) 

rákosníků obecných okroužkovaných v hnízdním období na území ČR a SR a zastižených 

po více letech opět v hnízdním období, bylo 199 (90,9 %) věrných svému hnízdišti, 21 

přesídlilo na vzdálenost 1-322 km (průměr 59,5 km). Z 15 ptáků okroužkovaných jako 

nevzletná mláďata na hnízdě a nahlášených v některých z následujících hnízdních období 

hnízdilo 11 (73 %) na témž místě a 4 se usídlila ve vzdálenosti 3-70 km od svých rodišť. 

Omezená je tato interpretace kroužkovacích dat tím, že data pocházejí pouze z jedné 

lokality a proto může docházet dochází k zanedbání a zkreslení počtu ptáků rozptýlených 

a nenavracejících se na tu samou lokalitu. Z odhadu disperzních vzdáleností v studii 

Paradise et al. (1998), kdy autoři srovnávali vzdálenosti přesídlení a usídlení na základě 

britských zpětných hlášení, pro rákosníka obecného uvádějí významný rozptyl (3 jedinci 

měli rozptyl nad 100 až 300 km od místa kroužkování). Z toho lze usuzovat na velký 

disperzní potenciál, který, vzhledem k nespornému podhodnocení nálezů mimo tradiční 

místa kroužkování (tj. na lokalitách vzdálených od místa odchytových akcí), může být 

významnou silou zabraňující diferenciaci populací tohoto druhu.  

Předpokládala jsem přítomnost geografické diferenciace eurasijských populací, 

přičemž jsem predikovala, že jsou pravděpodobné dvě možnosti, kdy (1) buď budou 

převládat velké genetické rozdíly u populací západní a východní části areálu a populací 

napříč tahovým rozhraním v souvislosti s možnou historickou izolovaností a s ohledem 

na vliv selekce proti hybridům u tahového rozhraní anebo (2) nízké genetické vzdálenosti 

budou odrážet velmi recentní oddělení populací táhnoucích odlišnými směry. Podle 

bayesovské detekce populačně-genetické struktury v programu Structure se jako 

nejvěrohodnější model ukázalo zahrnutí všech zkoumaných jedinců do jedné skupiny. 

Tento výsledek znamená, že studované populace rákosníka obecného představují 

z genetického hlediska jednu víceméně panmiktickou populaci. Pokud bereme v úvahu, 

že sice hodnota celkového FST a některá párová porovnání FST vyšly signifikantní, ale 
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byly velmi nízké, a tudíž značí slabou diferenciaci, pak i tento výsledek je v souladu 

s ostatními. Předpoklad, že strukturovanost je dána poddruhy nebo odlišnými migračními 

směry, tak nebyl potvrzen. Podobný výsledky uvádí studie morfologické a molekulární 

variability napříč tahovým rozhraním budníčka většího (Phylloscopus trochilus) (Bensch 

et al.1999). Výsledky analýz sekvencí mtDNA a mikrosatelitů neukázaly téměř žádné 

genetické rozdíly mezi oběma poddruhy trochilus i acredula 

Mnoho studií neprokázalo genetickou diferenciaci populací (ať už na úrovni 

mtDNA nebo neutrálních genetických markerech), přestože se tyto populace fenotypově 

i svým chováním výrazně lišily (review Zink 1997). Naproti tomu bylo zjištěno např. že 

mezi populacemi migrujícího druhu lesňáčka pokřovního (Dendroica discolor) probíhá 

jen slabý genový tok, přičemž u tohoto druhu byla dokázána významná genetická 

rozdílnost na základě odlišných morfologických znaků a charakteru migrace (Berthold 

1993). I když se genetická izolace může zdát být u dálkových migrantů překvapivá, jak 

ilustruje příklad lesňáčka, může být genový tok mezi populacemi stabilně nízký, 

v souladu s oddělenými hnízdními habitaty v případě zmiňovaného druhu i s existencí 

dvou definovaných poddruhů (Buerkle 1999).  

Podobně navzdory probíhajícímu toku genů mohou být populace geneticky 

odlišné např. v ptačím zpěvu. Geografická rozmanitost v ptačím zpěvu jako adaptivní 

schopnost založená na rozdílné kvalitě přenosu zvuku v různých prostředích 

(Slabbekoorn & Smith 2002) se může vyvíjet a trvale zachovat především vlivem silného 

selekčního tlaku přirozených podmínek prostředí. Z obecného pohledu toto zjištění 

odpovídá obecnému ekologickému modelu vnitrodruhové fenotypické divergence (Endler 

1977, Ogden & Thorpe 2002). Paralelně některé studie ukazují, jak selekční tlak může 

mít tak silný vliv, který i u populací geneticky diferenciovaných způsobí, že pod vlivem 

stejného selekčního tlaku prostředí mají tyto populace stejný zpěv (Nagel & Schluter 

1998). 

Pro studium genetické diferenciace populací se jeví zásadní spojení znalostí 

geografické distribuce a komplexních informací o morfologii, habitatech a chování 

druhů. Pro rákosníka obecného je charakteristické, že obývá v celém hnízdním areálu 

stejný typ biotopu (rákosiny), morfologicky je poměrně uniformní (liší se jen délkou 

křídla v souvislosti se vzdáleností hnízdiště od zimoviště) a zpěv nevykazuje žádné 

rozdíly (Pearson et al. 2002). Mozaikovitě roztroušené hnízdní populace napříč 

rozsáhlým geografickým areálem vykazují metapopulační strukturu (Foppen et al. 2000) 
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a mohou tak teoreticky poskytovat příhodné podmínky pro lokální adaptace v některých 

izolovaných populacích (Hanski & Gilpin 1997). V části střední Evropy populace 

rákosníka obecného táhnou dvěma odlišnými směry a lze určit tahové rozhraní 

(Schlenker 1988, Zink 1973). 

 

Genetická diferenciace na úrovni tahového rozhraní a poddruhů 

Migrační rozhraní ve střední Evropě (oddělený jihozápadní a jihovýchodní směr tahu, 

Zink 1973) v souvislosti s relativně vysokou tahovou konektivitou mezi hnízdním 

a nehnízdním areálem (Procházka et al. 2008) může podmiňovat genetickou diferenciaci 

mezi populacemi. Předpokládala jsem, že populace studovaného druhu se budou 

geneticky lišit. Tato predikce se nepotvrdila, i když migrační chování je geneticky 

podmíněno. Je třeba si uvědomit, že migrace je flexibilní znak (Berthold & Helbig 1992) 

a jeho změna, jejíž výsledky pozorujeme a odvozujeme v současnosti, může být velmi 

nedávnou událostí, jež zatím nevedla k divergenci (Berthold et al. 2001). V populacích 

změna tahového chování a s ním spjaté tahového rozhraní perzistuje i když populace 

nejsou zcela reprodukčně izolovány. Následně se tato variabilita i přesto může 

v migračním chování zachovat, aniž by se shodně tzn. detekovanou variabilitou projevila 

na diferenciaci neutrálních markerů Domnívám se, že změna tahového chování 

u studovaného druhu může být relativně rychlá a nemusí se projevit na genetické úrovni.  

Migrace je přirozeně plastický znak a vymezit populačně specifické tahové cesty 

bývá problematické (Webster et al. 2002) a proto je velmi obtížné studovat mechanismy 

způsobující změny tahového chování a následné důsledky. Ovšem ve studii změny 

migračního chování pěnice černohlavé (Bearhop et al. 2005) se podařilo dokázat, že 

vývoj alopatrické zimující populace, je podmíněn asortativním párováním na 

sympatrickém hnízdišti. Časně přilétnuvší samice vybírají časně přilétnuvší samce 

z téhož zimoviště. Za posledních 50 let pěnice černohlavé hnízdící v části střední Evropy 

změnily směr tahu a část populací již netáhne na zimoviště na Pyrenejském poloostrově, 

ale začaly zimovat na Britských ostrovech. Jejich počet za posledních 10 let se zvyšuje. 

Navzdory tomu, že studie není podpořena genetickými analýzami, výsledky této práce 

přinášejí zásadními poznatky, měnící pohled na rychlost změny směru tahu a to, jak 

částečná časová segregace v hnízdním období a změna migračního chování může vést 

k vytvoření subpopulační struktury v rámci druhu a vytvářet tak potenciál pro 

sympatrickou speciaci. Tato variabilita a pozměněné chování se nemusí geneticky 
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prokázat, jelikož k jejich vzniku mohlo dojít v nedávné době (Berthold et al. 2001), 

podobně jako u pěnice černohlavé. Zůstává tedy spekulací, jestli existencie odlišného 

směru migrace u rákosníka obecného lze považovat za recentní událost, kdy nově vzniklé 

alely neměly dostatek času, aby se zafixovaly (Takahata 1983). 

 Z jiného pohledu mnoho migrujících ptáků zdolává velmi velké vzdálenosti mezi 

svými hnízdišti a zimovišti, přičemž i přes velmi dobré disperzí schopnosti a obsazování 

příhodných bioptopů u většiny ptáků lze nalézt relativně vysokou hnízdní filopatrii 

a fidelitu (Greenwood & Harvey 1982). U rákosníka obecného byla zjištěna vysoká 

tahová konektivita mezi hnízdišti a zimovišti.Vysoká migrační konektivita může vytvářet 

potenciál pro potenciální specifické adaptace a odpovědi na změny prostředí vedoucí 

k divergenci populací. Pokud existují silné selekční tlaky na divergenci jednotlivých 

populací, může dojít až k speciaci (Webster & Marra 2005). Vlivem historických událostí 

např. zalednění, pod různými selekčními tlaky prostředí a selekcí proti hybridům se 

u studovaného druhu mohlo vyvinout tahové rozhraní (Bensch et al.1999). Přesto 

výsledky  této práci vzhledem na rozsáhlý hnízdní areál a vysokou tahovou konektivitu 

mezi hnízdišti a zimovišti nepotvrdily diferenciaci populací. 

Intraspecifická variabilita u živočichů často vedla taxonomy k popisu odlišných 

subspecií. Výklad a způsob, jak chápat tuto taxonomickou jednotku není ucelený, její 

klasifikace je většinou založena na geografické izolaci rozdílných morfotypů (Zink 

2003). U ptáků je mnoho poddruhů popsáno podle jejich morfologie a podle vzhledu 

např. zbarvení (Vaurie 1959), případně na základě regionálních odchylek zpěvu (Groth 

1993, Lougheed & Handford 1992). Přestože bylo rozlišování poddruhů mnohokrát 

kritizováno (Zink 2004), dodnes je mnozí systematikové užívají. Navíc se ukazuje se, že 

jejich odlišování může být užitečné, protože existence poddruhů je jedním z ukazatelů 

biodiverzity, které máme k dispozici a může nám tak mnohé napovědět o diferenciaci 

druhů a vnitrodruhové variabilitě (Price 2008). 

Příkladem pěkné shody v morfologické a genetické diferenciaci je např. strnadec 

zpěvný (Melospiza melodia) na severozápadě Severní Ameriky (Pruett & Winker 2005). 

Protože popisy subspecií vycházejí často z geografické distribuce a malých odlišností ve 

zbarvení, a navíc jsou často založeny na malé sérii jedinců, ne vždy odpovídají popsané 

poddruhy geneticky homogenním jednotkám. Tak napřílad u střízlíka kaktusového 

(Campylorhynchus brunneicapillus) v Americe běžně rozšířeného druhu, u něhož byly 

popsány geograficky oddělené poddruhy, existují podle mtDNA dva geneticky oddělené 
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taxonomické celky, ačkoliv se uznává celkem 6 poddruhů (Zink et al. 2001). Srovnávací 

studie subspecifické variability 41 druhů ptáků zjistila, že pouze 3 % zkoumaných 

poddruhů vytváří evolučně a geneticky oddělené taxonomické jednotky (Zink 2004). 

Phillimore & Owens (2006) u většího vzorku druhů ale zjistili, že 36 % poddruhů 

reprezentovalo distinktní fylogenetické linie. Přestože subspecifické členění 

nekoresponduje s reálnými genetickými jednotkami v rámci jednotlivých druhů, 

existence poddruhů nám může nezřídka mnohé napovědět o evoluční historii druhu, 

probíhající alopatrické speciaci a v případech, kdy se jedná o velmi dobře diferencované 

poddruhy jak morfologicky, behaviorálně i geneticky, je pak na místě je taxonomicky 

považovat za „dobré“ druhy (Johnson 1982).  

V tomto případě jsou oba poddruhy rákosníka obecného velmi podobné, liší se jen 

drobnými znaky ve zbarvení opeření (šedší zátylek a bílé okraje rýdovacích per u ssp. 

fuscus) a rozšířením; výběr prostředí i zpěv jsou u obou forem shodné (Pearson et al. 

2002). Otázkou zůstává, nakolik je přechod mezi oběma poddruhy strmý. Podle 

dostupných zdrojů se oba poddruhy stýkají v Turecku (Roselaar 1995), zdá se však, že 

přechod mezi nimi je spíše pozvolný a je dost dobře možné, že se jedná o klasickou 

klinální variabilitu ve zbarvení, kdy v aridních oblastech mají ptáci šedší zbarvení. Pokud 

by se potvrdily výsledky z analýz mikrosatelitů i na jiném selekčně neutrálním markeru 

(např. mtDNA), pak by odlišení těchto poddruhů bylo svým způsobem zbytečné. 
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Shrnutí a vyhlídky dalšího studia 

Výsledky analýzy mikrosatelitů nepotvrdily genetickou divergenci na vnitrodruhové 

úrovni, přestože ji bylo možné očekávat v souvislosti s existencí dvou uznávaných 

poddruhů a tahového rozhraní. Všechny mé výsledky zřetelně ukazují na homogenní 

genetickou strukturu populací, ovšem současně nemůžeme rozeznat mezi relativní 

významností vlivu historických událostí a současným tokem genů (Templeton et 

al.1995).  

Alternativně lze vysvětlit, proč neutrální genetické markery nezachytily 

genetickou diferenciaci, je jejich nevhodně zvoleným výběrem. U neutrálních 

genetických markerů, pomocí nichž lze popsat genetickou variabilitu na úrovni populační 

struktury, se předpokládá, že tyto lokusy odrážejí adaptivní variabilitu v populacích 

(King & Burke 1999), ale lokální selekční tlaky na adaptačně významných lokusech 

nemusí být snadno detekovány (Hedrick 1994) a funkční lokusy nemusejí správně 

odrážet tok genů mezi různými geografickými oblastmi s různým selekčním tlakem. 

Otázkou zůstává, zda by použití více lokusů, které by vykazovaly genetickou 

asociaci s funkčními geny zodpovědnými za expresi vrozeného populačně-specifického 

směru tahu, neukázaly signifikantní rozdíly napříč tahovým rozhraním. Rovněž použití 

nezávislých genetických markerů by jistě pomohlo lépe rozhodnout, zda se studované 

populace opravdu geneticky neliší. Pilotní analýzy sekvencí mtDNA (cytochrom b, 

kontrolní oblast – E. Bellivia, H. Winkler in litt.) naznačují, že pyrenejské populace se 

zdají být odlišné od zbytku evropských populací. To, zda tomu doopravdy tak je, ukáže 

ale až další studium v budoucnu. 
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Přílohy 
 
Tab. 1: Souhrn odchytových lokalit. Uvedené jsou informace o každé lokalitě zakreslené 
na mapě pod pořadovým číslem, přiřazené zkratce, jejich zeměpisné poloze a počtu 
jedinců. Tučně je vyznačeno 24 lokality s počtem jedinců nad 10 jedinců. 
 
Čís.v 

Obr. 2. 
Populace/Lokalita N Souřadnice 

1 Portugalsko (PT), Estarreja 28 40°43'N 08°35'W 
2 SZ Španělsko (ES), Barrañán  15 43°15'N 08°35'W 
3 SV Španělsko (ES_D), delta Ebra 10 40°43'N 00°43'E 
4 Francie (FR), Bretagne, Etang du Trunvel  10 48°00'N 04°30'W 
5 Německo (DE_NW), Nordrhein-Westfalen, Diergarten 10 51°11'N 06°16'E 
6 Německo (DE_B), Bavorsko, Poppenwind, Mohrhof  10 49°39'N 10°50'E 
7 Polsko (PL), Milicz 10 51°31'N 17°15'E 
8 Dánsko (DK), Arresø   5 55°58'N 12°05'E 
9 Norsko (NW), Aurskog-Høland 5 59°43'N 11°27'E 
10 Česká republika (CZ_SY), Svitavy 21 49°53'N 16°17'E 
11 Z Maďarsko (HU_W), Fenékpuszta  10 46°43'N 17°15'E 
12 Chorvatsko (HR_I), inland, Dragani ći ribnjaci  10 45°34'N 15°38'E 
13 Italie (IT), Lagnone 10 41°09'N 14°18'E 
14 Chorvatsko (HR_C), dalmatské pobřeží, Vransko jezero 6 43°53'N 15°33'E 
15 JV Chorvatsko (HR_SE), delta Neretvy 31 42°57'N 17°34'E 
16 JV Česká republika (CZ_HO), Hodonín  26 48°54'N 17°02'E 
17 střední Maďarsko (HU_C), Kolon-tó, Izsák 29 46°47'N 19°21'E 
18 Slovensko (SK), Trnavské rybníky  21 48°32'N 17°51'E 
19 V Maďarsko (HU_E), Hortobágy 12 47°34'N 21°10'E 
20 Rumunsko (RO_T), Transylvánie, Lake Sic  10 46°57'N 23°54'E 
21 Rumunsko (RO_D), delta Dunaje 10 45°10'N 29°38'E 
22 V Bulharsko (BGE), Durankulak 26  43°42'N 28°31'E 
23 Z Bulharsko (BG _W), Dragoman  4 42°55'N 22°55'E 
24 Litva (LT), Vent ÷s Ragas 10 55°21'N 21°13'E 
25 Finsko (FL), Turku, Rauvola 32 60°40'N 22°30'E 
26 Rusko (RU), Petergoff, St. Peterburg  9 59°90°N 29°85°E  
27 Turecko (TK_M) Mogan Gölü  32 39°46'N 32°48'E 
28 Turecko (TK_S) Sultansazliği  6 38°20'N 35°15'E 
29 Turecko (TK_B) Balıkdami  4 39°12'N 31°39'E 
30 Kypr (CY), Polis  12 35°02'N 32°25'E 
31 Izrael (ILE), Eilat, Kenneret 12 29°33'N 34°56'E  
32 Jordánsko (JO), Azraq 40 31°49'N 36°48'E 
33 Ázerbajdžán (AZ) 3 39°21'N 49°11'E 
34 Saudská Arábie (SA), Rijád 2 24°38'N 46°43'E 
35 Kuvajt (KU) 1 29°22'N 47°41'E 

36 
Kazachstán (KZB, KZS, KZA) Balchaš + Sorbulak & 
Alaköl 4 

45°12'N 73°59'E 
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Tab. 2: Sekvence primerů čerpané z originálních publikací. 
 

Primer Sekvence 5´- 3´ Studie Studovaný druh 
Barevné 
značení 

Aar4 
GTT TGT GCA TCA ATT 
AGT CAT G Hansson et al. 2000a  A. arundinaceus FAM 

 
GAT GAC TAA GGT  GGC 
CTC TGG TGT G    

Aar5 
GAC CTC TGT ATG TGC 
GTG Hansson et al. 2000a  A. arundinaceus VIC 

 
TCT GAG TGG ACTCAG 
GAG T    

Aar8 
TAG TGA TGC CCT GCT 
AGG TA Hansson et al. 2000a  A. arundinaceus NED 

 
AAG TGC TCC TTA ATA 
TTT GGC A    

Ase34  
GTT ATT TCT TTT GGC 
CCT CAG C 

Richardson et al. 
2000 A. sechellensis PET 

 
GGA GAC ACC ACA CCA 
ATG C    

Ase58 
ATT CCA GGG ATT GGG 
CAG 

Richardson et al. 
2000 A. sechellensis FAM 

 
CTC AA GCG AAA TTG 
AGC AGT    

Fhu2 
GTG TTC TTA AAA CAT 
GCC TGG AGG Primmer, et al. 1996 Ficedula hypoleuca NED 

 
GCA CAG GTA AAT TGC 
TGG GCC    

Hru5 
TCA ACA AGT GTC ATT 
AGG TTC Hansson et al. 2000a  A. arundinaceus FAM 

 
AAC TTA GAT AAG GAA 
GGT ATA T    

Pca3 
GCT GTT TGT GAG CCG 
GGG Dawson et al. 2000 Parus caeruleus VIC 

 
TGT TAC AAC CAA AGC 
GGT CAT  TTG    

Pdoµ1 
TCT GG CTG TTG CTA 
TCA GAAGGA 

Neumann & Wetton 
1996 Passer domesticus NED 

 
GCA CGG CTG TC TTT 
CAA CAA ACT    

Pocc2 
AAC CAC ACT GAG TAA 
GCT GCT G Bensch et al. 1997 

Phylloscopus 
occipitalis PET 

Ppi2 
CAC AGA CCA TTC GAA 
GCA GA Hansson et al. 2000a  A. arundinaceus VIC 
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Tab. 3: PCR amplifikace a multiplexy. V prvních třech sloupcích jsou údaje uvedené pro 
multiplexy, pro primery Aar5 a Ppi2 jen podmínky PCR amplifikace. Pdoµ1 má stejné 
podmínky přípravy jako multiplex Aar8+Pocc2, ale přidává se jen jeden primer 0,5 µl 
a tím se mění poměr vody na 4,8 µl. 
 

Ase58+Fhu2+Pca3 Aar4+Ase34 Aar8+Pocc2 Aar5, Ppi2 

Mix 10µl Mix 10µl Mix 10µl Mix 10µl 

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 P4P 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 H2O 4,05 H2O 4,3 H2O 5,55-4,8 

DNA 1   Pdoµ1 0,5/4,8   

H2O 2,8       

 
Tab. 4: Skupiny pro výpočet analýzy molekulární variance (AMOVA) v programu 
Arlequin. První skupina zohledňuje rozdělení na dva poddruhy (1 - scirpaceus, 2 - 
fuscus). Druhá skupina reprezentuje rozdělení populací táhnoucí odlišnými směry (1 - 
jihozápadně, 2 - jihovýchodně).  
 

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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