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Abstrakt 

Vnitrodruhový hnízdní parazitismus (CBP) je jednou z mála alternativních 

reprodukčních strategií využívaných samicemi. Je častý u ptáků, u nichž způsob 

reprodukce (oviparie) umožňuje relativně snadné umístění vlastních vajec do cizího 

hnízda. Zvláště rozšířen je u druhů s prekociálními mláďaty, jako jsou např. vrubozobí. 

Modelovým organismem pro studium CBP pomocí molekulárních metod byl v této 

studii polák velký (Aythya ferina). Jedná se o vůbec první údaje o výskytu parasitismu u 

nekoloniálně a nedutinově hnízdícího druhu kachny, založeném na detekci parasitických 

vajec pomocí molekulárních markerů. Pro určení míry parasitace a příbuznosti samic 

v populaci byl optimalizován set 17 mikrosatelitových markerů (z toho 10 markerů 

nově vytvořených pro daný druh). Bylo zjištěno, že CBP je u tohoto druhu překvapivě 

častým jevem, parasitická vejce (39 % z celkového počtu 252 vajec) byla zjištěna v  89 

% hnízd. Přestože samice přednostně hnízdí poblíž svých příbuzných, parazitické 

samice parazitují stejnou měrou samice hnízdící v blízkosti i ve větší vzdálenosti od 

vlastního hnízda. Zároveň nebyl pozorován žádný vliv příbuzenského výběru při volbě 

hostitele parazitem. Cena parazitace se zdá být u tohoto druhu poměrně nízká nejen pro 

parazita, ale i pro hostitele. Toto zjištění podporuje již dříve doloženou skutečnost, že 

samice poláka velkého nemají příliš vyvinuté antiparazitační strategie a nedokáží tedy 

své hnízdo účinně hájit před parazity. 

 

Klí čová slova: polák velký, příbuzenský výběr, mikrosatelity, vnitrodruhový hnízdní 

parazitismus 
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Abstract 

Conspecific brood parasitism (CBP) is one of few alternative reproductive strategies 

exmployed by females. CBP is common in birds because of their mode of reproduction 

(ovipary), which allows relatively simple dumping own eggs to foreign nest. This 

strategy is especially common in birds with precocial young, such as waterfowl. In this 

study, common pochard (Aythya ferina) was the model organism for study of CBP via 

molecular methods. It is the very first evidence of this kind of parasitism in non-colonial 

and non-cavity nesting duck species, based on detection of parasitic eggs via 

microsatellites markers. A set of 17 microsatellites markers (10 of these were newly 

found and specific for our species) was optimised for detection of rate of parasitism and 

relatedness between females in whole population. It was found that CBP is surprisingly 

high in our species, the parasitic eggs (39 % of 252 eggs) were found in 89% of nests. 

Despite the fact that females preferentially nest near relatives individuals, parasitic 

females parasitize equally nests nearby and nests in longer distance. However, no 

preferential parasitism of related individuals was found. Cost of parasitism seems 

relatively low for both, host and parasite, in our species. This is in accordance with 

previous finding that common pochard's females don't use any antiparasitic strategies 

and thus cannot effectively defend their nest against parasitation. 

 

Key worlds: common pochard, kin selection, microsatellites, conspecific brood 

parasitism  
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1. Úvod 

Přírodní výběr vede u všech organismů k vývoji strategií, které umožňují maximalizovat 

reprodukční příspěvek jedinců do následujících generací (Darwin 1859). Avšak 

vyprodukovat gamety často samo o sobě nestačí k tomu, aby se jedinec stal úspěšným 

rodičem. Je nutné do potomstva investovat určitou energii v podobě rodičovské péče. 

Ptáci snášejí vejce, a to je činí mimo jiné relativně náchylné k hnízdnímu parazitismu. 

Rodičovská péče je totiž nákladná (Clutton - Brock 1991) a vyhnout se jí znamená 

výraznou úsporu energie. U více než 95 % ptačích druhů se předpokládá, že samice 

zastávají plnou nebo částečnou péči o mláďata (Lack 1968). Naopak u některých druhů 

se vyskytují různé alternativní reprodukční strategie, jejichž studium stojí v centru 

pozornosti behaviorální a evoluční ekologie. Alternativní reprodukční strategie obecně 

umožňují rodičům vyhnout se rodičovské péči, což může zvýšit jejich reprodukční 

úspěch, často na úkor jiných jedinců v populaci. 

Hnízdní parazitismus (brood parasitism, BP), čili situace, kdy samice (parazit) klade svá 

vejce do cizího hnízda, aby tak přenechala péči o vlastní potomstvo na jiných jedincích 

(hostitel), je jednou z mála alternativních reprodukčních strategií využívaných samicemi 

pro zvýšení své zdatnosti (fitness; Lyon & Eadie 2008). 

 

1.1 Vnitrodruhový hnízdní parazitismus  

Hnízdní parazitismus může být dělen do několika kategorií. První typ rozdělení uvažuje 

vztah hostitele a parazita. Pokud jsou oba, host i parazit, stejného druhu, je tento typ 

hnízdního parazitismu nazýván vnitrodruhový hnízdní parazitismus (CBP, conspecific 

brood parasitism; alternativní názvy: intraspecific brood parasitism, conspecific nest 

parasitism). Jestliže parazitická samice klade svá vejce do hnízda jiného druhu, jde o 

mezidruhový hnízdní parazitismus (IBP, interspecific brood parasitism). Stejně tak 

může být hnízdní parazitismus kategorizován podle toho, zda se u daného druhu jedná o 

jedinou možnou hnízdní strategií. V případě, že parazitická samice kombinuje 

parazitismus s hnízděním ve vlastním hnízdě, nazýváme tento typ fakultativním 

hnízdním parazitismem. Pokud samice vždy bez výjimky parazituje jiné jedince a sama 

se o své potomstvo vůbec nestará, jde o hnízdní parazitismus obligátní (Sayler 1992). 

Tato práce je zaměřena převážně na studium CBP. 

CBP je široce rozšířenou alternativní reprodukční strategií dokumentovanou u nejméně 
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236 ptačích druhů (Yom-Tov, 2001). Kromě ptáků byl CBP zaznamenán i u příslušníků 

dalších taxonů (Brockman 1993, Harris et al. 1995, Tallamy 2005, Wisenden 1999). U 

ptáků je nejběžnější mezi prekociálními druhy, kde jsou náklady spojené s odchovem 

několika cizích mláďat nižší než u druhů altriciálních (Eadie et al 1998).  

 

1.2 Evoluce vnitrodruhového hnízdního parazitismu 

Na evoluci vnitrodruhového hnízdního parazitismu lze pohlížet z několika úhlů 

(Andersson & Waldeck, 2007). První, neadaptivní pohled vysvětluje parazitismus pouze 

jako reprodukční chybu, kdy samice kladou svá vejce do cizích hnízd omylem (Erskine 

1990, Semel & Sherman 2001). Situace, kdy několik samic současně klade vejce do 

jednoho hnízda, může být způsobena i kompeticí o místo k hnízdění. V takovém případě 

lze očekávat, že se parazitická samice pokusí převzít hostitelovo hnízdo poté, co do něj 

naklade svá vejce. Výsledky dosavadních pozorování tomu však neodpovídají (Semel & 

Sherman 2001). Rovněž bylo pozorováno, že hostitelská samice mnohdy nikterak 

nebrání další samici klást vejce do svého hnízda (Ahlund 2005, ale viz Erskine 1990). 

Hnízdní parazitismus byl navíc pozorován u mnoha nepříbuzných druhů (Yom-Tov 

2001), takže se zdá nepravděpodobné, že by neadaptivní hypotézy mohly sloužit k 

vysvětlení CBP u tolika různých druhů současně (Lyon & Eadie 2008). Níže proberu 

některé hypotézy vysvětlující parazitické chování samic jako adaptivní reprodukční 

strategii. Dle současného pohledu se jedná o adaptivní reprodukční strategii s 

pozitivním vlivem na fitness parazita, a v některých případech i hostitele (Andersson 

1984,  Eadie et al. 1988, Sorenson 1991).  

Model vytvořený Sorensonem (1991) předpokládá, že každá samice může zvolit jednu 

ze čtyř možných strategií: (i) vůbec nezahnízdit, (ii) klást vejce paraziticky, (iii) pouze 

hnízdit nebo (iv) kombinovat hnízdění s kladením parazitických vajec (Obr. 1). Z tohoto 

pohledu může být na CBP pohlíženo jako na alternativní reprodukční strategii, jejíž 

využívání se může u jednotlivých samic měnit během celého života v závislosti na 

mnoha faktorech. Samice se mohou rozhodovat na základě vnějších ekologických 

faktorů (např. dostupnost míst k hnízdění) a faktorů vnitřních (např. fyzická kondice 

samice). 

Současné hypotézy o vzniku hnízdního parazitism, které mohou vést k adaptivnímu 

zisku z CBP pro parazita, jsou většinou zahrnovány do několika skupin (Lyon & Eadie 

2008). 
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„Best-of-a bad-job“ (BOBJ):  Tato strategie může být využita, pokud existují nějaká 

fenotypová nebo enviromentální omezení, plynoucí například z nedostatku hnízdních 

prostor. V případě, kdy samice není schopna najít optimální hnízdní lokalitu, raději zvolí 

hnízdní parazitismus, než aby ztratila celou hnízdní sezonu. Tato strategie se 

předpokládá zejména u druhů hnízdících dutinově, které jsou limitovány vhodnými 

hnízdními prostory, dutinami (Andersson & Eriksson 1982, Semel & Sherman 2001). 

Roli mohou hrát též vnitřní limity samice - není-li například v optimální kondici a 

nemá-li dostatek energie na budování vlastního hnízda, jeho obranu či inkubaci vajec, 

může klást menší počet vajec paraziticky do cizích hnízd (Sorenson 1991, Sayler 1992). 

Ztráta hnízda: Parazitická samice zpočátku zahnízdit normálně a parazitem se stane 

teprve ve chvíli, kdy o hnízdo přijde důsledku predace (Feare 1991, Jackson 1993) či 

přírodní destrukce (McRae 1997) a již nemá čas nebo energii na druhé zahnízdění v téže 

sezóně. Nakladení dalších vajec do hnízd jiných samic se v tuto chvíli jeví jako 

maximálně výhodné. Pokud byla příčinou ztráty hnízda predace, nazývá se tento typ 

parazitismu postpredačním parazitismem (Haramis et al. 1983, McRae 1997). Tato 

strategie bývá někdy zahrnována mezi BOBJ. 

Celoživotně specializovaný parazit: Samice se může stát celoživotně specializovaným 

hnízdním parazitem a klást všechna svá vejce paraziticky, čímž eliminuje náklady na 

budování hnízda a investice do rodičovské péče. Tato strategie ale podléhá balancující 

selekci udržující rovnováhu mezi frekvencí parazitujících a hnízdících samic. Je-li tato 

strategie v populaci vzácná, umožňuje parazitické samici dosáhnout větší celoživotní 

fitness v porovnání s hnízdícími samicemi. Využívání této strategie však nebylo dosud 

potvrzeno u žádného z ptačích druhů (Lyon & Eadie 2008). 

Hypotéza rozložení rizika: Parazitická samice kladením vajec do více než jednoho 

hnízda zvyšuje pravděpodobnost, že alespoň někteří její potomci přežijí (Petrie & 

Moller 1991). Základem této hypotézy je předpoklad náhodné predace hnízd a 

náhodného výběru hostitelských hnízd parazitem. Bylo však již prokázáno, že parazité 

si přednostně vybírají hnízda s nižším predačním rizikem (Poysa & Pesonen 2007). 

Hypotéza dobré tělesné kondice: Samice, které jsou ve vynikající kondici, mohou 

kladení části vajec do cizích hnízd využívat ke zvýšení své fitness (Sorenson 1991).  

V tomto případě lze za hlavní důvod parazitismu považovat limity v rodičovské péči, 

neboť samice je schopná sama inkubovat pouze omezeně velkou snůšku. Nastíněná 

hypotéza předpokládá zvýšení celkového reprodukčního úspěchu pomocí CBP, neboť 

samice díky parazitickým vejcím získává větší fitness, než kdyby je kladla pouze do 
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svého hnízda (Andersson & Ahlund 2000, Lyon 1998, Reichart et al. 2010).  

 

Obr. 1:  Schéma současných hypotéz o vzniku CBP (upraveno dle Sorenson 1991) 

 

1.3 Výhody a cena parazitace 

Pro správný odhad vývoje hnízdního parazitismu je třeba porozumět rovnováze mezi 

výhodami a cenou za parazitismus. CBP může mít významný vliv na fitness jak 

hostitele, tak parazita. Zatímco parazit svým chováním spíše získává, hostitel bývá 

ovlivněn převážně negativně. Hnízdní parazitismus může snižovat hostitelovu fitness 

hned několika způsoby. Velikost hostitelovy snůšky může být snížena kvůli nechtěnému 

poškození nebo cílenému odstranění vajec parazitem během parazitace (Lombardo et al. 

1989). Rozšíření snůšky o parazitická vejce může vést ke snížení úspěšnosti při líhnutí 

(Eadie 1989, Semel & Sherman 2001, Weigmann & Lamprecht 1991) nebo prodloužení 

celkové doby inkubace (Gibbons 1986, Nielsen et al. 2006). Výsledkem je pak snížení 

počtu vlastních mláďat hostitele (Lyon et al. 2002). Parazitace hnízda může způsobit 

rovněž zhoršení fyzické kondice hostitele (Brown & Brown 1991), neboť větší snůška 

vyžaduje více energetických investic (Kilpi & Lindstrom 1997, Hanssen et al. 2003). 

Náročnější péče o větší počet mláďat v jedné sezóně může u kachen snižovat jejich 
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reprodukční úspěch v roce následujícím (Milonoff et al. 2004, Hanssen et al. 2005). 

Přes všechna výše uvedená negativa se zdá, že CBP může být za určitých podmínek pro 

hostitele z části výhodný, zejména jsou-li náklady na výchovu mláďat relativně malé, 

jako je tomu u prekociálních druhů. Zvětšování snůšky může totiž vést ke „zředění“ 

rizika predace vlastních vajec či mláďat (Eadie et al. 1988), nebo k sociální dominanci 

větší rodinky (Loonen et al. 1999, Kalmbach 2006). Existuje však ještě jiný důvod, proč 

je CBP tak častý převážně u druhů s prekociálními mláďaty. Je jím snadná dostupnost 

hnízd těchto ptáků ještě před začátkem inkubace a fakt, že přidaná vejce s vysokou 

pravděpodobností nezpůsobí neúspěšné vylíhnutí celé snůšky (Sorenson 1992).  

 

1.3.1  Výhody CBP z pohledu hostitele 

Za určitých podmínek může být vnitrodruhový parazitismus výhodný nejen pro 

parazita, ale do jisté míry i pro hostitele. Jelikož u CBP jsou parazit a hostitel příslušníci 

stejného druhu, existuje určitá pravděpodobnost, že si mohou být vzájemně příbuzní. 

Pokud se hostitel stará o vejce od blízce příbuzného parazita, může si tím zároveň 

zvyšovat vlastní inklusivní fitness (Andersson 1984). V mnoha studiích byla prokázána 

příbuznost mezi blízce hnízdícími samicemi (Andersson & Waldeck 2007, Fowler et al. 

2004, McKinnon et al. 2006, Sonsthagen et al. 2010). Hnízdí-li poblíž příbuzní jedinci, 

plynou z toho totiž zřejmé výhody. Může jimi být například zvýšení 

konkurenceschopnosti rodin na dané lokalitě (Anderson et al 1992), nebo snížení 

kompetice a agrese mezi příbuznými jedinci (Brown & Brown 1993, ale viz Mitteldorf 

& Wilson 2000, West et al. 2002), či prospěch z kolektivní obrany hnízd (Noel et al. 

2005). Dá se předpokládat, že příbuzenské vztahy mezi jedinci v dané populaci mohou 

také ovlivňovat CBP. V případě, kdy je volba hostitele při CBP spíše cílená než 

náhodná, mají parazitující jedinci možnost, alespoň teoreticky, vybrat si mezi parazitací 

příbuzného nebo nepříbuzného jedince v závislosti na tom, jak moc parazitismus 

hostitele poškozuje (Jaatinen et al. 2009). Samice by totiž měly parazitovat příbuzné 

jedině v případě, že je cena za parazitaci nízká a naopak úspěch parazita je u příbuzného 

hostitele vyšší (Lopez-Sepulcre & Kokko, 2002). 
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1.4 Role p říbuzenského výb ěru v CBP 

Ke strukturovanému výskytu příbuzných jedinců v populaci mohou vést dva hlavní 

faktory (Andersson & Waldeck 2007) - příbuzenský výběr a filopatrie (věrnost místu 

narození), tedy situace, kdy mají dospělí jedinci tendenci hnízdit v blízkosti rodného 

hnízda. Na rozdíl od většiny jiných skupin ptáků jsou u vrubozobých (Anseriformes) 

filopatrickým pohlavím samice a samci je v období hnízdění následují na jejich rodiště 

(Anderson et al. 1992, Dickinson 2007). Pokud u jedinců převládá samotná filopatrie, 

nemusíme nutně pozorovat nějakou genetickou příbuznost mezi blízce hnízdícími 

jedinci (Sonsthagen et al. 2010), avšak tendence hnízdit na vlastním rodišti může vést 

ke kumulaci příbuzných na daném místě i bez nutnosti vzájemného rozpoznávání 

příbuzných. Naproti tomu v případě příbuzenského výběru jde o aktivní preferenci 

hnízdních míst obklopených jedinci příbuznými s danou samicí (Sonsthagen et al. 

2010).  

Andersson (1984) si jako první uvědomil možnost, že u druhů s filopatrickými 

samicemi, jako jsou právě vrubozobí, může příbuzenský výběr hrát významnou roli 

v evoluci CBP. Pokud totiž příbuzenský výběr podporuje přijmutí parazitických vajec 

od příbuzné samice a odstranění vajec od samice nepříbuzné, bude parazit 

upřednostňovat při parazitaci příbuzné samice. Obecně lze tedy říci, že šíření genů 

prostřednictvím příbuzných (Hamilton 1964) mohlo usnadnit vývoj CBP a redukovat 

intenzitu antiparazitačních strategií u vrubozobých, což bylo již u některých druhů 

skutečně prokázáno (Andersson 1984, 2001, Andersson & Ahlund 2000, Nielsen et al. 

2006, Waldeck & Andersson 2006).  

Příbuzenský výběr může u vrubozobých ovlivnit volbu hostitele parazitem také kvůli 

synchronizaci hnízdění hostitele a parazita. Vrubozobí totiž kladou poměrně velké 

snůšky, do kterých přidávají jednotlivá vejce po relativně dlouhou dobu. Průměrná 

velikost snůšky je u kachen 6-12 vajec, přičemž je každý den přidáváno jedno vejce a 

teprve s nakladením posledního vejce začíná samice všechna vejce zahřívat (inkubovat). 

Vejce jsou pak inkubována přibližně 3-4 týdny. Celá snůška se líhne naráz (Andersson 

1984) a po vylíhnutí mláďat samice opouští hnízdo během několika dnů (Davies & 

Cooke 1983). Existují mezidruhové rozdíly v době, po kterou zůstávají samice na 

hnízdě po vylíhnutí snůšky, typicky se ale jedná pouze o 2 až 4 dny (Anderholm et al. 

2009, Davies & Cooke 1983). Šance na úspěšné vylíhnutí parazitických vajec se tudíž 

prudce snižují až k nule, pokud jsou přidána až poté, co již hostitel začal s inkubací. U 
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kachen bylo skutečně prokázáno, že synchronizace kladení vajec mezi hostitelem a 

parazitem zvyšuje úspěch parazitických vajec (Nielsen et al. 2006, Sorenson 1993). Byl 

vysloven názor, že genetické vlivy na načasování hnízdění mohou vést k lepší 

synchronizaci příbuzných oproti nepříbuzným jedincům (Blondel et al. 1990, Sheldon 

et al. 2003). Z tohoto úhlu pohledu by se málo synchronizovaná vejce od nepříbuzného 

parazita mohla stále ještě vyvíjet v době, kdy by zbytek snůšky (hostitelská vejce) byl 

již vylíhnutý a opustil hnízdo (Nielsen et al. 2006). Pokud se však vlastní snůška 

hostitelské samice z nějakého důvodu nevylíhne, zůstane samice na snůšce déle a 

umožní tak vylíhnutí i nesprávně synchronizovaným parazitickým vejcím (Anderholm 

et al. 2009). Přednostní parazitace příbuzných může být tedy z pohledu lepší 

synchronizace s hostitelem výhodou, nikoliv však nezbytnou podmínkou. 

Pokud se v dané populaci vyskytuje taková příbuzenská struktura, že příbuznější samice 

hnízdí poblíž sebe, může vzniknout příbuzenský vztah mezi parazitem a hostitelem i 

jinak než cíleným výběrem příbuzných hostitelů. Může totiž jít o čistě náhodný jev daný 

prostorovým rozmístěním samic. Parazitické samice si mohou vybrat za hostitele 

samice hnízdící v blízkém okolí (Andersson & Ahlund 2000, Nielsen et al. 2006). 

Příbuzenský vztah parazita a hostitele pozorovaný v mnoha studiích tak může být pouze 

důsledkem hnízdění příbuzných jedinců ve vzájemné blízkosti, a ne vědomého 

rozhodnutí parazitické samice zvolit si ze hostitele příbuznou samici (Andersson & 

Ahlund 2000, Nielsen et al. 2006). V případě, že si však samice hnízdící ve vzájemné 

blízkosti nejsou příbuznější než ostatní samice v populaci, je příbuzenský vztah parazita 

a hostitele patrně důsledkem schopnosti rozpoznávat příbuzné jedince a upřednostňovat 

je jako hostitele při parazitaci.  Jako příklad lze uvést studii na kajce mořské (Somateria 

mollissima), kde bylo pozorováno, že hostitel a parazit jsou si příbuznější než pár 

náhodně vybraných samic v téže populaci (Andersson & Waldeck, 2007).   

Rozřešením otázky, jak je to s rolí příbuzenského výběru v CBP u námi studovaného 

druhu poláka velkého (Aythya ferina), se zabývá první část mé diplomové práce. 

 

1.5 Metody detekce CBP  

Při odhadech míry CBP u vrubozobých byla parazitace zjišťována na základě přidání 

více jak jednoho vejce do hnízda za den, nebo na odlišnostech v morfologii vajec (Lank 

et al. 1989, Robertson et al. 1992, Poysa et al. 2001), či variabilitě v jejich zbarvení 

(Jackson 1992, Lyon 1993). Tyto metody však nemohou věrohodně určit skutečnou 
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míru CBP v populaci a mohou ji podceňovat (Adahl et al. 2004, Gronstol et al. 2006). 

To lze dokumentovat například faktem, že první souhrnný článek zabývající se CBP 

(Yom-Tov 1980) hovořil pouze o 53 ptačích druzích. S nástupem molekulárních 

genetických technik doplněných o detailnější terénní studie byl CBP dokumentován u 

více než 200 druhů (Yom-Tov 2001). Navíc každodenní pozorování, které není 

doplněné o nějakou další pomocnou metodu, dokonce může vést ke špatnému odhadu 

míry CBP (Anderholm et al. 2009). Jako příklad lze uvést, že samotné pozorování 

chování ve studii Semela & Shermana (2001) vedlo k názoru, že u kachničky karolínské 

(Aix sponsa) se parazité vyhýbají při parazitaci svým příbuzným. Avšak analýza 

mikrosatelitů v těch samých vzorků došla k opačnému závěru (Nielsen et al. 2006). 

Z tohoto příkladu lze usuzovat, jak snadno může parazitické chování unikat naší 

pozornosti, pokud se spoléháme pouze na pozorovací studie. 

Z molekulárních metod jsou pro detekci hnízdního parazitismu využívány zejména 

proteinový fingerprinting a analýza mikrosatelitů. Proteinový fingerprinting, který je 

vhodný zejména pro odebírání vzorků (bílku) z vajec ve velmi časné fázi inkubace, je 

metodou, která nevede ke snížení schopnosti vajec se vylíhnout (Andersson & Ahlund 

2000, Waldeck et al. 2004). Navíc umožňuje získat velké množství vzorků, neboť jsou 

tyto vzorky odebírány ještě před tím, než stačí dojít ke ztrátám například vlivem predace 

(Anderholm et al. 2009). Přes tyto výhody má ale tato metoda také určitá omezení. Tato 

metoda neumožňuje odebrat vzorky přímo od hostitelské samice a pouze se 

předpokládá, že vejce, kterých je ve hnízdě většina, náleží hostitelské samici 

(Anderholm et al. 2009, Andersson & Ahlund, 2000, Andersson & Waldeck, 2007).  

Oproti tomu analýza mikrosatelitů je vhodná nejen pro odhad CBP, ale i pro určování 

mimopárových paternit. Analýza mikrosatelitů má oproti proteinovému fingerprintingu 

výhodu, že pracuje s genetickými informacemi, které mají jasnou kodominantní 

dědivost, což umožňuje přesnější odhad koeficientu příbuznosti. Nicméně tato technika, 

na rozdíl od proteinového fingerprintingu, může být použita pouze pro vzorky z již 

inkubovaných vajec.  

  

1.6 Testované otázky 

Hnízdní parazitismus byl doposud převážně studován s použitím molekulárních 

markerů u koloniálně hnízdících druhů, jako jsou kajka mořská (Sommateria 

mollissima) či berneška bělolící (Branta leukopsis), a u druhů hnízdících v dutinách, 
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jako jsou kachnička karolínská (Aix sponsa) a hohol severní (Bucephala clangula) 

(Anderholm et al. 2009, Andersson & Ahlund 2000, Jaatinen et al. 2009, Nielsen et al. 

2006, Waldeck & Andersson, 2006). Menší pozornost však byla věnována druhům 

hnízdícím v menší hustotě (semikoloniální), které zároveň nejsou, na rozdíl od dutinově 

hnízdících druhů, limitovány dostupností vhodných míst k hnízdění (terestrické). 

Dobrým příkladem takového druhu je polák velký (Aythya ferina), u kterého byly již 

dříve pozorovány oba typy hnízdního parazitismu - jak CBP, tak IBP (Sayler 1992). 

Polák velký je navíc modelovým druhem pro studium parazitismu, především IBP 

(Amat 1985). Překvapivě málo dat však existuje o výskytu CBP u tohoto druhu a ještě 

méně jich bylo získáno za využití moderních molekulárních metod pro detekci CBP. 

Tato studie je tedy jednou z prvních prací, které řeší otázky spojené s CBP u kachen 

pomocí molekulárních metod, konkrétně analýzy mikrosatelitů.  

Cílem této diplomové práce bylo: 

• nalézt nové molekulární „markery“ pro mikrosatelito vou analýzu umožňující 

přesné určení míry CBP a rovněž odhad příbuzenského vztahu mezi parazitem a 

hostitelem u poláka velkého.  

• použít tyto nové „markery“ ke stanovení míry výskytu CBP v populaci poláka 

velkého a ke srovnání úspěšnosti líhnutí parazitických a hostitelských vajec. 

• testovat roli příbuzenského výběru v CBP u poláka velkého. Stejně jako u jiných 

druhů vrubozobých i u poláka velkého existuje několik možných scénářů CBP.   

o Parazitické samice si mohou hostitelské samice buďto vybírat náhodně, nebo 

upřednostňovat určitou skupinu, například příbuzné či nepříbuzné samice. Otázkou 

tedy bylo, zda se vyskytuje příbuzenský vztah mezi parazitem a hostitelem u 

poláka velkého. 

o  Pokud hnízdí příbuzné samice blízko u sebe a parazitické samice si zároveň 

přednostně vybírají k parazitaci hnízda ve svém okolí, může příbuzenský vztah mezi 

parazitem a hostitelem vzniknout náhodou, bez cíleného vyhledávání příbuzných 

pro parazitaci. Pokud tomu tak není (samice hnízdící poblíž sebe si nejsou 

příbuznější než ostatní v populaci a/nebo parazitická samice parazitují jak hnízda ve 

svém okolí tak i ta vzdálenější) a přesto pozorujeme příbuzenský vztah mezi 

parazitem a hostitele, je velmi pravděpodobné, že parazitující samice dokážou 

příbuzné aktivně rozpoznat a pro parazitaci si je cíleně voli. V této práci jsem se 

snažil zodpovědět otázku, který z těchto modelů platí pro poláka velkého - zda jde o 

náhodný či cílený výběr hostitele parazitem. 
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• otestovat vliv parazitismu na líhnivost vajec a velikost hostitelské snůšky  

• otestovat vliv parazitace na přežívání parazitických a hostitelských vajec   

• otestovat vliv synchronizace hnízdění na míru CBP. 
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2. Metody 

2.1 Studovaná lokalita  

Terénní práce byly prováděny v letech 2007 a 2008 v průběhu celé hnízdní sezóny 

poláka velkého, tedy od konce dubna do poloviny července. Sběr vzorků probíhal na 

rybnících v okolí obce Dívčice (49° 06'N, 14° 18'E) v jižních Čechách (Obr. 2). 

Studovaná oblast zahrnovala v roce 2007 rybníky Březovec, Blatec a Černá, v 

následujícím roce byla ještě rozšířena o rybníky Přední Záblatský, Zbudov a 

Zbudováček. Vzorky z hnízd určené pro testování CBP byly sbírány pouze v roce 2008. 

Hnízda obou druhů se nacházela převážně na celkem 14 umělých ostrůvcích (rozloha od 

100 do 3000 m2), byla však nalezena i hnízda umístěna v příbřežní vegetaci okolo 

rybníků, kterou tvořil především rákos obecný (Phragmites communis). Na rybnících 

Blatec a Černá se hnízda poláka obecného nacházela mezi koloniemi současně 

hnízdícího racka chechtavého (Larus ridibundus).  
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Obr. 2: Obec Dívčice, nacházející se v jižních Čechách a přilehlé rybníky 

s vyznačenými hnízdy poláka nalezenými v roce 2008 (zdroj dat: 

www.geoportal.cenia.cz) 

 

2.2 Sledování hnízd  

Hnízda byla hledána procházením ostrůvků a/nebo plavbou okolo vegetace na 

gumovém člunu v průběhu celé hnízdní sezóny. Ostrůvky byly systematicky 
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prohledávány v průměru jednou za 7-10 dní. V případě nalezení nového hnízda byla 

zaznamenána jeho pozice pomocí GPS Garmin 60C s přesností na 3 metry. Ve 

dvoumetrové vzdálenosti od každého nalezeného hnízda byla na přilehlou vegataci 

umístěna značka, aby bylo hnízdo příště snadněji dohledatelné. Všechna vejce nalezená 

v hnízdě byla očíslována (lihový fix na skořápku) a byla zaznamenána jejich délka a 

šířka. Tento postup umožňoval určit, která vejce byla ztracena nebo naopak přidána do 

snůšky ve dnech následujících po kontrole. Stádium inkubace jednotlivých vajec bylo 

odhadnuto pomocí candleru (Weller 1956). 

Každé hnízdo bylo až do vylíhnutí mláďat v průměru jednou do týdne navštíveno a 

zkontrolováno. Během každé návštěvy byl zaznamenán stav hnízda a bylo rozlišováno 

mezi úspěšným hnízdem (vylíhlá, částečně vylíhlá či líhnoucí se vejce), aktivním 

hnízdem (indikace, že samice stále sedí na vejcích či je ještě snáší) a neúspěšným či 

neaktivním hnízdem (predované – mrtvá samice či zničená vejce; nebo opuštěné – 

snůška chladná a mokrá). Rovněž byly zapisovány veškeré změny ve velikosti snůšky, 

jako snížení její velikosti vlivem predace či vyhozením vejce z hnízda, nebo naopak 

zvýšení po přidání dalších vajec (nalezených v hnízdě nebo jeho okolí).  

 

2.2.1 Sběr vzork ů z nalezených hnízd   

Z každého hnízda byly sbírány vzorky peří, které si samice záměrně vytrhává na 

počátku inkubace a následně je používá k přikrývání vajec (Kreisinger & Albrecht 

2008). Obrysové peří bylo sbíráno v množství 10 až 20 kusů na hnízdo. Pokud bylo při 

první návštěvě hnízda nalezeno příliš málo peří v hnízdním materiálu, bylo další peří 

sbíráno i  během následujících návštěv hnízda, nebo bylo částečně nahrazeno sběrem 

prachového peří samice. Sebrané peří bylo umístěno do označených obálek a následně 

použito na izolaci DNA (viz níže). 

Vejce z opuštěných hnízd byla umístěna do papírové krabice, označena stejně jako 

hnízdo, ze kterého pocházela, a odvezena do terénní stanice v Dívčicích. Zde byl 

prozkoumán obsah vejce. Pokud vejce obsahovalo žloutek se zárodečným diskem, 

prokrvenou tkáň nebo mrtvé embryo, byly z něj odebrány vzorky zmíněných struktur a 

umístěny do mikrozkumavek s 1 ml 96% ethanolu (objemový poměr vzorek:ethanol byl 

1:10) a uchovány v mrazícím boxu při -20°C. 

U případě úspěšně vylíhlých hnízd byl prozkoumán hnízdní materiál a pečlivě 

prohledáno okolí hnízda za účelem nalezení co největšího počtu membrán z vnějších 
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skořápek obsahujících prokrvený chorionalantois. Bylo nezbytné sesbírat tyto 

membrány do jednoho týdne od vylíhnutí, neboť delší prodleva vedla k snížení kvality 

DNA izolované ze vzorků (osobní zkušenost). Sesbírané membrány byly usušeny na 

vzduchu za pokojové teploty. Každý kousek membrány pak byl uchován v samostatné 

obálce s číslem vejce (pokud se jej z úlomků skořápek podařilo zjistit) a popisem 

hnízda, ze kterého dané vejce pocházelo, aby se zabránilo kontaminacím mezi 

jednotlivými membránami. 

V předchozích letech (2004-2006) byly na Dívčicku rovněž sebrány vzorky krve samic 

poláka velkého. Tyto vzorky byly uchovány v mikrozkumavkách s 1 ml ethanolu 

v mrazícím boxu při -20°C a použity v této práci pro první testy potencionálních 

vhodných primerů a rovněž pro tvorbu genomové knihovny.  

 

2.2.2 Izolace DNA ze sebraných vzork ů 

DNA byla ze vzorků extrahována pomocí DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Ve 

všech případech (izolace z krve, jiných tkání, peří a membrán) byly použity protokoly 

doporučené výrobcem. 

DNA od hnízdících samic byla extrahována z 4-6 per sebraných v hnízdě. Pro izolaci 

DNA byla použita 5-7 mm dlouhá část brku obsahující jak spodní pupek (umbiculus 

inferior), tak horní pupek (umbiculus superior). V případě, že hnízdní materiál 

obsahoval pouze prachové peří, DNA byla extrahována z 10-15 per. Pro extrakci DNA 

z membrán byl použit 3-4 mm2 velký kousek membrány obsahující prokrvený 

chorionalantois. Izolace DNA ze vzorků nevylíhlých mláďat nebo embryonálních tkání 

byla provedena z asi 1 g tkáně. V konečné fázi izolace byla extrahovaná DNA eluována 

pomocí 50 µl (pro vzorky z peří) nebo 120 µl (pro vzorky krve a tkání) AE pufru. 

Následně byla na spektrofotometeru NanoDrop 1000 měřena kvantita (ng/µl) a kvalita 

(OD260/OD230, OD280/OD260) izolované DNA. Koncentrace DNA ve všech vzorcích byla 

posléze standardizována na hodnotu od 10 do 20 ng/µl pomocí přidaného AE pufru. 

Izolovaná DNA byla uchovávána v lednici při 4°C pro rychlé zpracování během 

několika týdnů či měsíců, pro delší skladování byly umístěna v mrazícím boxu do -

20°C.  
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2.3 Mikrosatelity  

2.3.1 Testování mikrosatelit ů na poláku velkém 

Pro analýzu byl testován panel 47 primerů uvedených v Dodatku 1. 32 primerů bylo 

původně použito v předchozí studii na kachně divoké (Anas plathyrhynchos, viz 

Kreisinger et al. v tisku). Zbylých 15 primerů bylo dohledáno v publikacích a 

databázích. Tento panel primerů byl málo polymorfní a zároveň měly primery nízkou 

hodnotu pro určení prvního rodiče. Bylo rozhodnuto najít nové primery specifické pro 

poláka velkého za pomoci nově vytvořené genomové knihovny. Genomová knihovna 

byla připravena ve spolupráci s Dagmar Čížkovou z ÚBO AV ČR v Brně a Martinou 

Vyskočilovou z Oddělení botaniky a zoologie PřF MU. K zvýšení pravděpodobnosti 

získání sekvence primerů specifických pro oblasti mikrosatelitů byly pomocí 

oligonukleotidových sond vyhledávány pouze úseky obsahující dva typy repeticí, 

konkrétně (ATCT)x a (TG)x. Podrobný postup je popsán v přiloženém manuskriptu 

v Dodatku 3. 

Pro 17 vybraných mikrosatelitových lokusů byly optimalizovány podmínky PCR 

s využitím 3 setů primerů (10 získaných z genomové knihovny a 7 z mezidruhových 

testů, Tab. 1). Genetický polymorfismus vybraných lokusů byl testován na vzorcích z 37 

jedinců poláka velkého z hnízdní lokality Dívčice. Pro všechny lokusy byly 

nasyntetizovány fluorescenčně značené forward primery uvedené v Tab. 1. Pro reakční 

směs byl použit Qiagen multiplex kit (Qiagen). PCR směs se skládala z 3µl DNA, 4µl 

PCR master mix a 1µl primer mixu uvedených v Tab. 1. PCR reakce sestávala z 15 min 

denaturace při 95°C následované 35 cykly skládajícími se z (i) denaturace při  94°C po 

dobu 30 s (ii) nasednutí při  57°C pro set 1, 2 a 55°C pro set 3 po dobu 90 s (iii) 

prodlužování při 72°C po dobu 60 s, a ukončena byla prodlužovací fází při 60°C po 

dobu 30 min. 

Směs pro fragmentační analýzu se skládala z 0,25 µl velikostního standardu LIZ 500 

(Applied Biosystems) a 1 µl PCR produktu doplněného do 10 µl formamidem. Tato 

směs byla denaturována při teplotě 95°C po dobu 5 min. Fragmenty byly odečteny 

pomocí sekvenátoru ABI Prism 3100 Avant Gentic Analyzer (Applied Biosystems) v 

sekvenační laboratoři PřF UK. 
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Tab. 1: Charakteristika 17 nových mikrosatelitových lokusů otestovaných na vzorcích 37 jedincích poláka velkého 

Lokus Velikost (bp) A Ho He F(Null) Multiplex Fluorescenční 
barvivo 

Koncentrace 
primer ů 

AF01 156-190 16 0,784 0,880 0,0513 1 Ned 0,040 

AF07 103-105 2 0,243 0,257 0,0199 2 Pet 0,050 

AF08 195-315 17 0,622 0,916 0,1843 2 6Fam 0,040 

AF12 192-208 6 0,757 0,753 0,0000 2 Ned 0,020 

AF14   97-105 4 0,486 0,510 0,0060 2 6Fam 0,040 

AF17 137-150 6 0,486 0,435 0,0000 2 Ned 0,030 

AF18 173-179 4 0,459 0,518 0,0281 1 Pet 0,040 

AF19 247-267 6 0,838 0,712 0,0000 1 Ned 0,030 

AF22 192-208 5 0,459 0,713 0,2125 1 6Fam 0,035 

AF23 147-151 2 0,054 0,053 0,0000 1 6Fam 0,030 

Smo04 157-193 3 0,054 0,054 0,0000 3 Vic 0,040 

Smo11 148-153 3 0,622 0,538 0,0000 3 6Fam 0,040 

CMaat28 204-231 10 0,946 0,863 0,0000 3 6Fam 0,060 

Caud013   83-103 7 0,486 0,573 0,0842 3 Vic 0,050 

Apl36 127-199 3 0,351 0,302 0,0000 3 Ned 0,040 

Apl12 124-132 5 0,649 0,705 0,0394 3 Pet 0,060 

Aph13 177-186 4 0,486 0,632 0,1373 3 Pet 0,045 

A - počet alel, Ho - pozorovaná heterozygotnost, He - očekávaná heterozygotnost, F(Null) - frekvence nulových alel, Koncentrace primerů - 
molární koncentrace jednotlivých primerů (µmol/µl) v 1 µl směsi.
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2.3.2 Analýza testovaných mikrosatelit ů 

Výstupy z fragmentační analýzy byly dále analyzovány pomocí programu GeneMarker 

v. 1.70 (www.softgenetic.com), který umožnil odečíst délku (v bp) jednotlivých alel po 

přihlédnutí k případnému výskytu artefaktů in vitro amplifikace (stutter bands, +A 

alely).  

V programu Cervus 3.0 (Kalinowski et al. 2007) byla pro testovaných 37 jedinců určena 

očekávaná a pozorovaná heterozygotnost, frekvence nulových alel (alely, u kterých 

nejsme schopni detekovat produkty např. kvůli mutaci v místě nasednutí primeru), 

pravděpodobnost chybného vyloučení potencionálního rodiče, pokud platí nulová 

hypotéza, že daný jedinec je rodičem daného mláděte na základě testovaného setu 

lokusů (non-exclusion probabilities) a frekvence nulových alel pro jednotlivé lokusy. 

Pomocí programu GENEPOP v. 3.4 (Raymond & Rousset 1995) byla testována vazebná 

nerovnováha mezi jednotlivými lokusy. Z důvodu vícenásobného porovnávání mezi 

testovanými lokusy byla pro výpočet pravděpodobnosti chyby prvního druhu (zamítnutí 

nulové hypotézy přestože je správná) použita Bonferroniho korekce. 

V dalších analýzách bylo k testovaným vzorkům od poláka velkého (Aythya ferina, 37) 

přidáno i 42 vzorků od poláka chocholačky (Aythya fuligula), neboť u tohoto druhu byl 

pozorován vedle CBP i IBP (Batt et al. 1992) a pro naší studii bylo důležité otestovat, 

zda jsme schopni pomocí námi testovaného setu alel vzájemně odlišit oba druhy. 

Hodnota Fst (Weir & Cockerham 1984) mezi druhy polák velký a polák chocholačka 

byla určena opět za použití programu GENEPOP v. 3.4. Pro stanovení schopnosti našich 

„markerů“ odlišit jedince poláka velkého, respektive poláka chocholačky, od 

případného hybrida vzniklého zkřížením těchto dvou druhů, byla použita simulace 

provedená za použití programu Hybridlab v. 1.0 (Nielsen et al. 2006). Nejprve byly 

vybrány genotypy poláka velkého a poláka chocholačky z analyzovaných jedinců, u 

nichž hodnota q (určuje pravděpodobnost, s jakou je daný jedinec přiřazen k některé ze 

sledovaných skupin) byla hodnota vyšší nebo rovna 0,90 podle programu Structure v. 

2.3 (Hubisz et al. 2009). Z multilokusových analýz program Hybridlab v. 1.0 u 

jednotlivých lokusů stanovil frekvenci alel pro populaci jak poláka velkého, tak i poláka 

chocholačky. Pomocí téhož programu byly následně nasimulovány oba rodičovské 

genotypy (poláka velkého a poláka chocholačky) a genotypy hybridní. Od každého 

druhu a každé hybridní třídy (F1, F2, a zpětná křížení) bylo vytvořeno 100 genotypů. 

Simulované genotypy byly s použitím K = 2 (kde K je počet samostatných genetických 
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skupin, optimální hodnota K byla určen podle metody Evano et al. 2005) („admixture“ 

model) zpětně testovány v programu Structure v. 2.3 pro určení efektivity odlišení 

hybridů. Počet opakování MCMC byl 100 000 kroků po 500 000 krocích burn-in 

periodě. 

 

2.4 Vnitrodruhový hnízdní parazitismus 

Pro analýzu vnitrodruhového hnízdního parazitismu byly použity vzorky z 252 mláďat 

(z celkového množství 281 analyzovaných vzorků), které splňovaly kritérium (q ≥ 0,9).  

Zbylých 29 bylo vyřazeno po analýze v programu Structure v. 2.3, jako mezidruhoví 

paraziti (IBP) či jako potencionální hybridi. Jako hraniční kriterium pro určení 

vnitrodruhového hnízdního parazitismu byla zvolena situace, kdy se analyzované mládě 

lišilo od samice alespoň ve dvou analyzovaných lokusech, z nichž minimálně pro jeden 

z nich byli oba jedinci identifikováni jako heterozygoti (Kreisinger et al. v tisku). 

Všechna mláďata byla analyzována v programu Cervus 3.0 pro přiřazení jednotlivých 

mláďat k jejich pravděpodobným matkám. Do analýzy byly použity vzorky z 39 samic 

z roku 2008 a 19 samic z roku 2007. Samice z roku 2007 byly do analýzy zařazeny, 

jelikož se nám pravděpodobně nepodařilo v jedné hnízdní sezóně (2008) podchytit 

všechny hnízdící samice (nenalezeno hnízdo, samice kladla v daném roce pouze 

paraziticky atd.) na dané lokalitě. Zařazení vzorků samic z roku 2007 pomohlo zvětšit 

počet samic, ke kterým byla přiřazována mláďata ze sezóny 2008, neboť díky jevu 

samičí fidelity (návrat na hnízdiště z předchozí sezóny) bylo velmi pravděpodobné, že 

se na dané lokalitě vyskytovaly tytéž samice v obou hnízdních sezónách. Následně byla 

provedena simulace parametrů pro odhad LOD a delta (parametry pro určení 

nejpravděpodobnějšího rodiče) za použití těchto parametrů: 100 000 potomků, 100 

kandidátních matek, podíl matek, od kterých nebyly získány vzorky, 50%. Podíl chybně 

určených lokusů byl stanoven na 3% a podíl celkově určených („genotypovaných“) 

lokusů na 95%. Minimální počet lokusů potřebných k jednoznačnému přiřazení matky 

byl určen na 7. Na základě této simulace byly stanoveny konfidenční intervaly - striktní 

na 95%, volné na 80%. Následně byl pomocí programu Cervus 3.0 určen 

nejpravděpodobnější rodič pro jednotlivá mláďata. 
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2.4.1 Příbuzenský výb ěr 

Pro testování, zda v námi sledované populaci existuje nějaká prostorová struktura (např. 

hnízdění příbuzných jedinců ve vzájemné blízkosti), jsme použili permutační test. 

Analýza byla provedena zvlášť pro roky 2007 a 2008. Nejprve byly stanoveny 

příbuzenské koeficienty mezi všemi testovanými samicemi navzájem v programu 

KinGroup (Konovalov et al. 2004, vzorec podle Queller & Goodnight 1989). Současně 

byla pomocí GPS souřadnic určena vzájemná vzdálenost mezi všemi sledovanými 

hnízdy. V permutačním testu byly náhodně 10 000x promíchány příbuzenské 

koeficienty a údaje o vzdálenostech mezi hnízdy a na základě této simulace byly 

stanoveny konfidenční intervaly (cI) pro odhad směrnice vztahu mezi příbuzností a 

vzdáleností hnízdění. Ty byly porovnávány se skutečnou hodnotou směrnice lineární 

regrese z našich dat. 

Dále bylo testováno, zda parazit upřednostňuje při parazitaci příbuzného hostitele nebo 

ne. Analýza byla provedena pro dvojice hostitel - parazit, u kterých byla úspěšně 

identifikována parazitická samice (celkem 42 dvojic). Z analýzy byly vyřazeny 4 

dvojice, u kterých byla identifikována opakovaná parazitická událost. Celkem se tedy 

pracovalo s 38 unikátními dvojicemi hostitel – parazit. Pomocí permutačního testu byla 

provedena simulace, kdy byly náhodně 10 000x promíchány příbuzenské koeficienty 

všech možných dvojic hostitel-parazit, a na základě porovnání této simulace se 

skutečnými hodnotami byly stanoveny cI mezi vzdálenostmi hostitele a parazita. 

Poslední testovanou hodnotou byla vzdálenost mezi hnízdem hostitele a vlastním 

hnízdem parazita (parazitické samice, u kterých nebylo nalezeno vlastní hnízdo, byly z 

analýzy vyřazeny). Analýza byla stejně jako v předchozím případě provedena pro 

dvojice hostitel parazit, u kterých byla úspěšně identifikována parazitická matka 

(celkem 30 dvojic). Pomocí permutačního testu byla opět provedena simulace, kdy byly 

náhodně 10 000x promíchány vzdálenosti mezi všemi možnými dvojicemi hostitel-

parazit, a na základě porovnání této simulace se skutečnými hodnotami byly stanoveny 

cI pro příbuzenský vztah mezi hostitelem a parazitem. 

 

2.4.2 Analýza dat 

Získaná data byla analyzována pomocí statistického programu R v. 2.11.1 (R 

Development Core Team 2010). 
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Data v souborech nebyla vzájemně nezávislá, a proto byla většina údajů o úspěšnosti 

líhnutí vajec vyhodnocena pomocí zobecněného lineárního modelu se smíšenými efekty 

(Generalized linear mixed effect models - GLMMs), který předpokládá binomické 

rozdělení chyb a používá logit link funkci. Do mixovaných modelů (analýza dat s více 

proměnnými ovlivňujícími testovanou hypotézu) byl pro kontrolu vlivu pseudoreplikací 

proměnných vložen náhodný efekt, kterým byla identita hnízda. Pro označení 

úspěšnosti líhnutí daného vejce byla použita binární proměnná (0, 1, tj. neúspěšné 

vs.úspěšné lihnuti). Dále byla použita mnohonásobná regrese pro analýzu velikosti 

snůšky. Dalším testem byl GLM (zobecněný lineární model), který byl využit na 

analýzu vlivu synchronnosti hnízdění (IS) a načasování hnízdění na pravděpodobnost 

výskytu parazitismu. Synchronnost hnízdění byla určena z počtu samic současně 

hnízdících v jedné sezóně na dané lokalitě. Základním předpokladem byla velikost 

snůšky 10 vajec, z čehož vyplývala 10 denní doba kladení (Afton & Paulus 1992). Pro 

každou samici ze známého dne počátku inkubace zpětně určeno těchto 10 dní kladení na 

základě předpokladu, že samice zasedne až po nakladení posledního vejce (Afton & 

Paulus 1992). Indexem synchronnosti pro každou samici pak byl označen poměr 

současně kladoucích samic ku celkovému počtu sledovaných samic. Načasování bylo 

určeno jako začátek inkubace a bylo dopočteno až zpětně podle stádia inkubace 

nalezených vajec určených pomocí candleru (Weller 1956). Začátek inkubace daného 

hnízda byl označen jako pořadí daného dne v roce (1. leden ~ den 1). 

Z původního plného modelu byly postupně odstraněny veličiny, které signifikantně 

nepřispívaly k vysvětlení variability, pomocí zpětného (backward) odstranění 

proměnných. Míra signifikance interakce mezi úspěšností líhnutí a ostatními 

proměnnými byla testována pomocí maximum likelyhood ratio testu. Konečný tzv. 

minimální adekvátní model (MAM) zahrnoval pouze proměnné, jejichž odstranění by 

výrazně ovlivnilo vysvětlovací schopnost modelu (pro statistickou významnost α < 

0,05) (Crawley 2002). Odhady parametrů v tabulkách byly uvedeny až po statistické 

kontrole na všechny ostatní proměnné v MAM. 
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3. Výsledky 

3.1 Mikrosatelity 

Pomocí nově vytvořené genetické knihovny (2.3.1) bylo získáno 10 párů primerů 

specifických pro poláka velkého (viz Tab. 1), které byly spolu se 7 páry 

primerů získaných ze studií na jiných druzích použity na mikrosatelitovou analýzu 

našich vzorků.  

Pro námi vybraný panel 17 mikrosatelitů, byly stanoveny He, Ho (očekávaná a 

pozorovaná heterozygotnost) pro jednotlivé lokusy. U lokusů AF08, AF22, Aph13 a 

Caud013 jsme detekovali signifikantní odchylku od Hardy - Weinbergovy rovnováhy, 

(viz Tab. 1). Mezi lokusy AF08 a Apl12 byla stanovena signifikantní vazebná 

nerovnováha (p < 0,0001), z čehož vyplývá, že jejich dědičnost není nezávislá a 

předávají se tak do dalších generací společně. Pravděpodobnost, že budou dva jedinci v 

populaci sdílet identický genotyp, byla stanovena pomocí panelu 17 mikrosatelitů na PI 

= 6,26 x 10-13. Dále byla u našich lokusů vypočtena pravděpodobnost chybného 

vyloučení prvního potenciálního rodiče (non-exclusion probability of first parent = 

0,0051) a pro druhého rodiče (non-exclusion probability of second parent < 0,0001) a 

byly by tedy dostačující pro studium CBP. 

Hodnota FST byla stanovena pomocí programu GENEPOP v. 3.4 na hodnotu 0,314. 

Můžeme tedy říci, že populace poláka velkého a poláka chocholačky jsou dostatečně 

oddělené a lze je pomocí námi zvolených testovaných lokusů odlišit. Pomocí 

používaných lokusů bylo také možno v námi simulované populaci rozpoznat 100% 

rodičovské genotypy pro qi > 0,80. Stejně tak byli v naší simulaci všichni simulovaní F1 

a F2 jedinci správně určeni jako hybridi. Při použití stejného kritéria (qi > 0,80) i pro 

zpětná křížení (Bx), byla pravděpodobnost falešného zařazení hybridů k rodičovskému 

genotypu 28 %. Po zpřísnění kritéria na qi > 0,90 se pravděpodobnost falešného 

zařazení snížila na 5 %. 90% cI intervaly byly stanoveny v rozmezí 0,18 a 0,82 pro 

pravděpodobnost přiřazení jedince k některé ze sledovaných skupin. Na základě 

výsledků ze simulované analýzy byla tedy zvolena hranice pro přiřazení jedince 

k jednomu z obou druhů qi > 0,90. Pro tuto hranici bylo identifikováno celkem 8 vajec 

jako IBP. Dalších 21 vajec jsme pomocí programu Structure v. 2.3  identifikovali jako 

potenciální hybridní jedince. Zbytek vajec (252) patřil poláku velkému. 
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Obr. 3: A) Graf Bayesovské analýzy v programu Structure v. 2.3 pro simulaci rodičovských 

genotypů, F1, F2 a zpětných křížení (Bx). Program byl nastaven na K = 2. Každý jedinec je 

reprezentován vertikálním sloupcem a barevně označen dle příslušnosti k náležité skupině 

(červené – polák velký, A. ferina, zelená – polák chocholačka, A. fuligula). Genotypy byly 

simulovány v programu HybridLab v. 1.0 (Nielsen et al. 2006). 

B) Graf Bayesovské analýzy znázorňující analyzované vzorky. 

 

3.2 Vnitrodruhový hnízdní parazitismus 

Celkem bylo v hnízdech poláka velkého nalezeno 391 vajec, z nichž 366 bylo 

identifikováno jako náležící poláku velkému či poláku chocholačce. Materiál na izolaci 

DNA byl získán celkem z 281 vajec, zbylá vejce byla buď neoplozená, zpredovaná, 

zkažená či nebyly dohledat blány a nebylo z nich tedy možné izolovat DNA. Ze všech 

vzorků použitých na izolaci byla úspěšně získána DNA. 

Pomocí námi zvoleného kritéria bylo identifikováno celkem 39 % (98 z 252) 

parazitických vajec (CBP). Celkem bylo v naší populaci parazitováno 89 % (25 z 28) 

hnízd, která byla analyzována pomocí mikrosatelitů. 

Z analýzy v programu Cervus 3.0 byly identifikovány potencionální samice-matky pro 

42 parazitických vajec pro volné kriterium (80% konfidenční intervaly), z toho v 27 

případech šlo o vejce nakladená různými samicemi. Pro striktní kriterium (95% 

konfidenční intervaly) byly identifikovavány potencionální samice-matky pro 11 

parazitických vajec, z toho v 9 případech šlo o unikátní samice. Další analýzy proběhly 

pouze s údaji získanými pomocí volného kriteria. 74 % (20 z 27) parazitujících samic 

vedle parazitace inkubovalo i vlastní snůšku.  
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3.2.1 Příbuzenský výb ěr 

Pomocí permutačního testu bylo nejprve testováno, zda příbuzní jedinci hnízdí poblíž 

sebe. Konfidenční intervaly pro směrnici regresní přímky byly stanoveny mezi -2,393 x 

10-5 a 2,490 x 10-5. Pro náš set 58 samic byla stanovena hodnota směrnice regresní 

přímky  -3,251 x 10-5. S rostoucí vzdáleností mezi jednotlivými hnízdy tedy klesá 

příbuznost příslušných hnízdících samic (viz Obr. 4 a 5). 

Dále bylo pomocí permutačního testu testováno, zda byl výběr hostitele nějakým 

způsobem ovlivněn vzdáleností hostitelského hnízda a vlastního hnízda parazita. 

Konfidenční intervaly pro směrnici regresní přímky znázorňující vztah mezi 

vzdálenostmi hostitele a parazita byly stanoveny mezi 8,5 a 2 149,2 m, tedy hodně široké, 

patrně vinou omezeného množství dat. Pro náš vybraný set 30 samic byla stanovena 

průměrná hodnota 875,9 m. Vzdálenost na prostorové škále námi studované lokality 

tedy neměla vliv na výběr hostitele (viz Obr. 6). 

Poslední otázkou řešenou pomocí permutačního testu byl příbuzenský vztah mezi 

hostitelem a parazitem. Konfidenční intervaly pro směrnici regresní přímky byly 

stanoveny mezi -0,3772 a 0,3829. Pro námi vybraný vzorek 38 dvojic hostitel - parazit, 

u kterých byla úspěšně identifikována parazitická samice, byla průměrná hodnota 0,043. 

Role příbuzenského výběru tedy také nehrála roli při výběru hostitele (viz Obr. 7). 
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Obr. 4: Vztah mezi vzdáleností mezi nalezenými hnízdy a příbuzností příslušných samic pro 

všechny možné dvojice v populaci poláka velkého pro roky 2007 a 2008. Na ose x je uvedena 

vzdálenost v m, na ose y příbuzenské koeficienty. Sklon regresní přímky je -3,251 x 10-5. 

 

Obr. 5: Stanovení konfidenčních intervalů (-2,393 x 10-5 a 2,490 x 10-5) z permutačního testu 

pro vzdáleností mezi nalezenými hnízdy a příbuzností příslušných samic. Na ose jsou 

znázorněny sklony regresních přímek, na ose y frekvence. Šipka znázorňuje hodnotu 

stanovenou pro naše data (-3,251 x 10-5, n = 58). 
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Obr. 6: Konfidenčními intervaly (8,5 a 2 149,2 m) pro vzdálenost mezi hostitelem a parazitem 

získané na základě permutačního testu. Na ose x je znázorněna vzdálenost v m, na ose y jsou 

četnosti jednotlivých hodnot. Šipka znázorňuje průměrnou vzdálenost mezi hostitelem a 

parazitem získanou z našich dat (433,9 m, n = 30). 

 

 

Obr. 7: Konfidenční intervaly (-0,3772 a 0,3829) pro koeficienty příbuznosti mezi parazitem a 

hostitelem, získané na zíkladě permutačního testu. Na ose x jsou uvedeny příbuzenské 

koeficienty, na ose y frekvence výskytu. Šipka znázorňuje hodnotu získanou z našich dat (0,043, 

n = 38). 
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3.2.2 Načasování hnízd ění 

Pomocí statistického testu GLM (binomické rozdělení chyb logit link funkce) jsme 

testovali, zda má synchronnost hnízdění (IS) a/nebo načasování (začátek inkubace) 

vliv na míru vnitrodruhového hnízdního parazitismu (viz kapitola 2.4.2). Dá se 

předpokládat, že čím více samic hnízdí během sezóny současně, tím je vyšší i počet 

potencionálních hostitelů, což může ovlivnit míru parazitismu. Stejně tak byla testována 

otázka, zda načasování začátku inkubace (časný nebo naopak pozdní) může ovlivnit 

výskyt parazitismu. Z našich dat nevyplývá, že by index synchronnosti  (sklon = 0,759 

± 1,292, ∆ Df = 1, χ2 = 0,348, p = 0,555), či načasování (sklon = -0,051 ± 0,032 ,∆ Df = 

1, χ2 = 2,683, p = 0,101) měly vliv na podíl parazitických vajec ve snůšce.  

 

3.2.3 Velikost sn ůšky 

Velikosti snůšky ze všech testovaných hnízd byly vyhodnoceny pomocí mnohonásobné 

linární regrese. Bylo testováno, který z parametrů nejlépe vysvětluje variabilitu ve 

velikosti snůšky. Jako vysvětlované proměnné byly použity - počet vlastních vajec, 

počet IBP (mezidruhový parazit) a CBP (vnitrodruhový parazit) vajec. Z našich 

výsledků vyplývá, že všechny proměnné vysvětlují signifikantní podíl populační 

variability ve velikosti snůšky  dobře (F1,24 = 10,078, p < 0,0001) a žádný z parametrů 

nelze z modelu vyloučit, aniž by se snížlia jeho prediktivní síla. Všechny tři parametry 

dohromady vysvětlily velkou část variability (r2 = 0,6451). Variabilita ve velikosti 

snůšky byla ze 44 % vysvětlena počtem IBP vajec, ze 42 % počtem CBP vajec a pouze 

ze 14 % počtem vlastních vajec hostitelské samice. Z toho vyplývá, že přítomnost 

parazitických vejec významně ovlivňuje celkovou velikost snůšky. 

Následně byla pomocí lineární regrese testována hypotéza, zda počet parazitických 

vajec ovlivňuje velikost vlastní snůšky hostitelské samice. Dle této hypotézy by hnízdo 

s více parazitickými vejci mělo obsahovat úměrně méně vlastních vajec hostitelské 

samice. Tato hypotéza byla testována na 28 analyzovaných hnízdech. Podle našich dat 

se zdá, že parazitismus počet vlastních vajec hostitelské samice neovlivňuje (F1,26 =  

0,4808, p = 0,4944, R2 = 0,018). Samice tedy neredukují cíleně počet vlastních vajec ve 

snůšce v závislosti na míře parazitace (viz Obr. 8).  
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Obr. 8: Znázornění počtu parazitických vajec v hnízdě v závislosti na počtu vlastních vajec u 

poláka velkého (R2 = 0,0183 n = 28). Osa X znázorňuje počet vlastních vajec samice, osa y 

počet vajec parazitických, body představují jednotlivá hnízda. 

 

3.2.4 Líhnivost vajec 

Líhnivost vajec byla vyhodnocena redukcí plného GLMM modelu. Vysvětlovanou 

proměnnou byl rozdíl mezi líhnivostí vlastních a parazitických vajec. Plný model 

obsahoval vysvětlující proměnné parazitace, IS (index synchronosti - kolik samic v 

naší populaci kladlo vejce současně), načasování hnízdění (den, kdy samice začala 

pravděpodobně inkubovat), velikost snůšky a podíl parazitických vajec v daném 

hnízdě. Celkový model prokázal signifikantní vliv parazitace a IS (viz Tab. 2 a Obr. 9 ). 

Oproti tomu vliv velikosti snůšky, podílu parazitických vajec a zbylých interakcí mezi 

zjišťovanými parametry nebyl průkazný. 
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Tab. 2: GLMMs pro líhnutí mláďat 

 Estimate SE Chi D.f. p 

Intercept 

Parazit 

IS 

Nacasovani 

Velikost 

Podíl 

-8,172 

-2,358 

5,154 

-0,009 

-0,053 

-0,409 

13,996 

0,481 

2,090 

0,078 

0,125 

3,009 

0,379 

29,276 

5,786 

0,012 

0,180 

0,019 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

0,5382 

< 0.0001 

0,0161 

0,9120 

0,6710 

0,8903 

Znázornění vztahu (Estimates) mezi pravděpodobností líhnutí a proměnnými parazit v hnízdě, 

IS (index synchronnosti), velikost snůšky a  načasování (zde stanovené jako začátek 

inkubace). Intercept – průsečík osy y, estimate – sklon regrese, SE – standardní chyba, Chi – chí 

kvadrát, D.f. – stupně volnosti, p – pravděpodobnost chyby prvního druhu. Signifikantní 

výsledky jsou zvýrazněny tučně. Odhady jednotlivých efektů jsou kontrolovány na všechny 

proměnné zahrnuté do minimálního adekvátního modelu. Výsledky byly zaokrouhleny. 

 

Pravděpodobnost líhnutí vajec

0,964

0,721

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

vlastní parazitické

  

Obr. 9 : Znázornění pravděpodobnosti líhnutí vlastních vajec v porovnání s parazitickými vejci. 

Zahrnuta byla pouze vejce, která byla úspěšně přiřazena k poláku velkému. Osa y ukazuje 

pravděpodobnost líhnutí vajec, přesné hodnoty jsou zobrazeny uvnitř sloupců. U vlastních vajec 

byla líhnivost průkazně vyšší (nvlastní = 154, nparazitické = 98). 
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4. Diskuze 

Cílem této práce bylo prozkoumat míru výskytu a charakteristiky vnitrodruhového 

hnízdního parazitismu u poláka velkého (Aythya ferina) pomocí moderních 

molekulárních metod. Za tímto účelem bylo nalezeno 10 nových polymorfních 

mikrosatelitových lokusů, které, spolu se 7 již dříve popsanými lokusy, byly vhodné jak 

pro vnitrodruhové rozlišení jedinců, tak pro odlišení poláka velkého od blízce 

příbuzného druhu poláka chocholačky.  

Analýza mikrosatelitů je metoda vhodná pro studium reprodukčních strategií, u kterého 

je potřeba rozpoznat jednotlivé jedince i během několika následujících hnízdních sezón 

(stanovení hnízdní fidelity) či v rámci jedné hnízdní sezóny při opětovném hnízdění 

(Kreisinger et al. v tisku). Náš set nových mikrosatelitových lokusů byl navíc vhodný i 

pro analýzu alternativních reprodukčních strategií jako jsou mimopárové paternity a 

vnitrodruhový hnízdní parazitismus. U některých lokusů však byla pozorována 

signifikantní odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnováhy a je tedy pravděpodobné, že 

tyto lokusy obsahují nulové alely. Tyto odchylky mohly být způsobeny i pouhým 

malým počtem analyzovaných vzorků. Při analýze identifikace potencionálních samic-

matek byl vzorek rozšířen o další samice, odchylky od H-W rovnováhy byly však stále 

přítomné. V naší studii bylo pozorováno několik jedinců, u kterých nelze vyloučit 

hybridní původ (kříženců poláka velkého a poláka chocholačky, Aythya fuligila) 

Existence takovýchto mezidruhových kříženců ve volné přírodě byla již dříve z 

pozorována a popsána, ale pouze na základě fenotypových znaků (Randler 2008). Zdá 

se tedy, že námi testovaný panel mikrosatelitů je vhodný pro odlišení kříženců druhů 

poláka velkého a chocholačky (viz Obr. 3). Přesto se tyto výsledky musí brát s jistou 

rezervou, neboť pro analýzu frekvencí byl použit pouze malý vzorek jedinců a je 

možné, že nemusely být zaznamenány všechny alely vyskytující se v populaci. 

Pomocí nových mikrosatelitových lokusů jsme určili míru výskytu CBP u poláka 

velkého. Mezi testovanými vzorky jsme identifikovali 39% vajec (98 z 252 

analyzovaných vajec) jako parazitických (CBP), což je největší množství parazitických 

vajec zjištěných pomocí mikrosatelitů, jaké bylo dosud publikováno. Jiné studie uvádějí 

podstatně nižší míry CBP – 9% u bernešky bělolící (Branta leucopsis, Anderholm et al. 

2009), 10% u kachny divoké (Anas plathyrhynchos, Kreisinger et al. v tisku), 27 % u 

kachničky karolínské (Aix sponsa, Nielsen et al. 2006), 29 % u hohola severního 
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(Bucephala clangula, Reichart et al. 2010), či 29 % u kachnice kaštanová (Oxyura 

jamaicensis, Jaatinen et al. 2009). Parazitováno bylo celkem 89 % všech analyzovaných 

hnízd (25 z 28). Pozorování tak vysoké míry parazitismu by mohlo být potenciálně 

způsobeno špatným odečtením alel a tím pádem i nesprávným označením některých 

vajec za parazitické. Námi zvolená měřítka pro odlišení parazitických vajec byla však 

nastavena tak, aby naopak vedla spíše k falešnému vyloučení parazitických vajec, než 

k nesprávnému označení hostitelských vajec za parazitická. Špatné odečtení alel by tedy 

v našem případě mělo pozorovanou míru CBP spíše snižovat, než zvyšovat. U 

podezřelých vzorků byla přesto izolace DNA a následná kontrolní fragmentační analýza 

provedena opakovaně, avšak vždy s minimálním efektem na získaný výsledek. Lze tedy 

vyloučit možnost, že by vysoká míra parazitce zjištěná v naší populaci byla důsledkem 

chybného zpracování vzorků nebo nesprávného odečtení alel. 

Hnízdní parazitismus může mít přitom negativní dopad na fitness hostitele. Přidání 

parazitických vajec například zvětšuje celkovou velikost snůšky hostitelské samice, jak 

bylo pozorováno i v námi sledované populaci (viz kapitola 3.4.3). Zvětšená velikost 

snůšky může mít negativní dopad na líhnutí vajec (Eadie 1989). Je-li snůška větší, může 

to vést k prodloužení celkové doby inkubace vajec či přímo snížit pravděpodobnost 

vylíhnutí jednotlivých vajec (Gibbons 1986, Nielsen et al. 2006). Z našich dat však 

vyplynulo, že líhnivost vlastních vajec hostitele nebyla parazitací prakticky vůbec 

ovlivněna (viz Tab. 2), což je ve shodě s dřívější prací provedenou pomocí 

manipulativního experimentu (Dugger & Blums 2001). Oproti tomu parazitická vejce 

měla líhnivost podstatně nižší v porovnání s vejci hostitelskými (viz Obr. 9). To by 

například mohlo být způsobeno například pozdním nakladením parazitických vajec, 

která se nestihla inkubovat před opuštěním hnízda hostitelskou samicí (Anderholm et al. 

2009, Andersson & Waldeck 2007). Jiným vysvětlením by mohlo být cílené 

přesunování parazitických vajec na okraj snůšky, kde jsou inkubační podmínky obecně 

horší. To by však vyžadovalo schopnost diskriminace mezi vlastními a parasitickými 

vejci založenou na rozpoznávání vajec. Tato schopnost je u druhů s CBP poměrně málo 

vyvinutá (Lyon & Eadie 2008) a nezdá se tedy, že by mohla hrát zásadní vliv. Větší 

snůšky se tedy na základě našich výsledků nelíhnou méně v důsledku své velikosti ale 

v důsledku většího podílu parasitických vajec. Hostitel může reakcí na parazitismus 

také zmenšovat velikost vlastní snůšky, ve snaze optimalizovat celkovou velikost 

snůšky na přijatelnou úroveň (Lyon 1998), V případě poláka velkého však byla velikost 

snůšky hostitele víceméně konstantní, nezávislá na míře hnízdního parazitismu. 
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Úspěšnost hostitelské samice tedy nebyla z tohoto pohledu parazitací nijak negativně 

ovlivněna. To potvrdil i výsledek další analýzy, v níž byla variabilita ve velikosti snůšky 

nejlépe vysvětlována počtem vlastních vajec, počtem vajec mezidruhového parazita a 

počtem vajec vnitrodruhového parazita. Nejmenší část této variability bylo možno 

vysvětlit právě počtem vlastních vajec ve snůšce.   

V námi sledované populaci bylo pozorováno, že 74 %  (20 z 27) parazitujících samic 

mělo vedle parazitace v dané hnízdní sezóně i vlastní hnízdo. Vzhledem k tomu, že je 

prakticky nemožné nalézt všechna hnízda v dané lokalitě a vůbec odhadnout velikost 

celé lokality, kde daná populace hnízdí, nelze vyloučit, že zbylých 8 parazitických 

samic rovněž vedle parazitace inkubovalo i vlastní snůšku. To, že převážná většina 

parazitických samic byla zároveň schopna odchovat svoji vlastní snůšku, podporuje 

hypotézu dobré tělesné kondice (Andersson & Ahlund 2000, Reichart et al. 2010), jako 

hlavní důvod pro výskyt CBP v námi studované populaci. Hypotéza dobré tělesné 

kondice totiž přepokládá, že pokud je samice ve výborné kondici a je schopna snést více 

vajec, než by zvládla později úspěšně inkubovat, je pro ni výhodnější tato vejce navíc 

snést do cizího hnízda. Rovněž připadá v úvahu hypotéza rozložení rizika predace, kdy 

samice rozmístěním svých vajec do více hnízd zvyšuje pravděpodobnost, že alespoň 

některá její vejce nebudou predovaná a úspěšně se vylíhnou. Vysoké procento 

parazitických samic, které zároveň inkubovaly vlastní snůšku, spolu s faktem, že 

celková míra CBP byla v naší populaci velmi vysoká, poukazují na patrně nízké náklady 

na parazitaci. Zdá se, že ani cena za parazitaci pro hostitele nebyla příliš vysoká neboť 

parazitismus neměl zjevný negativní vliv na líhnivost hostitelských vajec (viz Tab. 2). 

Nemá-li parazitismus výrazný vliv na hostitele, nemá hostitel potřebu vyvíjet 

specifickou obranu proti parazitovi (LyonEadie 2008). U poláka nebyla pozorována 

v manipulativním experimentu žádná obrana vlastního hnízda před potenciálními 

parazity (Honza el al. 2009), což podporuje závěry vyvozené z našich výsledků, tedy že 

parasitismus (CBP) není u poláka velkého pro hostitele výraznou zátěží. 

Nízká cena za parazitaci pro hostitele je jedním z  hlavních předpokladů pro existenci 

vlivu příbuzenského výběru na míru CBP (Andersson & Ahlund 2000, Lopez-Sepulcre 

& Kokko 2002). V posledních deseti letech bylo publikováno několik prací, které byly 

zaměřeny právě na studium role příbuzenského výběru ve vnitrodruhovém hnízdním 

parazitismu. Několik těchto studií prokázalo, že parazitičtí jedinci skutečně preferují při 

parazitaci příbuzné samice (Andersson & Ahlund 2000, Nielsen et al. 2006, Waldeck & 

Andersson 2006). Jiné tento vliv příbuzenského vliv neprokázali (Semel & Sherman 
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2001, Poysa 2004). Tyto studie však, na rozdíl od studií potvrzujících vliv 

příbuzenského výběru, byly provedeny bez využití molekulárních markerů pro 

zkoumání míry CBP. Zatím byla publikována pouze jediná studie provedená pomocí 

molekulárních markerů. Tato studie neprokázala přímý vliv příbuzenského výběru na 

volbu hostitele parazitem u CBP, avšak nevyloučila vliv příbuznosti na lepší 

synchronizaci hnízdění (Anderholm et al. 2009). Zdá se tedy, že existují minimálně 

určité mezidruhové rozdíly v tom, zda a do jaké míry se při CBP uplatňuje příbuzenský 

výběr. Příbuzenský vztah mezi parazitem a hostitelem však může být i pouhým 

důsledkem silné filopatrie, pokud parazitické samice přednostně parazitují samice 

hnízdící v blízkém okolí (Andersson & Waldeck 2007). Hnízdění poblíž příbuzných 

bylo prokázáno u několika populacích u kajky mořské (Andersson & Waldeck 2007, 

McKinnon et al. 2006, Sonsthagen et al. 2010, Waldeck et al. 2008) a bernešky bělolící 

(Anderholm et al. 2009). Naopak nebylo prokázáno u hohola severního (Jaatinen et al. 

2009), to však mohlo být způsobeno pouze malým vzorkem analyzovaných jedinců. 

U námi studované populace byl prokázán trend hnízdit poblíž příbuzných jedinců 

prokázán byl (Obr. 4 a 5). Tato struktura populace může vzniknout jednak vlivem 

přímého rozpoznávání příbuzných jedinců, nebo jako důsledek filopatrie. V naší studii 

bylo pozorováno, že parazitické samice parazitují stejnou měrou sousední samice (od 

zhruba 8,5 m) i samice hnízdící ve větší vzdálenosti (až do 2 149 m). Je tedy zřejmé, že 

případný příbuzenský vztah parazita a hostitele by nemohl být vysvětlován pouhým 

důsledkem přednostní parazitace příbuzných jedinců hnízdících v blízkosti. Z našich dat 

však vyplývá, že průměrná příbuznost mezi parazitem a hostitelem se neliší od hodnoty 

průměrného koeficientu příbuznosti v celé populaci, nedochází tedy k žádnému 

cílenému upřednostňování, nebo naopak vyhýbání se příbuznějším jedincům při 

parazitaci. Tento výsledek byl shodný, ať bylo počítáno se vzorky vyhovujícími 

volnějšímu (n = 38), nebo striktnímu kriteriu (n = 9, data neuvedena) pro přiřazení 

samic k jednotlivým vejcím. Dle našich výsledků se tedy zdá, že u poláka velkého 

pravděpodobně příbuzenský výběr nehraje přímou roli při výběru hostitele parazitem.  

Mezi faktory, které mají potenciál ovlivňovat míru CBP, patří načasování a 

synchronizace hnízdění (Waldeck & Andersson 2006). Dá se například předpokládat, že 

na začátku a na konci hnízdní sezóny hnízdí zároveň celkově nižší počet samic než 

v průběhu sezóny. Samice hnízdící na začátku hnízdní sezóny jsou vystaveny nižšímu 

riziku parazitace než samice hnízdící ke konci sezóny. Počet parazitických událostí by 

se tedy měl zvyšovat směrem ke konci hnízdní sezóny. Zároveň platí, že čím více samic 
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současně hnízdí (lepší synchronizace samic), tím více je potencionálních hostitelů pro 

parazity. Lepší synchronizace a načasování hnízdění ke konci hnízdní sezóny by měly 

pozitivně korelovat s mírou CBP. Z dat získaných z našich vzorků však nevyplývá 

žádný zřejmý vliv ani jedné z těchto sledovaných veličin na míru CBP. Vliv 

synchronizace hnízdění byl testován rovněž z pohledu úspěšnosti líhnutí vajec. V tomto 

případě byl pozorován pozitivní vliv synchronizace na líhnivost. Pravděpodobnost 

líhnutí naopak nebyla nijak ovlivněna načasováním hnízdění. 
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Závěr 

Cílem této práce bylo nalézt mikrosatelitové lokusy vhodné pro vnitrodruhové odlišení 

jedinců poláka velkého pro studium alternativních reprodukčních strategií u tohoto 

druhu, konkrétně pro studium vnitrodruhového hnízdního parazitismu (CBP). 

Tento set mikrosatelitů byl navíc vhodný i pro mezidruhové odlišení poláka velkého od 

poláka chocholačky a bylo jím možné rozpoznat i mezidruhové křížence obou těchto 

druhů. 

Bylo pozorováno, že hnízdící samice v naší studované populaci hnízdní přednostně 

poblíž příbuzných samic. Parazitické samice si vybíraly za hostitele stejnou měrou 

samice hnízdící v jejich blízkosti i samice hnízdící na vzdálenějších místech. Nicméně 

jakákoliv role příbuzenského výběru ve volbě hostitelské samice parazitem nebyla 

pozorována. 

Zdá se, že parazitické samice v námi studované populaci volily parazitismus nejspíše za 

účelem zvýšení své plodnosti, neboť většina z nich byla vedle parazitace schopna 

úspěšně inkubovat i vlastní snůšku. Cena za parazitaci je tedy zřejmě pro parazitující 

samici poměrně nízká, s čímž souhlasí i fakt, že byla pozorována dosud nejvyšší míra 

CBP zjištěná pomocí molekulárních markerů u vrubozobých. Současně bylo 

pozorováno, že hnízdní parazitismus výrazně neškodí ani hostiteli, neboť parazitace 

neměla vliv na velikost vlastní snůšky hostitele, ani na líhnivost hostitelských vajec. 

Pozorovaná data by se do budoucna dala podpořit analýzou vzorků z více sezón. To by 

navíc pomohlo k získání přesnější představy, o kolik je hnízdění kombinované s 

parazitismem výhodnější než hnízdění samotné, tedy jaké výhody to parazitovi přináší. 

Námi zvolený set mikrosatelitů by rovněž mohl být potencionálně vhodný i pro studium 

hybridizace mezi polákem velkým a polákem chocholačkou, například pro sledování 

přežívání hybridních jedinců v populaci v závislosti na pohlaví. Dále by bylo zajímavé 

tento set použit pro studium mimoparových paternit u poláka velkého, neboť co se týče 

této alternativní reprodukční strategie, existuje u vrubozobých zatím velmi málo dat. 
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Přílohy 

Dodatek 1: Přehled testovaných mikrosatelitových primerů na rodu Aythya, jejich přístupových čísel GenBank, jednotka opakování, druh, pro který 

byly původně navrženy a publikace, kde byly původně popsány. 

Lokus GenBank 
Accession no. 

Primer sequence (5'-3') Typ repetice Druh Literatura 

AALU 1 U63689 F: CATGCGTGTTTAAGGGGTAT 
R: TAAGACTTGCGTGAGGAATA 

(CA)15 Anser albifrons Fields & Scribner 1997 

APH01 AJ272577 F: TACCTTGCTCTTCACTTTCTTT 
R: GTATGACAGCAGACACGGTAA 

(CA)10 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2000 

APH02 AJ515883 F: CACACGCGCAGCAGAGGA 
R: GTCGTCAGCCAGGGGTTTGAG 

(CA)3TA(CA)7 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH04 AJ515884 F: CCTCGGTATTGTTTTCCAT 
R: GCTCTGAAGGGCAGTAGTTAG 

(CA)14 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH05 AJ515885 F: TATTTATTTTAGGCTCAAGCA 
R: ACAGGAGAAAACAGAGGTAA 

(CA)8 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH08 AJ515887 F: AAAGCCCTGTGAAGCGAGCTA 
R: TGTGTGTGCATCTGGGTGTGT 

(CA)12 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH10  AJ272581 F: ATTAGAGCAGGAGTTAGGAGAC 
R: GCAAGAAGTGGCTTTTTTC 

(CA)12 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2000 

APH11  AJ272582 F: GGACCTCAGGAAAATCAGTGTA 
R: GCAGGCAGAGCAGGAAATA 

(CA)9 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2000 

APH12  AJ515888 F: TTAGTAGCATGTCAGGTTTATT 
R: GCTTGTAGACTTCAGAGTTC 

(GAAA) 4A2(GAAA) 2 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH13  AJ515889 F: CAACGAGTGACAATGATAAAA 
R: CAATGATCTCACTCCCAATAG 

(GA)10 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 
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Locus GenBank 
Accession no. 

Primer sequence (5'-3') Typ repetice Druh Literatura 

APH16  AJ515891 F: CCTTCTGAACCTTCGTAG 
R: AAATATAGACTTTTGTCCTGAA 

(CA)7 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH17  AJ515892 F: GGACATTTTCAACCATAAACTC 
R: CATCCATGACAGACAGAAGA 

(CA)14 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH18  AJ515893 F: TTCTGGCCTGATAGGTATGAG 
R: GAATTGGGTGGTTCATACTGT 

(CA)8 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH20  AJ515895 F: ACCAGCCTAGCAAGCACTGT 
R: GAGGCTTTAGGAGAGATTGAAAAA 

(CA)9 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH21  AJ515896 F: CTTAAAGCAAAGCGCACGTC 
R: AGATGCCCAAAGTCTGTGCT 

(CA)8 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH22 AJ515897 F: GTTATCTCCCACTGCACACG 
R: CGACAGGAGCAAGCTGGAG 

(CA)8 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH23  AJ515898 F: TCCTCTGCTCTAGTTGTGATGG 
R: CCTCAGCAGTCTTCCTCAGTG 

(CA)4TA(CA)12 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH24  AJ515899 F: TCAACCAGTGGTCAGAGAAAAA 
R: AGGTCAGCCCCCATTTTAGT 

(CA)2TA(CA)9 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APH25  AJ515900 F: CCGTCAGACTGTAGGGAAGG 
R: AAAGCTCCACAGAGGCAAAG 

(GA)9 Anas platyrhynchos  Maak et al. 2003 

APL2 AY498540 F: GATTCAACCTTAGCTATCAGTCTCC 
R: CGCTCTTGGCAAATGTCC 

(CA)15GA(CA)32 Anas platyrhynchos  Denk et al. 2004 

APL11  AY498541 F: AACTACAGGGCACCTTATTTCC 
R: TTGCATCAGGGTCTGTATTTTC 

(GA)25 Anas platyrhynchos  Denk et al. 2004 

APL12  AY498542 F: AGTTGACCCTAATGTCAGCATC 
R: AAGAGACACTGAGAAGTGCTATTG 

(GA)27 Anas platyrhynchos  Denk et al. 2004 
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Lokus GenBank 
Accession no. 

Primer sequence (5'-3') Typ repetice Druh Literatura 

APL14 AY498543 F: CCTTTTCCAAGGGGCTACAC 
R: CTCTTCCCCAAAACGTCATC 

(CA)6CG(CA)4TA(CA)4TA(CA)10 Anas platyrhynchos  Denk et al. 2004 

APL23  AY498544 F: GAAGAGGCAGTGGCAACG 
R: GCTGAGATGCTCCCAGGAC 

(TG)13(TC)3(TG)2TCCG(TG)3TCT
N(TG)7CG(TG)2(TC)3TG 

Anas platyrhynchos  Denk et al. 2004 

APL26  AY498545 F: AACAGGGATAACATGAGAAGTGG 
R: TGAGCAGCTGTCTGGTATCTATTC 

(CA)11(GA)9 Anas platyrhynchos  Denk et al. 2004 

APL36  AY498546 F: ATGCTTTGCTGTTGGAGAGC 
R: TCCACTGGGTGCAAACAAG 

(CA)13GA(CA)3(GA)2(CA)2GA 
(CA)10GA(CA)7GA(CA)2TA(CA)5 

Anas platyrhynchos  Denk et al. 2004 

BCAQ 1  AF025889 F: TGCTTTTTACCCCCAGTGTTCT 
R: AGAATCTGCTATATTATTTCCAGCTC 

(TA)15(CA)10 Branta canadiensis Buchholz et al. 1998 

BCAQ 5  AF025893 F:AGTGTTTCTTTCATCTCCACAAGC 
R: AGACCACAATCGGACCACATATTC 

(CA)9 Branta canadiensis Buchholz et al. 1998 

BCAQ 10  AF025898 F: ATGTAGCCATGAAAATTAAAAAATG 
R: CCAGTATTAGCCGAAAAGATGA 

(CA)9 Branta canadiensis Buchholz et al. 1998 

Blm1 AY766435 F: AAAATGCTTGGTTAATAGCAAAAG 
R: TCTTTACACCTCCATTGAATATATCG 

(TTTC)8(TC)2(TTTC)5TTTTTC 
(TC)3TTTT(TC)4TTTC(TC)4TTTC
TC(TTTC)3TCGT(TC)3(TTTTC)8 

Biziura lobata Guay & Mulder 2005 

Blm5  AY766439 F: GCCACTTCTTTTGAAGTCACC 
R: GAAGCATCTTGTATGGCTTGC 

(GAAA) 3GATA(GAAA) 7 Biziura lobata Guay & Mulder 2005 

Blm6  AY766439 F: GGATGCAGAGAAAACAGTGC 
R: GACTTGCTGAAGCAAATGACC 

(GAAA) 6(GA)2(GAAA) 13 

GAAAAA(GAAA) 14 

Biziura lobata Guay & Mulder 2005 

Blm10  AY766443                 F: CAAAGTATATCTTCTCAGGGACACG 
R: TGCATTGCTGTGAAGAGACC 

(GAAA) 14 Biziura lobata Guay & Mulder 2005 

Blm12  AY766445 F: TTCTGTGGGAGAAGACAAAGG 
R: CACTTGCCTGCTTCACTCC 

(CTTT)15 Biziura lobata Guay & Mulder 2005 
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Lokus GenBank 
Accession no. 

Sekvence primerů (5'-3') Typ repetice Druh Literatura 

CAUD013  AY493258 F: ACAATAGATTCCAGATGCTGAA 
R: ATGTCTGAGTCCTCGGAGC 

(AC)25  Anas platyrhynchos  Huang et al. 2006 

CAUD019  AY493264 F: CTTAGCCCAGTGAAGCATG 
R: GCAGACTTTTACTTATGACTC 

(TTTC)23 Anas platyrhynchos  Huang et al. 2006 

CAUD024  AY493269 F: TCGCATTAAGCTCTGATCT 
R: ATCAACAGAATCCAAAATATG 

(TTTC)33...T19 Anas platyrhynchos  Huang et al. 2006 

Cmaat28  AF509883 F: TGAAAAGGGTCTTTACCTTATAT 
R: TTCCACATAAAAATTCATTCAGT  

(AAT) 23 Cairina moschata Stai & Hughes 2003 

Sfiµ1  U63681 F: CACAAGGAAGCATGACCTCAGAA  
R: CTCATGCCTCCTGTTAGTCATCT  

(TA)10(CA)8  Somateria fischeri Fields & Scribner 1997 

Sfiµ2 U63682 
U63683 

F: CATAAACGGCTAATATGAAGTCT  
R: AGGCTAGATATTGCTCTTATCCT  

(A)17(CA)12  Somateria fischeri Fields & Scribner 1997  

Sfiµ3 U63684 F: TATTCCAATATTCTGCAGGGAGG 
R: TCCAAGTTAATCAATTATCTGAT  

(GA)3N2(GA)12  Somateria fischeri Fields & Scribner 1997  

Sfiµ4 U63685 F: CTGAGGGGGAAGAGAATAAGAGA  
R: CAGGGCAGTATTTTCAGGACATT  

(GA)13 Somateria fischeri Fields & Scribner 1997  

Sfiµ5 U63686 F: TTCATTCAAAATAAGACAAGA  
R: ATTTTGCTCTGTTTGGTTTA  

(GA)10N5(GA)6N16(GA)5  Somateria fischeri Fields & Scribner 1997  

Smo4 AJ427844 F: ACTTTCCACAGCCTCTTTCACAA  
R: GACAGTGTTTGTCAATGGATTTT 

(AG)18A  Somateria mollissima Paulus &Tiedemann 2003 

Smo11  AJ427851 F: AAATCAACCAAAGAGGCATAGCC 
R: GCAGTTGTTTTGGAGGACAGACA 

(TG)12GA  Somateria mollissima Paulus &Tiedemann 2003 
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Dodatek 2: Popis nově navržených primerů pro poláka velkého s přístupovým číslem GeneBank, jednotkou opakování, sekvencí primeru a velikosti 

produktu odečtený pomocí programu Oligo. 

Lokus GeneBank acc. No Typ repetice Sekvence primerů (5'-3') Velikost produktu (bp) 

AF01 HM365209 (TG)68  F: TGATCGGTTTTGGTAAGTTTCT 
R: TGACAGTTCAGGGTATCTTGTAAA 

265 

AF02 HM562714  (TG)10TA(TG)2 F: TTCTCTTCTGCGTGTCTGCT 
R: CCCCCAATAACAACAACAAA  

138 

AF03 HM562715  (GT)8 F: GGAACATTATTTTAAGGCAGTGGA  
R: GAAATGGGCAAGAGGGGTAT  

204 

AF04 HM562716  (GT)7 F: GGTGCTGATGGGTATGTCG 
R: TGCTCACATCCAGAATGAAAAA  

198 

AF05 HM562717 (TG)6TA(TG)5CG(TG)4CG(TG)3T F: CTTTCCCACCAGCAGTCAGTATT  
R: AAATCTCACCCAGCCTTAGCA  

173 

AF06 HM562718  (TG)9 F: TTGTTAGTTGATGCTTGCCTGT  
R: GGAGGGTAATCACCTTGCTG  

203 

AF07 HM365210 (TG)9 F: TGGGTTTGGTCCTTATGTTTT 
R: GAGATATTTCTGCCTACACATTCC 

101 

AF08 HM365211 (TG)51 F: CCCTCTCTTTAACCCGTTTC 
R: TCCTAACACCCCTTCTTATTACC 

266 

AF09 HM562719  (TG)3G(TG)4 F: GTGAGTTTGAAGCCTTGACCA 
R: GCCTGCCCTCTCGGTTAG  

244 

AF10 HM562720  (TG)11 F: GTCCTTTCCCCTCCCCTTC  
R: CTCCCCTCCCTTGATTTCC  

  87 

AF11 HM562721  CG(TG)8 F: TGGGGCTGACACCATAAAAT  
R: ACGGACGGAGGAAACACC  

154 
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Lokus GeneBank acc. No Typ repetice Sekvence primerů (5'-3') Velikost produktu (bp) 

AF12 HM365212 (TG)11 F: CCTGAGTGGTCAAACAGTGC 
R: CCTTCTGGAGCCTCAAACC 

200 

AF13 HM562722  G(TG)9 F: CACCCCATAACCTGTGCTG 
R: GGGAGAAGCCAAGGAAGC  

227 

AF14 HM365214 (TG)7 F: CCTGTGCTAAAATGTAGTTGAGATT 
R: TTTATGAATGGTTTCCAGTAGCA 

103 

AF15 HM562723  (TG)11 F: GGCACTTCCCGCTATGAT  
R: GTGAAGTCCTTCGGCACGAT  

234 

AF16 HM562724  (TG)11T F: GCGTGGACTAACCCAGAAGA  
R: AATGTTGTTGAGGCAGGTTTG  

108 

AF17 HM365214 (TG)20 F: CCCATGAGGTGTATAAGGATAGATG 
R: GGAGATGAGAAAGGCAACACTC 

145 

AF18 HM365215 (ATCT)12(ATTT)2 F: ACCCAAACAACAGGCTAGG 
R: AATTTAGGAGCAGAACCAGAGG 

171 

AF19 HM365216 (TG)9TATCTA(TG)3 F: ACTGCTGGCAACACTTATCC 
R: AAATCTCACAAAGTTCAACAAGG 

261 

AF20 HM562725  (CTAT)12 F: AAGTTTCTAAGTTTTGCGAATGTCT  
R: GAAGAGCAATTTTCCCCAAC  

224 

AF21 HM562726  (TCTA)4(TC)2(TCTA)3(TC)2(TCTA)4 
CCTA(TCTA)2T 

F: TCAGGGATGGGACAAAGC  
R: CTGTGGAAGTATGCCAGGAGA  

246 

AF22 HM365217 (AT)4TT(AT)2(CT)2(ATCT)9 F: TGGTTTAGTGGAGGGCTGTTA 
R: CAACAGACAGAGATATGCTACGC 

200 

AF23 HM365218 (TCTA)6TCTG(TCTA)5TCCA F: ATGGCTTTGAAAATTACAGTAAAA 
R: CGTTAGGTTAGAGGTTGGACTCT 

151 
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Dodatek 3: Příložený manuskript popisující nové mikrosatelity pro poláka velkého, 
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Abstract: 

Ten polymorphic microsatellite loci for the common pochard (Aythya ferina) were 

isolated from microsatellite enriched libraries. In addition, seven microsatellites were 

obtained based on cross-species amplification of loci that were originally designed for 

related duck species. These 17 microsatellites exhibited high polymorphism within a 

population sample, with numbers of alleles per locus ranging from 2 to 17 and expected 

heterozygosities from 0.053 to 0.916. These novel microsatellites will be helpful for 

studying reproductive strategies in the pochard, as well as in addressing population 

genetic questions. Four of the microsatellite loci (AF08, Aph13, Caud013 and AF22) 

showed significant departures from Hardy-Weinberg equilibrium and/or high estimates 

of null allele frequencies in our study population. Hence, they should be used with 

caution. 

 

Key words: alternative reproductive strategies, extra pair paternity, conservation genetic 

 

Introduction 

The common pochard (Aythya ferina), a palearctic species of diving duck, is relatively 

widespread in Europe. As with other waterbirds, however, it deserves conservation 

management in light of the loss of its natural habitats (Amezaga et. al. 2002). Effective 

conservation measures require knowledge of the species’ reproductive strategies as well 

as genetic diversity and population structure. Microsatellite genotyping of samples 

derived non-invasively from bird nests is effective in addressing these issues with 

minimal adverse effects on populations (e.g. Pearce et al. 1997, Kreisinger et al. in 

press). This method allows, for example, estimations of renesting rates and degree of 
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breeding fidelity (Kreisinger et al. in press), which are crucial for inferring the dynamics 

of a natural population (Cowardin and Johnson 1979). Similarly, microsatellites are 

efficient markers in studies of alternative reproductive strategies such as conspecific 

brood parasitism or extra pair paternity. Conspecific brood parasitism is a prevalent 

reproductive tactic in the genus Aythya (reviewed in Sayler 1992). However, although 

interesting from an evolutionary point of view (López-Sepulcre and Kokko 2002), 

conspecific brood parasitism in this genus has not yet been studied using reliable 

genetic methods. Moreover, population genetic analyses in pochards based on 

microsatellite markers can be of epidemiological importance, as this species seems to be 

an important vector of avian influenza and other pathogens (Fereidouni et al. 2010). 

Here we describe a panel of 17 microsatellites that are suitable for the analysis of 

reproductive strategies and population genetics in the common pochard. Since there are 

as yet no published microsatellite loci in the genus Aythya, our markers may also be of 

utility in studies of other endangered congeners such as Baer’s pochard (A. baeri) and 

the Madagascar pochard (A. innotata). 

 

Methods 

To obtain primer sequences amplifying microsatellite loci (TG and ATCT repeats) in the 

pochard, we constructed two enriched genomic libraries according to Estoup and Martin 

(1996). In brief, genomic DNA was extracted from a blood sample preserved in ethanol 

(DNeasy kit, Qiagen) and digested with the RsaI restriction enzyme (Promega). 

Restriction fragments were separated by gel electrophoresis, 500-900 bp long fragments 

were extracted (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) and ligated to RSA21 and 

RSA25 adaptors (Edwards et al. 1996). RSA21 oligos were used as PCR primers to 

amplify the fragments. Diluted PCR products were hybridized to biotinylated oligo 
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probes (TG)10 and (ATCT)5, and streptavidin coated paramagnetic particles (Promega) 

were used to separate the fraction of DNA enriched for these repetitive motifs. This 

DNA was then once more amplified using RSA21 primers, and PCR products were 

cloned using the pGEM-T Easy Vector system II (Promega). To identify clones 

containing microsatellite motifs, approximately 500 clones for each library were 

transferred onto Hybond-N+ membranes (Amersham), hybridized with digoxigeninend-

labelled (TG)10 and (ATCT)5 probes (DIG Oligonucleotide Tailing Kit, Roche) and 

visualised using a DIG Nucleic Acid Detection Kit (Roche). In total, 59 positive clones 

were then sequenced by MACROGEN (South Korea).  

PCR primers were designed for 24 loci with OLIGO software (Rychlik 2007). For each 

successfully amplified locus, the level of polymorphism was preliminarily checked in 8 

individuals by agarose gel (2%) electrophoresis and further confirmed by capillary 

electrophoresis. Markers that did not exhibit polymorphism (14 in total, GenBank 

accession numbers: HM562714 - HM562726) were excluded from further analyses. In 

addition, 47 microsatellite markers originally described for related species were tested 

in the common pochard (Maak 2003, Paulus and Tiedemann 2003, Stai and Hugens 

2003, Peters 2004, Huang et al. 2005) using PCR followed by agarose gel 

electrophoresis.  

We optimized three PCR multiplex sets consisting of 17 microsatellite loci (10 obtained 

from our genomic libraries and 7 from cross-species amplification, Table 1, Table 2). In 

total, 37 pochard individuals from one breeding locality in the Czech Republic 

(Doudlebia, Dívčice; 49°6'27"N, 14°18'10"E) were screened for genetic polymorphism, 

using a PCR mixture consisting of a Qiagen multiplex kit (Qiagen) and fluorescently 

labeled primers. The PCR reaction consisted of a 15-min 95°C denaturation step, 

followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 57°C for 90s and 
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extension at 72°C for 60s. The final extension step was 30 min at 60°C. Fragments were 

separated on an ABI 3100 sequencer (Applied Biosystems) using LIZ 500 as a standard. 

Allele scoring was performed using Gene Marker (SoftGenetic).  

Observed and expected heterozygosities, non-exclusion probabilities for individual loci 

and estimates of null allele frequencies were computed using CERVUS 3 (Kalinowski et 

al. 2007). Deviations from Hardy-Weinberg (HW) equilibrium and linkage 

disequilibrium between individual loci was tested using exact tests in GENEPOP 

(Raymond and Rousset 1995). We used the Bonferroni procedure to correct for Type I 

errors associated with multiple comparisons. 

 

Results and discussion: 

We detected 17 microsatelites that are potentially useful for research into reproductive 

strategies in the common pochard. Specifically, the probability that two individuals in 

the population will share an identical genotype was negligible based on these 17 

microsatellites (PI = 6.26 × 10-13).Our panel is thus suitable for analyses of reproductive 

strategies that require identification of sequential breeding attempts, i.e. breeding site 

fidelity and renesting (Kreisinger et al. in press). In addition, these markers were 

sufficiently polymorphic for analyses of alternative reproductive strategies such as 

conspecific brood parasitism and extra pair paternity (non-exclusion probability of the 

first parent = 0.0051, non-exclusion probability of the second parent < 0.0001). 

Some of these loci need to be used with a caution, however, since we detected 

significant departure from HW equilibrium at AF08, and high estimates of null allele 

frequency were also observed at locus Aph13, Caud013 and AF22 (Table 1.). In 

addition, there was evidence for linkage disequilibrium between AF08 and Apl12 (p < 

0.0001).  
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Table 1: 

Characteristics of 17 microsatellite loci in a sample of 37 common pochards from a 

population in the Czech Republic. 

 

Locus (1-5): Results of cross-species amplifications of microsatellites originally 

described in (1) Paulus and Tiedemann R (2003),(2) Stai and Hughes (2003),(3) Huang et 

al. (2005), (4) Denk et al. (2004), and (5) Maak et al. (2003); (A) number of alleles, (HE) 

expected heterozygosity and (HO) observed heterozygosity. (F(Null)) frequency of null 

alleles.  

Parameter estimates are based on the genotypes of 37 putatively unrelated pochard 

individuals.  
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Table 2: 

Characteristics of three multiplexes that were use for genotyping of the common 

pochard 

 

 

Locus: Name of the locus, Multiplex: number indicate identity of the locus to a 

particular multiplex, Fluorescent dye of forward primers according to NED, PET, VIC, 

6FAM system, Concentration of individual primers in µmol/µl.  
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Locus GeneBank acc. No Repeat motif Primer sequence Size (bp) A Ho He F(Null) 
AF01 HM365209 (TG)68  F: TGATCGGTTTTGGTAAGTTTCT 156-190 16 0.784 0.88 0.0513 
   R: TGACAGTTCAGGGTATCTTGTAAA      
AF07 HM365210 (TG)9 F: TGGGTTTGGTCCTTATGTTTT 103-105 2 0.243 0.257 0.0199 
   R: GAGATATTTCTGCCTACACATTCC      
AF08 HM365211 (TG)51 F: CCCTCTCTTTAACCCGTTTC 195-315 17 0.622 0.916 0.1843 
   R: TCCTAACACCCCTTCTTATTACC      
AF12 HM365212 (TG)11 F: CCTGAGTGGTCAAACAGTGC 192-208 6 0.757 0.753 0 
   R: CCTTCTGGAGCCTCAAACC      
AF14 HM365214 (TG)7 F: CCTGTGCTAAAATGTAGTTGAGATT   97-105 4 0.486 0.51 0.006 
   R: TTTATGAATGGTTTCCAGTAGCA      
AF17 HM365214 (TG)20 F: CCCATGAGGTGTATAAGGATAGATG 137-150 6 0.486 0.435 0 
   R: GGAGATGAGAAAGGCAACACTC      
AF18 HM365215 (ATCT)12(ATTT)2 F: ACCCAAACAACAGGCTAGG 173-179 4 0.459 0.518 0.0281 
   R: AATTTAGGAGCAGAACCAGAGG      
AF19 HM365216 (TG)9TATCTA(TG)3 F:ACTGCTGGCAACACTTATCC 247-267 6 0.838 0.712 0 
   R: AAATCTCACAAAGTTCAACAAGG      
AF22 HM365217 (AT)4TT(AT)2(CT)2(ATCT)9 F: TGGTTTAGTGGAGGGCTGTTA 192-208 5 0.459 0.713 0.2125 
   R: CAACAGACAGAGATATGCTACGC      
AF23 HM365218 (TCTA)6TCTG(TCTA)5TCCA F: ATGGCTTTGAAAATTACAGTAAAA 147-151 2 0.054 0.053 0 
   R: CGTTAGGTTAGAGGTTGGACTCT      
Smo04 (1) AJ 427844 (AG)18A(AAGG)10 F: ACTTTCCACAGCCTCTTTCACAA 157-193 3 0.054 0.054 0 
   R: GACAGTGTTTGTCAATGGATTTT      
Smo11(1) AJ 427851 (TG)12GA(G)13(AG)5 F: AAATCAACCAAAGAGGCATAGCC 148-153 3 0.622 0.538 0 
   R: GCAGTTGTTTTGGAGGACAGACA      
CMaat28(2) AF509883 (AAT)23 F: TTCCACATAAAAATTCATTCAGT 204-231 10 0.946 0.863 0 
   R: TCCAGGTCACGTAGTTTTTAAGTA      
Caud013 (3) AY493258 (AC)25 F: ACAATAGATTCCAGATGCTGAA 83-103 7 0.486 0.573 0.0842 
   R: ATGTCTGAGTCCTCGGAGC      
Apl36 (4) AY498546 (CA)13GA(CA)3(GA)2(CA)2GA(CA)10GA  F: ATGCTTTGCTGTTGGAGAGC 127-199 3 0.351 0.302 0 
  (CA)7GA(CA)2TA(CA)5 R: TCCACTGGGTGCAAACAAG      
Apl12 (4) AY498542 (GA)27 F: AGTTGACCCTAATGTCAGCATC 124-132 5 0.649 0.705 0.0394 
   R: AAGAGACACTGAGAAGTGCTATTG      
Aph13 (5) AJ515889 (GA)10 F: CAACGAGTGACAATGATAAAA 177-186 4 0.486 0.632 0.1373 
   R: CAATGATCTCACTCCCAATAG      
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Table 2: 
 
 

Locus Multiplex 
Fluorescent 

dye 
Primer 

concentration  
AF07 2 Pet 0,050 
AF08 2 6-Fam 0,040 
AF12 2 Ned 0,020 
AF14 2 6-Fam 0,040 
AF17 2 Ned 0,030 
AF01 1 Ned 0,040 
AF18 1 Pet 0,040 
AF19 1 Ned 0,030 
AF22 1 Fam 0,035 
AF23 1 Fam 0,030 
Smo04 3 Vic 0,040 

Smo11 3 6-Fam 0,040 
CMaat28 3 6-Fam 0,060 
Caud013 3 Vic 0,050 
Apl36  3 Ned 0,040 
Apl12 3 Pet 0,060 
Aph13  3 Pet 0,045 
 
 


