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Abstrakt

Vnitrodruhovy hnizdni parazitismus (CBP) je jednommala alternativnich
reproduknich strategii vyuzivanych samicemi. dasty u ptak, u nichz zgsob
reprodukce (oviparie) umaéaje relativié snadné umishi vlastnich vajec do ciziho
hnizda. Zvlast rozsfen je u drubi s prekocialnimi midiaty, jako jsou nap vrubozobi.
Modelovym organismem pro studium CBP pomoci moléiith metod byl v této
studii polak velky QAythya ferina). Jedna se otbec prvni Udaje o vyskytu parasitismu u
nekolonialié a nedutino¥ hnizdiciho druhu kachny, zalozeném na detekcisgianiaych
vajec pomoci molekularnich markerPro uteni miry parasitace afipuznosti samic
v populaci byl optimalizovan set 17 mikrosatelitollymarket (z toho 10 markér
now vytvorenych pro dany druh). Bylo zji&to, Ze CBP je u tohoto druhigikvapiw
¢astym jevem, parasiticka vejce (39 % z celkovéhp@52 vajec) byla zjisha v 89
% hnizd. PestoZze samice fpdnostd hnizdi pobliz svych ifbuznych, parazitické
samice parazituji stejnoudmou samice hnizdici v blizkosti i veitgi vzdalenosti od
vlastniho hnizda. Zaroxienebyl pozorovan zadny vlivifpuzenského vydsu pri volbé
hostitele parazitem. Cena parazitace se zda lotatd druhu porrné nizka nejen pro
parazita, ale i pro hostitele. Toto z§i§t podporuje jiz tive doloZzenou skuteost, ze
samice polaka velkého nemajil vyvinuté antiparazitani strategie a nedokézi tedy

své hnizdo &inn¢ hajit pred parazity.

Kli ¢ovéa slova:polak velky, pibuzensky vybr, mikrosatelity, vnitrodruhovy hnizdni

parazitismus



Abstract

Conspecific brood parasitism (CBP) is one of feteralative reproductive strategies
exmployed by females. CBP is common in birds bexaiigheir mode of reproduction
(ovipary), which allows relatively simple dumpingvo eggs to foreign nest. This
strategy is especially common in birds with preabgoung, such as waterfowl. In this
study, common pochardithya ferina) was the model organism for study of CBP via
molecular methods. It is the very first evidencehi$ kind of parasitism in hon-colonial
and non-cavity nesting duck species, based on tdmteof parasitic eggs via
microsatellites markers. A set of 17 microsatedlitearkers (10 of these were newly
found and specific for our species) was optimismdiktection of rate of parasitism and
relatedness between females in whole populationa#t found that CBP is surprisingly
high in our species, the parasitic eggs (39 % @&f @%gs) were found in 89% of nests.
Despite the fact that females preferentially nesarnrelatives individuals, parasitic
females parasitize equally nests nearby and nestsniger distance. However, no
preferential parasitism of related individuals wasind. Cost of parasitism seems
relatively low for both, host and parasite, in @ecies. This is in accordance with
previous finding that common pochard's femalestdase any antiparasitic strategies
and thus cannot effectively defend their nest egjgarasitation.

Key worlds: common pochard, kin selection, microsatellitesispecific brood

parasitism
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1. Uvod

Prirodni vylEr vede u vSech organisnk vyvoji strategii, které umaiiji maximalizovat
reprodukni prispivek jedind do nasledujicich generaci (Darwin 185%vSak
vyprodukovat gametyasto samo o seénestéi k tomu, aby se jedinec stal @Spym
rodicem. Je nutné do potomstva investovaitau energii v podob rodicovské pée.
Ptaci snaseji vejce, a to ¢ai mimo jiné relativé nachylné k hnizdnimu parazitismu.
Rodikovska pée je totiz nakladna (Clutton - Brock 1991) a vyhnee ji znamena
vyraznou usporu energie. U vice nez 95 %iptadruhi se pgedpoklada, Ze samice
zastavaji plnou neb&asténou péi o mlal’ata (Lack 1968). Naopak wkterych druli

se vyskytuji ©izné alternativni reproddki strategie, jejichZz studium stoji v centru
pozornosti behavioralni a evéhi ekologie. Alternativni reproddki strategie obeen
umoziuji rodicam vyhnout se rodbvské péi, coz nmize zvysit jejich reprodudni
aspEch, ¢asto na ukor jinych jediricv populaci.

Hnizdni parazitismus (brood parasitism, BHl),situace, kdy samice (parazit) klade sva
vejce do ciziho hnizda, aby takepechala p# o vlastni potomstvo na jinych jedincich
(hostitel), je jednou z mala alternativnich reprghich strategii vyuzivanych samicemi

pro zvySeni své zdatnosti (fithess; Lyon & Eadié&®0

1.1 Vnitrodruhovy hnizdni parazitismus

Hnizdni parazitismus e byt é&len do rkolika kategorii. Prvni typ rozteni uvazuje
vztah hostitele a parazita. Pokud jsou oba, hgstrazit, stejného druhu, je tento typ
hnizdniho parazitismu nazyvan vnitrodruhovy hnizgatazitismus (CBP, conspecific
brood parasitism; alternativni nazvy: intraspeciiimod parasitism, conspecific nest
parasitism). Jestlize parazitickd samice kladew®jée do hnizda jiného druhu, jde o
mezidruhovy hnizdni parazitismus (IBP, interspecifirood parasitism). Stejntak
muze byt hnizdni parazitismus kategorizovan podle tada se u daného druhu jedna o
jedinou moznou hnizdni strategii. Yipadt, Ze parazitickda samice kombinuje
parazitismus s hnizdim ve vlastnim hnizg nazyvame tento typ fakultativnim
hnizdnim parazitismem. Pokud samice vzdy bez vyjip&razituje jiné jedince a sama
se 0 své potomstvoalec nestara, jde o hnizdni parazitismus oblig&ayler 1992).
Tato prace je za#iena fevazr na studium CBP.

CBP je Siroce rozBnou alternativni reproddRi strategii dokumentovanou u nejraén



236 pt&ich druhi (Yom-Tov, 2001). Krom ptaki byl CBP zaznamenan i wiplusniki
dalSich taxofi (Brockman 1993, Harrist al. 1995, Tallamy 2005, Wisenden 1999). U
ptaki je nejlEzngjSi mezi prekocialnimi druhy, kde jsou naklady spd@ s odchovem

n¢kolika cizich ml@’at nizsi nez u druhaltricialnich (Eadie et al 1998).

1.2 Evoluce vnitrodruhového hnizdniho parazitismu

Na evoluci vnitrodruhového hnizdniho parazitisme Ipohlizet z &olika uhii
(Andersson & Waldeck, 2007). Prvni, neadaptivnilpolvys\tluje parazitismus pouze
jako reprodukni chybu, kdy samice kladou sva vejce do ciziclzdhmimylem (Erskine
1990, Semel & Sherman 2001). Situace, kdikalik samic sodasre klade vejce do
jednoho hnizda, dze byt zgisobena i kompetici 0 misto k hnénd. V takovém pipad
lze atekavat, Ze se parazitickd samice pokuevpit hostitelovo hnizdo poté, co dg n
naklade sva vejce. Vysledky dosavadnich pozorowdmil vSak neodpovidaji (Semel &
Sherman 2001). Ro¥# bylo pozorovano, Ze hostitelskd samice mnohdyerak
nebrani dalSi samici klast vejce do sveho hnizdduf#d 2005, ale viz Erskine 1990).
Hnizdni parazitismus byl navic pozorovan u mnohgiibeznych drufi (Yom-Tov
2001), takZze se zd& neprépddobné, Ze by neadaptivni hypotézy mohly slouzit k
vyswétleni CBP u tolika iiznych druli sowasré (Lyon & Eadie 2008). NiZe proberu
n¢které hypotézy vysitlujici parazitické chovani samic jako adaptivnprogukeni
strategii. Dle sotasného pohledu se jednd o adaptivni reprédulstrategii s
pozitivnim vlivem na fitness parazita, a &kterych gipadech i hostitele (Andersson
1984, Eadiet al. 1988, Sorenson 1991).

Model vytvaeny Sorensonem (1991jquipoklada, Zze kazda samicéza zvolit jednu
ze ¢tyt moznych strategii: (i) 3bec nezahnizdit, (i) klast vejce paraziticky,)(piouze
hnizdit nebo (iv) kombinovat hnizdi s kladenim parazitickych vajec (Obr. 1). Z tahot
pohledu niZze byt na CBP pohlizeno jako na alternativni repksdi strategii, jejiz
vyuzivani se mize u jednotlivych samic &nit béhem celého Zivota v zavislosti na
mnoha faktorech. Samice se mohou rozhodovat naadakingjSich ekologickych
faktoni (nag. dostupnost mist k hnizdi) a faktofi vnitinich (nap. fyzicka kondice
samice).

Souwasné hypotézy o vzniku hnizdniho parazitism, kraghou vést k adaptivnimu
zisku z CBP pro parazita, jsoétsinou zahrnovany do¢kolika skupin (Lyon & Eadie
2008).



.Best-of-a bad-job* (BOBJ): Tato strategie G¥e byt vyuzita, pokud existuji¢jaka
fenotypova nebo enviromentalni omezeni, plynougiiikkad z nedostatku hnizdnich
prostor. V gipack, kdy samice neni schopna najit optimalni hnizdkdlitu, radji zvoli
hnizdni parazitismus, nez aby ztratila celou hnizdazonu. Tato strategie se
piedpoklada zejména u dnuhhnizdicich dutino®, které jsou limitovany vhodnymi
hnizdnimi prostory, dutinami (Andersson & Eriksst®82, Semel & Sherman 2001).
Roli mohou hrat téz vriti limity samice - neni-li nagklad v optimalni kondici a
nema-li dostatek energie na budovani vlastnihodanigho obrandi inkubaci vajec,
muze klast menSi pet vajec paraziticky do cizich hnizd (Sorenson 1Salyler 1992).
Ztrata hnizda: Parazitickd samice zpatku zahnizdit normatna parazitem se stane
teprve ve chvili, kdy o hnizdoripde disledku predace (Feare 1991, Jackson 1803)
piirodni destrukce (McRae 1997) a jiz neta& nebo energii na druhé zahrizdv téze
sezo®. Nakladeni dalSich vajec do hnizd jinych samicvdeto chvili jevi jako
maximalré vyhodné. Pokud bylaif#inou ztraty hnizda predace, nazyva se tento typ
parazitismu postpredaim parazitismem (Haramiet al. 1983, McRae 1997). Tato
strategie byva¢kdy zahrnovana mezi BOBJ.

Celozivotné specializovany parazit:Samice se fize stat celozivothspecializovanym
hnizdnim parazitem a klast vSechna sva vejce patazic¢imz eliminuje naklady na
budovani hnizda a investice do ramiské pée. Tato strategie ale podléha balancujici
selekci udrzujici rovnovahu mezi frekvenci pargitah a hnizdicich samic. Je-li tato
strategie v populaci vzacna, unioje parazitické samici dosahnouits$i celozivotni
fitness v porovnani s hnizdicimi samicemi. Wuzividto strategie vSak nebylo dosud
potvrzeno u Zzadného z pteh druhi (Lyon & Eadie 2008).

Hypotéza rozloZeni rizika: Parazitickd samice kladenim vajec do vice nezgkdn
hnizda zvySuje pra¥godobnost, Ze alesponekteri jeji potomci peziji (Petrie &
Moller 1991). Zakladem této hypotézy jeredpoklad nahodné predace hnizd a
nadhodného vydru hostitelskych hnizd parazitem. Bylo vsak jiZz kgpano, Ze parazité
si prednostg vybiraji hnizda s nizSim prettdm rizikem (Poysa & Pesonen 2007).
Hypotéza dobré €lesné kondice: Samice, které jsou ve vynikajici kondici, mohou
kladeni ¢asti vajec do cizich hnizd vyuZivat ke zvySeni Biress (Sorenson 1991).
V tomto pipact Ize za hlavni @ivod parazitismu povazovat limity v r@adivské péi,
neba’ samice je schopnd sama inkubovat pouze ongexelkou srmiSku. Nastigna
hypotéza pedpoklada zvyseni celkoveho reprothiko Usgchu pomoci CBP, nelfo

samice diky parazitickym vejcim ziskavétsi fitness, nez kdyby je kladla pouze do



sveho hnizda (Andersson & Ahlund 2000, Lyon 1998icRartet al. 2010)
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Obr. 1: Schéma satasnych hypotéz o vzniku CBP (upraveno dle Soreth981)

1.3 Vyhody a cena parazitace

Pro spravny odhad vyvoje hnizdniho parazitismurgba porozurt rovnovaze mezi
vyhodami a cenou za parazitismus. CBRZen mit vyznamny vliv na fitness jak
hostitele, tak parazita. Zatimco parazit svym chavaspiSe ziskava, hostitel byva
ovlivnén prevazri negativi. Hnizdni parazitismus tie snizovat hostitelovu fitness
hned rtkolika zpisoby. Velikost hostitelovy $i8ky mize byt sniZzena K nech&nému
posSkozeni nebo cilenému odstianvajec parazitemdhem parazitace (Lombardbal.
1989). Roz&eni smiSky o paraziticka vejce e vest ke snizeni G&mosti @i lihnuti
(Eadie 1989, Semel & Sherman 2001, Weigmann & Lactpdrl991) nebo prodlouzeni
celkové doby inkubace (Gibbons 1986, Nielseal. 2006). Vysledkem je pak snizeni
poctu vlastnich ml&at hostitele (Lyoret al. 2002). Parazitace hnizdaibe zmsobit
rovneéz zhorSeni fyzické kondice hostitele (Brown & Brod891), nebt vétsSi sriska
vyZzaduje vice energetickych investic (Kilpi & Lirtdsm 1997, Hanssed al. 2003).

viv s

NarainéjSi p&e o WtSi patet mlalat v jedné sez@mize u kachen snizovat jejich



reprodukni usgch v roce nasledujicim (Milonoét al. 2004, Hansseeé al. 2005).

Pres vSechna vySe uvedena negativa se zd4, Ze GB&bwt za utitych podminek pro
hostitele zéasti vyhodny, zejména jsou-li ndklady na vychoviadalk relativie¢ malé,
jako je tomu u prekocialnich driahZvétSovani sasky mize totiz vést ke jedni*
rizika predace vlastnich vajécmladat (Eadieet al. 1988), nebo k socialni dominanci
vétSi rodinky (Looneret al. 1999, Kalmbach 2006). Existuje vSak ¢ty duvod, pr@&

je CBP takcasty gevazrié u druhi s prekocialnimi midiaty. Je jim snadna dostupnost
hnizd gchto ptak jesSt pred z&atkem inkubace a fakt, Zeigana vejce s vysokou

pravdpodobnosti neZisobi neusgsné vylihnuti celé sisky (Sorenson 1992).

1.3.1 Vyhody CBP z pohledu hostitele

Za uckitych podminek mze byt vnitrodruhovy parazitismus vyhodny nejen pro
parazita, ale do jisté miry i pro hostitele. JetikoCBP jsou parazit a hostitaigluSnici
stejného druhu, existuje dita prav@&podobnost, Ze si mohou byt vzajempribuzni.
Pokud se hostitel stard o vejce od blizédbyzného parazita, e si tim zarove
zvySovat vlastni inklusivni fitness (Andersson 1984mnoha studiich byla prokazana
piibuznost mezi blizce hnizdicimi samicemi (Anders&daldeck 2007, Fowleet al.
2004, McKinnonet al. 2006, Sonsthagest al. 2010). Hnizdi-li pobliz fbuzni jedinci,
plynou ztoho totiz #jmé vyhody. Mze jimi byt napiklad zvySeni
konkurenceschopnosti rodin na dané lokaliinderson et al 1992), nebo snizeni
kompetice a agrese medilpuznymi jedinci (Brown & Brown 1993, ale viz Mitteorf

& Wilson 2000, Westkt al. 2002),¢i prosgch z kolektivni obrany hnizd (Noet al.
2005). D4 seiedpokladat, Zeifbuzenské vztahy mezi jedinci v dané populaci mohou
také ovliviovat CBP. V pipac, kdy je volba hostitele ip CBP spiSe cilena nez
nahodna, maji parazitujici jedinci moznost, alésigoreticky, vybrat si mezi parazitaci
piibuzného nebo neéjbuzného jedince v zavislosti na tom, jak moc pHs@US
hostitele poSkozuje (Jaatinehal. 2009). Samice by totiz &y parazitovat fibuzné
jeding v pripact, Ze je cena za parazitaci nizka a naopakalsparazita je ufjiouzného

hostitele vySsSi (Lopez-Sepulcre & Kokko, 2002).
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1.4 Role pFibuzenského vyb éru v CBP

Ke strukturovanému vyskytuiipuznych jedind v populaci mohou vést dva hlavni
faktory (Andersson & Waldeck 2007) #ipuzensky vybr a filopatrie (¥rnost mistu
narozeni), tedy situace, kdy maji déspgedinci tendenci hnizdit v blizkosti rodného
hnizda.Na rozdil od ¥tSiny jinych skupin ptak jsou u vrubozobych (Anseriformes)
filopatrickym pohlavim samice a samci je v obdobizikni nasleduji na jejich rodist
(Andersonet al. 1992, Dickinson 2007). Pokud u jedinpieviada samotna filopatrie,
nemusime nuth pozorovat tjakou genetickou ifbuznost mezi blizce hnizdicimi
jedinci (Sonsthagent al. 2010), avSak tendence hnizdit na vlastnim rodigtie vést
ke kumulaci pibuznych na daném mési bez nutnosti vzdjemného rozpoznavani
piibuznych. Naproti tomu vifpact piibuzenského vysu jde o aktivni preferenci
hnizdnich mist obklopenych jedinckilpuznymi s danou samici (Sonsthageinal.
2010).

Andersson (1984) si jako prvni &domil moznost, Ze u drihs filopatrickymi
samicemi, jako jsou prévvrubozobi, nize gibuzensky vybr hrat vyznamnou roli
v evoluci CBP. Pokud totizifbuzensky vybr podporuje gjmuti parazitickych vajec
od pibuzné samice a odstéam vajec od samice n#puzné, bude parazit
uprednosiiovat (¥ parazitaci pibuzné samice. Obegrize tedyfici, Zze Sfeni geri
prostednictvim pibuznych (Hamilton 1964) mohlo usnadnit vyvoj CBRealukovat
intenzitu antiparazitanich strategii u vrubozobych, coz bylo jiz gkterych drulid
skute&né prokazano (Andersson 1984, 2001, Andersson & Ah@00, Nielseret al.
2006, Waldeck & Andersson 2006).

Ptibuzensky vybr miaZze u vrubozobych ovlivnit volbu hostitele parazitémké kuvili
synchronizaci hnizshi hostitele a parazita. Vrubozobi totiz kladou pow velké
snisSky, do kterych pdavaji jednotliva vejce po relatigndlouhou dobu. RMérna
velikost sniSky je u kachen 6-12 vajeciigemz je kazdy denfgavano jedno vejce a
teprve s nakladenim posledniho vejcé&ira samice vSechna vejce #ighat (inkubovat).
Vejce jsou pak inkubovanaiplizné 3-4 tydny. Cela siska se lihne naraz (Andersson
1984) a po vylihnuti mtat samice opousti hnizdahem rekolika dni (Davies &
Cooke 1983). Existuji mezidruhové rozdily v dplpo kterou #stavaji samice na
hnizcE po vylihnuti siisky, typicky se ale jedna pouze o 2 az 4 dny (Amolen et al.
2009, Davies & Cooke 1983). Sance na&gsg vylihnuti parazitickych vajec se tudiz

prudce snizuji az k nule, pokud jsotiddna az poté, co jiz hostitel & s inkubaci. U
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kachen bylo skuta¢ prokazano, Ze synchronizace kladeni vajec meZitblesn a
parazitem zvySuje ugph parazitickych vajec (Nielseat al. 2006, Sorenson 1993). Byl
vysloven nazor, Ze genetické vlivy nacasovani hnizghi mohou vést k lepsi
synchronizaci fibuznych oproti negbuznym jedindm (Blondelet al. 1990, Sheldon
et al. 2003). Z tohoto uhlu pohledu by se malo synchrmrana vejce od néjpuzneho
parazita mohla stale j&styvijet v dol&, kdy by zbytek siSky (hostitelska vejce) byl
jiz vylihnuty a opustil hnizdo (Nielseat al. 2006). Pokud se v3ak vlastniaSka
hostitelské samice zjakého divodu nevylihne, #stane samice na &ce déle a
umozni tak vylihnuti i nespragrsynchronizovanym parazitickym vejcim (Anderholm
et al. 2009). Rednostni parazitaceftipuznych niZze byt tedy =z pohledu lepSi
synchronizace s hostitelem vyhodou, nikoliv vSaklygnou podminkou.

Pokud se v dané populaci vyskytuje takovidyzenska struktura, ZéibuzrgjSi samice
hnizdi pobliz sebe, fie vzniknout pibuzensky vztah mezi parazitem a hostitelem i
jinak nez cilenym vyérem gibuznych hostitél. MiZe totiz jit o¢isté nahodny jev dany
prostorovym rozmighim samic. Parazitické samice si mohou vybrat zatitete
samice hnizdici v blizkém okoli (Andersson & Ahlug@00, Nielsenet al. 2006).
Pribuzensky vztah parazita a hostitele pozorovanyehma studiich tak fize byt pouze
dusledkem hnizéhi piéibuznych jeding ve vzdjemné blizkosti, a neédomého
rozhodnuti parazitické samice zvolit si ze hositglibuznou samici (Andersson &
Ahlund 2000, Nielseret al. 2006). V gipadt, Ze si vSak samice hnizdici ve vzajemné
blizkosti nejsou fibuzrejSi nez ostatni samice v populaci, j@pzensky vztah parazita
a hostitele patmhdasledkem schopnosti rozpoznavaibpizné jedince a dpdnostiovat

je jako hostitele $ parazitaci. Jakofjklad lze uvést studii na kajce ts&é Somateria
mollissma), kde bylo pozorovano, Ze hostitel a parazit jsoyxibuzrejSi nez par
nahodr vybranych samic v téZze populaci (Andersson & Weltd@007).

Roz'eSenim otazky, jak je to s rolfibuzenského vysu v CBP u nami studovaného
druhu polédka velkéhoAgthya ferina), se zabyva prvniast meé diplomové prace.

1.5 Metody detekce CBP

Pri odhadech miry CBP u vrubozobych byla parazitg@'avana na zakladpridani
vice jak jednoho vejce do hnizda za den, nebo hanodtech v morfologii vajec (Lank
et al. 1989, Robertsomt al. 1992, Poysat al. 2001),¢i variabilit¢ v jejich zbarveni
(Jackson 1992, Lyon 1993). Tyto metody vSak nemohwohodré urcit skute&nou
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miru CBP v populaci a mohou ji podacat (Adahlet al. 2004, Gronstokt al. 2006).
To lze dokumentovat néilad faktem, Ze prvni souhrnrnifdnek zabyvajici se CBP
(Yom-Tov 1980) hoviil pouze o 53 pt&ch druzich. S nastupem molekularnich
genetickych technik dopénych o detail®jSi terénni studie byl CBP dokumentovan u
vice nez 200 druh (Yom-Tov 2001). Navic kazdodenni pozorovani, ktewni
doplréné o rjakou dalSi pomocnou metodu, dokoncézm vést ke Spatnému odhadu
miry CBP (Anderholmet al. 2009). Jako fiklad Ize uvést, Ze samotné pozorovani
chovani ve studii Semela & Shermana (2001) vediézoru, Ze u kachtky karolinske
(Aix sponsa) se parazité vyhybaji ip parazitaci svym fibuznym. AvSak analyza
mikrosatelii v téch samych vzork dosla k opgnému zaeru (Nielsenet al. 2006).

Z tohoto gikladu lze usuzovat, jak snadnoube parazitické chovani unikat naSi
pozornosti, pokud se spoléhame pouze na pozorsuatie.

Z molekularnich metod jsou pro detekci hnizdniheapéismu vyuzivany zejména
proteinovy fingerprinting a analyza mikrosatilitProteinovy fingerprinting, ktery je
vhodny zejména pro odebirani vzorfbilku) z vajec ve velméasné fazi inkubace, je
metodou, ktera nevede ke sniZeni schopnosti vajetylghnout (Andersson & Ahlund
2000, Waldeclet al. 2004). Navic umatuje ziskat velké mnoZzstvi vzarkneba@ jsou
tyto vzorky odebirany jeStpied tim, nez sta dojit ke ztratam nagklad vlivem predace
(Anderholmet al. 2009). Res tyto vyhody mé ale tato metoda tak&t@romezeni. Tato
metoda neumaiuje odebrat vzorky iimo od hostitelské samice a pouze se
piedpoklada, Ze vejce, kterych je ve hgizdétSina, nalezi hostitelské samici
(Anderholm et al. 2009, Andersson & Ahlund, 200@darsson & Waldeck, 2007).
Oproti tomu analyza mikrosatdlije vhodna nejen pro odhad CBP, ale i préouani
mimoparovych paternit. Analyza mikrosatélina oproti proteinovému fingerprintingu
vyhodu, Ze pracuje s genetickymi informacemi, ktendji jasnou kodominantni
dédivost, coz umoaokuje presrejSi odhad koeficientuifbuznosti. Nicméé# tato technika,
na rozdil od proteinového fingerprintingu,ie byt pouZita pouze pro vzorky z jiz

inkubovanych vajec.

1.6 Testované otazky

Hnizdni parazitismus byl doposudiepadZzi studovan s pouzitim molekulérnich
markefi u kolonialre hnizdicich druth, jako jsou kajka migkd GSommateria

mollissma) ¢i berneSka #olici (Branta leukopsis), a u druli hnizdicich v dutinach,
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jako jsou kachrika karolinska Aix sponsa) a hohol severniBucephala clangula)
(Anderholmet al. 2009, Andersson & Ahlund 2000, Jaatiretral. 2009, Nielseret al.
2006, Waldeck & Andersson, 2006). MenSi pozornagsikvbyla ¥novana drufim
hnizdicim v menSi husto{semikolonialni), které zaroiienejsou, na rozdil od dutinév
hnizdicich drufy, limitovany dostupnosti vhodnych mist k hriad (terestrické).
Dobrym gikladem takového druhu je polak velkfythya ferina), u kterého byly jiz
diive pozorovany oba typy hnizdniho parazitismu - GBP, tak IBP (Sayler 1992).
Polak velky je navic modelovym druhem pro studiuaragitismu, pedevsim IBP
(Amat 1985). Fekvapiv malo dat vSak existuje o vyskytu CBP u tohoto drahes:
mére jich bylo ziskano za vyuziti modernich molekulémimetod pro detekci CBP.
Tato studie je tedy jednou z prvnich praci, kte® otazky spojené s CBP u kachen
pomoci molekularnich metod, konkrétanalyzy mikrosatelit.
Cilem této diplomové prace bylo:
* nalézt nové molekularni ,markery” pro mikrosatelito vou analyzu umozujici
piesné wfeni miry CBP a rowf odhad pibuzenského vztahu mezi parazitem a
hostitelem u polaka velkého.
e pouzit tyto nové ,markery* kestanoveni miry vyskytu CBPv populaci polaka
velkéhoa ke srovnani usgnosti lihnuti parazitickych a hostitelskych vajec.
 testovat roli pribuzenského vylru v CBP u poléka velkého. Stejrjako u jinych
druhi vrubozobych i u polaka velkého existujgkalik moznych scén@ CBP.
o Parazitické samice si mohou hostitelské samiattdwybirat nahod®y nebo
uprednosiiovat ugitou skupinu, napklad piibuznéci negibuzné samice. Otazkou
tedy bylo, zda se vyskytujpfibuzensky vztah mezi parazitem a hostitelenu
polaka velkého.
o Pokud hnizdi fibuzné samice blizko u sebe a parazitické samie@rsive
piednosti vybiraji k parazitaci hnizda ve svém okolijzae gibuzensky vztah mezi
parazitem a hostitelem vzniknout nahodou, bez éfenvyhledavani ffbuznych
pro parazitaci. Pokud tomu tak neni (samice hnizgiabliz sebe si nejsou
piibuzrejSi nez ostatni v populaci a/nebo paraziticka sarparazituji jak hnizda ve
svem okoli tak i ta vzdalgj$i) a gesto pozorujeme ffpuzensky vztah mezi
parazitem a hostitele, je velmi praypddobné, Ze parazitujici samice dokazou
piibuzné aktive rozpoznat a pro parazitaci si je cidevoli. V této praci jsem se
snazil zodpowdét otazku, ktery z&chto modael plati pro polaka velkéhozda jde o

nahodny ¢i cileny vybér hostitele parazitem.
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» otestovawliv parazitismu na lihnivost vajec a velikost hostelské snisSky
» otestovawliv parazitace na prezivani parazitickych a hostitelskych vajec

» otestovawliv synchronizace hniz&ni na miru CBP.
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2. Metody

2.1 Studovana lokalita

Terénni prace byly provédy v letech 2007 a 2008 viiehu celé hnizdni sezény
polaka velkého, tedy od konce dubna do poloviagvence. S&r vzorki probihal na
rybnicich v okoli obce Dilice (49° 06'N, 14° 18'E) v jizniclCechach (Obr. 2).
Studovana oblast zahrnovala vroce 2007 rybnikgz@vec, Blatec alerna, v
nasledujicim roce byla jeStrozStena o rybniky Eedni Zablatsky, Zbudov a
Zbudova@ek. Vzorky z hnizd wené pro testovani CBP byly sbirdny pouze v rocé8200
Hnizda obou druihse nachazelarpvazié na celkem 14 ugych ostiavcich (rozloha od
100 do 3000 i), byla v3ak nalezena i hnizda unsfst v fibiezni vegetaci okolo
rybniki, kterou tvdil predevsim rdkos obecnyPlfragmites communis). Na rybnicich
Blatec a Cerna se hnizda polaka obecného nachazela mezi idmibrsoasre

hnizdiciho racka chechtavéha(us ridibundus).
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Obr. 2: Obec Ditice, nachazejici se vjizniciCechach a filehlé rybniky
svyzngenymi  hnizdy polaka nalezenymi vroce 2008 (zdrojat: d
www.geoportal.cenia.¢z

2.2 Sledovani hnizd

Hnizda byla hledana prochazenim wekii a/nebo plavbou okolo vegetace na

gumovém ¢lunu v piibéhu celé hnizdni sezény. Osiky byly systematicky
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prohledavany v giméru jednou za 7-10 dni. \fipadt nalezeni nového hnizda byla
zaznamenana jeho pozice pomoci GPS Garmin 60&ss@sti na 3 metry. Ve
dvoumetrové vzdalenosti od kazdého nalezeného aniigta na filehlou vegataci
umis€na zngka, aby bylo hnizdoifstt snad®ji dohledatelné. VSechna vejce nalezena
v hnizé byla aislovana (lihovy fix na sk@pku) a byla zaznamenana jejich délka a
Sitka. Tento postup umédval ukit, ktera vejce byla ztracena nebo naop#kana do
sniSky ve dnech nasledujicich po kontrole. Stadiunulidkce jednotlivych vajec bylo
odhadnuto pomoci candleru (Weller 1956).

Kazdé hnizdo bylo az do vylihnuti dlat v ptiméru jednou do tydne navstiveno a
zkontrolovano. Bhem kazdé navdty byl zaznamenan stav hnizda a bylo rozliSovano
mezi uspdSnym hnizdem (vylihlagast&né vylihla ¢i lihnouci se vejce), aktivnim
hnizdem (indikace, Ze samice stale sedi na vejgigh jeSt snasi) a neugpnym ¢i
neaktivnim hnizdem (predované — mrtva santicenicena vejce; nebo opusie —
sniSka chladna a mokrd). Radnbyly zapisovany veSkeré zny ve velikosti sasky;,
jako snizeni jeji velikosti vlivem predace vyhozenim vejce z hnizda, nebo naopak

zvySeni po fidani dalSich vajec (nalezenych v hriizgtbo jeho okoli).

2.2.1 Sbhér vzork i z nalezenych hnizd

Z kazdého hnizda byly sbirany vzorkyftipekteré si samice z&mé vytrhava na
pocatku inkubace a nasledlrje pouziva k fikryvani vajec (Kreisinger & Albrecht
2008). Obrysoveé gebylo sbirano v mnozstvi 10 az 20 kusa hnizdo. Pokud bylorip
prvni nav&veé hnizda nalezenoihis malo péi v hnizdnim materialu, bylo dalSi ipe
shirano i Bhem nasledujicich na¥st hnizda, nebo byl@éast&né nahrazeno sibem

prachového pé samice. Sebrané fdylo umiséno do ozn&enych obalek a naslegn
pouzito na izolaci DNA (viz nize).

Vejce z opudtnych hnizd byla umisha do papirové krabice, ozfema stejd jako

hnizdo, ze kterého pochazela, a odvezena do tesianice v Divicich. Zde byl
prozkouman obsah vejce. Pokud vejce obsahovalotedose zarodaym diskem,
prokrvenou tkd nebo mrtvé embryo, byly Znpodebrany vzorky zmimych struktur a
umiseény do mikrozkumavek s 1 ml 96% ethanolu (objemowgngr vzorek:ethanol byl
1:10) a uchovany v mrazicim boxti g#20°C.

U piipadt usgsne vylihlych hnizd byl prozkouman hnizdni material palivé

prohledano okoli hnizda zaelem nalezeni co nejtsiho p@tu membran z wjSich
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skaapek obsahujicich prokrveny chorionalantois. Bylezbytné sesbirat tyto
membrany do jednoho tydne od vylihnuti, néldelSi prodleva vedla k snizeni kvality
DNA izolované ze vzonk (osobni zkuSenost). Sesbirané membrany byly ugusen
vzduchu za pokojové teploty. Kazdy kousek membrngaly byl uchovan v samostatné
obalce <islem vejce (pokud se jej z ulofnkska'apek podglo zjistit) a popisem
hnizda, ze kterého dané vejce pochazelo, aby seardlb kontaminacim mezi
jednotlivymi membranami.

V piedchozich letech (2004-2006) byly na &dku rovréz sebrany vzorky krve samic
polaka velkého. Tyto vzorky byly uchovany v mikrookavkach s 1 ml ethanolu
v mrazicim boxu $ -20°C a pouZity v této praci pro prvni testy pat®nélnich
vhodnych primel a rovréz pro tvorbu genomoveé knihovny.

2.2.2 lzolace DNA ze sebranych vzork

DNA byla ze vzork extrahovana pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (@iag Ve
vSech pipadech (izolace z krve, jinych tkani,ipa membran) byly pouzity protokoly
doporiené vyrobcem.

DNA od hnizdicich samic byla extrahovana z 4-6 gglsranych v hnizd Pro izolaci
DNA byla pouzita 5-7 mm dlouh&ast brku obsahujici jak spodni pupekniculus
inferior), tak horni pupek umbiculus superior). V piipac, Ze hnizdni material
obsahoval pouze prachovérpddONA byla extrahovana z 10-15 per. Pro extrakBiAD

z membran byl pouZit 3-4 nfmvelky kousek membrany obsahujici prokrveny
chorionalantois. Izolace DNA ze vzdrkevylihlych ml@at nebo embryonalnich tkéni
byla provedena z asi 1 g tkarV kon&né fazi izolace byla extrahovana DNA eluovana
pomoci 50 pl (pro vzorky z pi¢ nebo 120 ul (pro vzorky krve a tkani) AE pufru.
Nasledi byla na spektrofotometeru NanoDrop 1008&@na kvantita (ng/ul) a kvalita
(OD260/OD,30, OD2go/OD2g0) izolované DNA. Koncentrace DNA ve vSech vzordigia
posléze standardizovana na hodnotu od 10 do 20 pgfoci gidaného AE pufru.
Izolovana DNA byla uchovavana v lednicii p4°C pro rychlé zpracovaniébem
n¢kolika tydni ¢i mésiai, pro delSi skladovani byly umésia v mrazicim boxu do -
20°C.
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2.3 Mikrosatelity

2.3.1 Testovani mikrosatelit G na polaku velkém

Pro analyzu byl testovan panel 47 prilhewvedenych v Dodatku 1. 32 prindebylo
pavodré pouZito v pedchozi studii na kackhndivoké @nas plathyrhynchos, viz
Kreisinger et al. v tisku). Zbylych 15 primér bylo dohledano v publikacich a
databazich. Tento panel prinidoyl malo polymorfni a zarowemely primery nizkou
hodnotu pro ufeni prvniho rodie. Bylo rozhodnuto najit nové primery specifick® pr
polaka velkého za pomoci nowytvoirené genomové knihovny. Genomova knihovna
byla pripravena ve spolupraci s Dagm@izkovou z UBO AVCR v Brns a Martinou
Wskocilovou z Oddaleni botaniky a zoologieiP MU. K zvySeni pravépbodobnosti
ziskani sekvence primer specifickych pro oblasti mikrosatéiit byly pomoci
oligonukleotidovych sond vyhledavany pouze Usekyabinjici dva typy repetici,
konkrétre (ATCT)x a (TGX. Podrobny postup je popsan yilgzeném manuskriptu
v Dodatku 3.

Pro 17 vybranych mikrosatelitovych loKusyly optimalizovany podminky PCR
s vyuzitim 3 set primeffi (10 ziskanych z genomové knihovny a 7 z mezidryblov
testi, Tab. 1). Geneticky polymorfismus vybranych lokiyl testovan na vzorcich z 37
jedinai polaka velkého z hnizdni lokality Ddee. Pro vSechny lokusy byly
nasyntetizovany fluorescé&m znaené forward primery uvedené v Tab. 1. Pro &¢aék
smés byl pouzit Qiagen multiplex kit (Qiagen). PCR&nse skladala zuB DNA, 4yl
PCR master mix aul primer mixu uvedenych v Tab. 1. PCR reakce seésx 15 min
denaturaceip 95°C nasledované 35 cykly skladajicimi se z éhaturaceip 94°C po
dobu 30 s (ii) nasednutitip 57°C pro set 1, 2 a 55°C pro set 3 po dobu q0bi)s
prodluZzovani fi 72°C po dobu 60 s, a uké&na byla prodluzovaci fazifipe0°C po
dobu 30 min.

Smes pro fragmenti analyzu se skladala z 0,256 velikostniho standardu LIZ 500
(Applied Biosystems) a Ll PCR produktu dopkného do 10ul formamidem. Tato
smes byla denaturovanaripteplog 95°C po dobu 5 min. Fragmenty byly ¢teny
pomoci sekvenatoru ABI Prism 3100 Avant Gentic Anat (Applied Biosystems) v
sekvenani laboratdi PirF UK.
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Tab. 1: Charakteristika 17 novych mikrosatelitovych lokugestovanych na vzorcich 37 jedincich polaka \reské

Lokus Velikost (bp) A Ho He F(Null) Multiplex Fluorescenéni Koncentrace
barvivo primer @
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
Smoll 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 - pcet alel, Ho- pozorovana heterozygotnolk - ocekavana heterozygotnost, F(Null) - frekvence nubbvalel, Koncentrace primier
molarni koncentrace jednotlivych prindgjumol/ul) v 1 pl smesi.
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2.3.2 Analyza testovanych mikrosatelit U

Vystupy z fragmeniai analyzy byly dale analyzovany pomoci programuébéarker
v. 1.70 (www.softgenetic.com), ktery umoznil ¢t délku (v bp) jednotlivych alel po
piihlédnuti k gipadnému vyskytu artefaktin vitro amplifikace (stutter bands, +A
alely).

V programu Cervus 3.0 (Kalinowsgi al. 2007) byla pro testovanych 37 jedinarcena
otekdvana a pozorovana heterozygotnost, frekvencaevych alel (alely, u kterych
nejsme schopni detekovat produkty hakvili mutaci v mist¢ nasednuti primeru),
pravdpodobnost chybného vyldeni potencionalniho rotk, pokud plati nulova
hypotéza, Ze dany jedinec je réelin daného mlade na zéakladl testovaného setu
lokusa (non-exclusion probabilities) a frekvence nulovyalkel pro jednotlivé lokusy.
Pomoci programu GENEPOP v. 3.4 (Raymond & Rous3@h)lbyla testovana vazebna
nerovnovaha mezi jednotlivymi lokusy. Zivbdu vicenasobného porovnavani mezi
testovanymi lokusy byla pro vypet pravépodobnosti chyby prvniho druhu (zamitnuti
nulové hypotézy festoze je spravna) pouzita Bonferroniho korekce.

V dalSich analyzach bylo k testovanym vzorkod polaka velkéhoAgthya ferina, 37)
piidano i 42 vzork od poladka chochotky (Aythya fuligula), neba@ u tohoto druhu byl
pozorovan vedle CBP i IBP (Badt al. 1992) a pro nasi studii bylaiéZité otestovat,
zda jsme schopni pomoci nami testovaného setuvalgemr odliSit oba druhy.
Hodnota F; (Weir & Cockerham 1984) mezi druhy polak velky @gk chocholaka
byla ugena ot za pouziti programu GENEPOP v. 3.4. Pro stanosemdpnosti naSich
.markeri“ odliSit jedince polaka velkého, respektive polaladocholgky, od
piipadného hybrida vzniklého #kenim &chto dvou druh, byla pouzita simulace
provedena za pouziti programu Hybridlab v. 1.0 [®¢e et al. 2006). Nejprve byly
vybrany genotypy poldka velkého a polédka choatiglaz analyzovanych jedifi¢c u
nichz hodnota g (duje pravépodobnost, s jakou je dany jedinatrgzen k gkteré ze
sledovanych skupin) byla hodnota vysSi nebo rov88 @odle programu Structure v.
2.3 (Hubiszet al. 2009). Z multilokusovych analyz program Hybridlab 1.0 u
jednotlivych lokus stanovil frekvenci alel pro populaci jak polakdkéio, tak i polaka
chocholgky. Pomoci téhoz programu byly naslédnasimulovany oba ro&thivské
genotypy (poladka velkeého a polaka chochiklg a genotypy hybridni. Od kazdého
druhu a kazdé hybridnfitdy (F, F, a zgtna Kizeni) bylo vytvéeno 100 genotyp
Simulované genotypy byly s pouzitim K = 2 (kde Kp@et samostatnych genetickych
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skupin, optimalni hodnota K byladen podle metody Evana al. 2005) (,admixture”
model) z@gtné testovany v programu Structure v. 2.3 préeani efektivity odliSeni
hybridd. Patet opakovani MCMC byl 100 000 krbkpo 500 000 krocich burn-in
periock.

2.4 Vnitrodruhovy hnizdni parazitismus

Pro analyzu vnitrodruhového hnizdniho parazitismiy bouzity vzorky z 252 midat
(z celkového mnoZstvi 281 analyzovanych vadrkteré spiovaly kritérium (g> 0,9).
Zbylych 29 bylo vyazeno po analyze v programu Structure v. 2.3, jakaidruhovi
paraziti (IBP) ¢i jako potencionalni hybridi. Jako hré&ni kriterium pro ukeni
vnitrodruhového hnizdniho parazitismu byla zvolsitaace, kdy se analyzované ndad
liSilo od samice alespiove dvou analyzovanych lokusech, z nichZz minirdddro jeden
z nich byli oba jedinci identifikovani jako heteggoti (Kreisinger et al. v tisku).
VSechna mldata byla analyzovana v programu Cervus 3.0 pitazeni jednotlivych
mladat k jejich pravépodobnym matkam. Do analyzy byly pouzity vzorky% samic
Z roku 2008 a 19 samic z roku 2007. Samice z rdddi yly do analyzy Zazeny,
jelikoz se nam prawgodobr nepodélo v jedné hnizdni sezén(2008) podchytit
vSechny hnizdici samice (nenalezeno hnizdo, sakimdéla v daném roce pouze
paraziticky atd.) na dané lokalitZarazeni vzork samic z roku 2007 pomohlo &sit
pocet samic, ke kterym bylafipazovana midiata ze sezony 2008, nebdiky jevu
samti fidelity (ndvrat na hnizdi§tz p‘edchozi sezony) bylo velmi praygbdobné, Ze
se na dané lokafitvyskytovaly tytéZz samice v obou hnizdnich sezonBiésleds byla
provedena simulace parametpro odhad LOD a delta (parametry proceni
nejpravépodobréjSiho rodée) za pouziti &chto parametr. 100 000 potomk 100
kandidatnich matek, podil matek, od kterych nelaygkany vzorky, 50%. Podil chy®én
uréenych lokué byl stanoven na 3% a podil celkouréenych (,genotypovanych®)
lokusi na 95%. Minimalni peet lokusi potebnych k jednozrimému gitazeni matky
byl uréen na 7. Na zakladeéeto simulace byly stanoveny konfigen intervaly - striktni
na 95%, volné na 80%. Nasleédrbyl pomoci programu Cervus 3.0 ¢an
nejpravépodobrEjsi rodi pro jednotlivAd ml&ata.
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2.4.1 Pribuzensky vyb ér

Pro testovani, zda v nami sledované populaci gristijaka prostorova struktura (nap
hnizcni pribuznych jedingé ve vzajemné blizkosti), jsme pouzili permirta test.
Analyza byla provedena zvidSpro roky 2007 a 2008. Nejprve byly stanoveny
piibuzenské koeficienty mezi vSemi testovanymi samic@avzajem v programu
KinGroup (Konovalowet al. 2004, vzorec podle Queller & Goodnight 1989). &g
byla pomoci GPS s&adnic utena vzajemna vzdalenost mezi vSemi sledovanymi
hnizdy. V permuténim testu byly n&hodn 10 000x promichany ftfbuzenské
koeficienty a Udaje o vzdalenostech mezi hnizdyaazéklad této simulace byly
stanoveny konfidami intervaly (cl) pro odhad stmice vztahu mezi fjbuznosti a
vzdalenosti hnizthi. Ty byly porovnavany se skdteou hodnotou s#mnice linearni
regrese z naSich dat.

Dale bylo testovano, zda parazitregnosiiuje @i parazitaci pibuzného hostitele nebo
ne. Analyza byla provedena pro dvojice hostitelaragit, u kterych byla usgpre
identifikovana paraziticka samice (celkem 42 dJojig analyzy byly vyazeny 4
dvojice, u kterych byla identifikovana opakovanaaaiticka udalost. Celkem se tedy
pracovalo s 38 unikatnimi dvojicemi hostitel — @traPomoci permutaiho testu byla
provedena simulace, kdy byly ndheédhO 000x promichanyifbuzenské koeficienty
vSech moznych dvojic hostitel-parazit, a na zaklgmbrovnani této simulace se
skute&nymi hodnotami byly stanoveny cl mezdalenostmi hostitele a parazita

Posledni testovanou hodnotou byla vzdalenost mezdbem hostitele a vlastnim
hnizdem parazita (parazitické samice, u kterychyloebalezeno vlastni hnizdo, byly z
analyzy vyazeny). Analyza byla stgjnjako v gedchozim fpact provedena pro
dvojice hostitel parazit, u kterych byla @Spé identifikovana paraziticka matka
(celkem 30 dvojic). Pomoci permtitdho testu byla oft provedena simulace, kdy byly
nadhodi 10 000x promichany vzdalenosti mezi vSemi moznvjicemi hostitel-
parazit, a na zakl&jporovnani této simulace se skirtgmi hodnotami byly stanoveny

cl pro gibuzensky vztah mezi hostitelem a parazitem.

2.4.2 Analyza dat

Ziskanad data byla analyzovana pomoci statistickhegramu R v. 2.11.1 (R

Development Core Team 2010).
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Data v souborech nebyla vzajetnmezavisla, a proto bylagtSina tdaj o Usg@Snosti
lihnuti vajec vyhodnocena pomoci zob&egho linearniho modelu se smiSenymi efekty
(Generalized linear mixed effect models - GLMMsjerk predpoklada binomické
rozc&leni chyb a pouziva logit link funkci. Do mixovaryeodel (analyza dat s vice
promennymi ovliviwjicimi testovanou hypotézu) byl pro kontrolu vliggeudoreplikaci
promennych vloZzen nahodny efekt, kterym byla identitaizda. Pro ozngeni
aspesnosti lihnuti daného vejce byla pouzita binarrongnna (0, 1, tj. neusgné
vs.usgsné lihnuti). Dale byla pouzita mnohonasobna regneso analyzu velikosti
sniSky. DalSim testem byl GLM (zobesy linearni model), ktery byl vyuZit na
analyzu vlivu synchronnosti hniadi (IS) a ndasovani hniz¢hi na pravépodobnost
vyskytu parazitismu. Synchronnost hniad byla utena z pétu samic sotasré
hnizdicich v jedné sezéma dané lokalt Zakladnim pedpokladem byla velikost
sniSky 10 vajec, £ehoz vyplyvala 10 denni doba kladeni (Afton & Pauli992). Pro
kaZzdou samici ze znamého dnegibu inkubace zfin¢ urceno gchto 10 dni kladeni na
zaklad predpokladu, Ze samice zasedne aZz po nakladeni pdstesejce (Afton &
Paulus 1992). Indexem synchronnosti pro kazdou gapak byl ozna&en pongr
soutasre kladoucich samic ku celkovému gbo sledovanych samic. Basovani bylo
uréeno jako za&atek inkubace a bylo dofeno az zgtné podle stadia inkubace
nalezenych vajec senych pomoci candleru (Weller 1956).¢dtek inkubace daného
hnizda byl oznén jako psadi daného dne v roce (1. leden ~ den 1).

Z pavodniho plného modelu byly postupmdstragny veliciny, které signifikanti
negispivaly k vys¥tleni variability, pomoci zfného (backward) odstrami
proménnych. Mira signifikance interakce mezi @8posti lihnuti a ostatnimi
proménnymi byla testovana pomoci maximum likelyhood aatiéstu. Koneny tzv.
minimalni adekvatni model (MAM) zahrnoval pouze mpéané, jejichZz odstrami by
vyrazré ovlivnilo vyswtlovaci schopnost modelu (pro statistickou vyznashno <
0,05) (Crawley 2002). Odhady parantietr tabulkach byly uvedeny az po statistické

kontrole na vSechny ostatni prénmé v MAM.
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3. Vysledky

3.1 Mikrosatelity

Pomoci no¥ vytvorené genetické knihovny (2.3.1) bylo ziskdno 10apgrimert
specifickych pro poldka velkého (viz Tab. 1), ktelly spolu se 7 pary
primeri ziskanych ze studii na jinych druzich pouzity n&rosatelitovou analyzu
nasich vzork.

Pro nami vybrany panel 17 mikrosatilitbyly stanoveny H H, (o¢ekavana a
pozorovana heterozygotnost) pro jednotlivé lokugylokusi AF08, AF22, Aphl3 a
Caud013 jsme detekovali signifikantni odchylku odrdty - Weinbergovy rovnovahy,
(viz Tab. 1). Mezi lokusy AF08 a Apll2 byla stanoee signifikantni vazebna
nerovnovadha (p < 0,0001), &hoZz vyplyva, Ze jejich alicnost neni nezvisla a
piedavaji se tak do dalSich generaci spwlePravépodobnost, Ze budou dva jedinci v
populaci sdilet identicky genotyp, byla stanovenagpci panelu 17 mikrosatelina Pl

= 6,26 x 10 Dale byla u nasich lokéisvypaitena pravépodobnost chybného
vylouéeni prvniho potencialniho ra@i (non-exclusion probability of first parent =
0,0051) a pro druhého ragi (non-exclusion probability of second parent <000 a
byly by tedy dostéujici pro studium CBP.

Hodnota kr byla stanovena pomoci programu GENEPOP v. 3.4 audiu 0,314.
Muzeme tedyici, Ze populace polaka velkého a poladka chochkglgsou dostatiné
odtlené a Ize je pomoci nami zvolenych testovanychudbkodliSit. Pomoci
pouzivanych lokus bylo také mozno v nami simulované populaci rozpdzh00%
rodicovské genotypy pro; & 0,80. Steja tak byli v nasi simulaci vSichni simulovani F
a R, jedinci sprava urceni jako hybridi. B pouziti stejného kritéria (¢ 0,80) i pro
zpstna Kizeni (Bx), byla prawgpbodobnost faleSného izeni hybrid k rodicovskému
genotypu 28 %. Po #@sreni kritéria na g > 0,90 se pravgodobnost faleSného
zarazeni snizila na 5 %. 90% cl intervaly byly stamgve rozmezi 0,18 a 0,82 pro
pravdpodobnost firazeni jedince k dkteré ze sledovanych skupin. Na zaklad
vysledki ze simulované analyzy byla tedy zvolena hranice ptifazeni jedince
k jednomu z obou druhg > 0,90. Pro tuto hranici bylo identifikovano catkeé8 vajec
jako IBP. DalSich 21 vajec jsme pomoci programwudtire v. 2.3 identifikovali jako
potencialni hybridni jedince. Zbytek vajec (252)pp@olaku velkému.

26



A A. ferina A. fuligula F1 F2 Bx A. ferina Bx A. fuligula

B A. ferina A. fuligula vejce
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Obr. 3: A) Graf Bayesovské analyzy v programu Structur@.8 pro simulaci rodbvskych
genotyp, F,, F, a zgtnych KiZzeni (Bx). Program byl nastaven na K = 2. Kazdjirjec je
reprezentovan vertikdlnim sloupcem a batewznaen dle pisluSnosti k nélezZité skupin
(cervené — polak velkyA. ferina, zelend — polak chochdalea, A. fuligula). Genotypy byly
simulovany v programu HybridLab v. 1.0 (Nielserakt2006).
B) Graf Bayesovské analyzy znéaiojici analyzované vzorky.

3.2 Vnitrodruhovy hnizdni parazitismus

Celkem bylo v hnizdech polaka velkého nalezeno 88jec, z nichz 366 bylo
identifikovano jako nélezici polédku velkémiupoldku chocholéce. Material na izolaci
DNA byl ziskan celkem z 281 vajec, zbyla vejce blglal’ neoplozena, zpredovana,
zkazen&i nebyly dohledat blany a nebylo z nich tedy moizwdovat DNA. Ze vSech
vzorkii pouZzitych na izolaci byla uggne ziskana DNA.

Pomoci nédmi zvoleného kritéria bylo identifikovaraelkem 39 % (98 z 252)
parazitickych vajec (CBP). Celkem bylo v naSi pepularazitovano 89 % (25 z 28)
hnizd, ktera byla analyzovana pomoci mikrosditelit

Z analyzy v programu Cervus 3.0 byly identifikovamytencionalni samice-matky pro
42 parazitickych vajec pro volné kriterium (80% Kdancni intervaly), z toho v 27
piipadech Slo o vejce nakladen&zmymi samicemi. Pro striktni kriterium (95%
konfidertni intervaly) byly identifikovavany potenciondlniarsice-matky pro 11
parazitickych vajec, z toho v %ipadech Slo o unikatni samice. DalSi analyzy gnbb
pouze s Udaji ziskanymi pomoci volného kriteria.9%420 z 27) parazitujicich samic
vedle parazitace inkubovalo i vlastniiSku.
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3.2.1 Pribuzensky vyb ér

Pomoci permutaniho testu bylo nejprve testovano, zdépzni jedinci hnizdi pobliz
sebe. Konfide#ni intervaly pro srérnici regresni gmky byly stanoveny mezi -2,393 x
10° a 2,490 x 10. Pro na$ set 58 samic byla stanovena hodnotgnara regresni
piimky -3,251 x 10. S rostouci vzdalenosti mezi jednotlivymi hnizegyt klesa
piibuznost pislusnych hnizdicich samic (viz Obr. 4 a 5).

Dale bylo pomoci permutaiho testu testovano, zda byl wybhostitele &jakym
zpisobem ovlivin vzdalenosti hostitelského hnizda a vlastniho daniparazita.
Konfideréni intervaly pro srrnici regresni fimky znazofiujici vztah mezi
vzdalenostmi hostitele a parazlgly stanoveny mezi 8,5 a 2 149,2 m, tedy koginoké,
patrré vinou omezeného mnozstvi dat. Pro nas vybrany@etamic byla stanovena
praimérnd hodnota 875,9 m. Vzdélenost na prostorové Skaiei studované lokality
tedy nendla vliv na vykEr hostitele (viz Obr. 6).

Posledni otazkoudeSenou pomoci permudtdho testu byl fibuzensky vztah mezi
hostitelem a parazitem. Konfidéari intervaly pro smé&nici regresni fimky byly
stanoveny mezi -0,3772 a 0,3829. Pro ndmi vybrammjek 38 dvojic hostitel - parazit,
u kterych byla usgsre identifikovana parazitickd samice, bylaip®rna hodnota 0,043.

Role gibuzenského vyru tedy také nehrala roliifpvybéru hostitele (viz Obr. 7).
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Obr. 4: Vztah mezi vzdalenosti mezi nalezenymi hnizdytiayznosti pisluSnych samic pro
vSechny mozné dvojice v populaci polédka velkéhorpky 2007 a 2008. Na ose x je uvedena
vzdalenost v m, na ose Yipuzenské koeficienty. Sklon regresiiingky je -3,251 x 10.
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Obr. 5: Stanoveni konfidemich interval (-2,393 x 10 a 2,490 x 10) z permutaniho testu
pro vzdalenosti mezi nalezenymi hnizdy #&bpznosti pisluSnych samic. Na ose jsou
znéazorgny sklony regresnich ¥fnek, na ose y frekvence. Sipka zndzge hodnotu

stanovenou pro nase data (-3,251 X, ¥0= 58).
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Obr. 6: Konfidertnimi intervaly (8,5 a 2 149,2 m) pro vzdalenost ntexstitelem a parazitem
ziskané na z&kl&dpermuté&niho testu. Na ose x je znazéma vzdalenost v m, na ose y jsou
getnosti jednotlivych hodnot. Sipka znéoje prtimérnou vzdalenost mezi hostitelem a

parazitem ziskanou z naSich dat (433,9 m, n = 30).
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Obr. 7: Konfidereni intervaly (-0,3772 a 0,3829) pro koeficientfquznosti mezi parazitem a
hostitelem, ziskané na zikkadpermut&niho testu. Na ose X jsou uvedenyibpzenské
koeficienty, na ose y frekvence vyskytu. Sipka mméizie hodnotu ziskanou z nasich dat (0,043,
n = 38).
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3.2.2 Nacasovani hnizd éni

Pomoci statistického testu GLM (binomické réledi chyb logit link funkce) jsme
testovali, zda md&ynchronnost hnizdni (IS) a/nebonaasovani (zatatek inkubace)
vliv. na miru vnitrodruhového hnizdniho parazitisniviz kapitola 2.4.2). Da se
piedpokladat, z&im vice samic hnizdidhem sezony sa@asrg, tim je vysSi i poet
potencionalnich hostitél coz nize ovlivnit miru parazitismu. Stejriak byla testovana
otdzka, zda nmsovani zé&tku inkubace qasny nebo naopak pozdni)ibe ovlivnit
vyskyt parazitismu. Z naSich dat nevyplyva, Ze mgeix synchronnosti (sklon = 0,759
+ 1,292 A Df = 1,%* = 0,348, p = 0,555} natasovani (sklon = -0,051 + 0,032 Df =
1,y* = 2,683, p = 0,101) &y vliv na podil parazitickych vajec ve &ce.

3.2.3 Velikost sn usky

Velikosti srmisky ze vSech testovanych hnizd byly vyhodnocenyqedmnohonasobné
linarni regrese. Bylo testovano, ktery z paratetejlépe vysetluje variabilitu ve
velikosti smiSky. Jako vysétlované prominné byly pouzity -poéet vlastnich vajeg
pocet IBP (mezidruhovy parazit) a&CBP (vnitrodruhovy parazit) vajec. Z naSich
vysledki vyplyva, Ze vSechny praimné vys¥tluji signifikantni podil populkéni
variability ve velikosti siSky dolie (F 24 = 10,078, p < 0,0001) a Zadny z parafetr
nelze z modelu vylatit, aniz by se sniZlia jeho prediktivni sila. VSeghti parametry
dohromady vysitlily velkou ¢ast variability (f = 0,6451). Variabilita ve velikosti
snisky byla ze 44 % vysi#lena pétem IBP vajec, ze 42 % pem CBP vajec a pouze
ze 14 % potem vlastnich vajec hostitelské samice. Z toho ywdl Ze pitomnost
parazitickych vejec vyznamrovliviiuje celkovou velikost grgky.

Nasled® byla pomoci linearni regrese testovana hypotéda, et parazitickych
vajec ovliviiuje velikost vlastni siEky hostitelské samice. Dle této hypotézy by hnizdo
s vice parazitickymi vejci #ho obsahovat ugrné meére¢ vlastnich vajec hostitelské
samice. Tato hypotéza byla testovana na 28 anaygah hnizdech. Podle naSich dat
se zd4, Ze parazitismus ged viastnich vajec hostitelské samice neamdje (F 26 =
0,4808, p = 0,4944, = 0,018). Samice tedy neredukuji cigmset vlastnich vajec ve

sniSce v zavislosti na ité parazitace (viz Obr. 8).
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Obr. 8: Znazorrni pastu parazitickych vajec v hnizds zavislosti na p&tu vilastnich vajec u
polaka velkého (R= 0,0183 n = 28). Osa X zna#aje paet vlastnich vajec samice, osay

pocet vajec parazitickych, bodygdstavuji jednotliva hnizda.

3.2.4 Lihnivost vajec

Lihnivost vajec byla vyhodnocena redukci piného GLMnodelu. Ws¥tlovanou
proménnou byl rozdil mezi lihnivosti vlastnich a parakiych vajec. PIny model
obsahoval vysitlujici promenné parazitace, 1S (index synchronosti - kolik samic v
nasi populaci kladlo vejce s&asrE), natasovani hnizéni (den, kdy samice zala
pravdEpodobré inkubovat), velikost sniSky a podil parazitickychvajec v daném
hnizc. Celkovy model prokazal signifikantni vliv paraae a IS (viz Tab. 2 a Obr. 9).
Oproti tomu vliv velikosti sisky, podilu parazitickych vajec a zbylych interakoézi

zjistovanymi parametry nebyl fkazny.
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Tab. 2: GLMMs pro lihnuti ml@’at

Estimate SE Chi D.f. p
Intercept -8,172 13,996 0,379 1 0,5382
Parazit -2,358 0,481 29,276 1 < 0.0001
IS 5,154 2,090 5,786 1 0,0161
Nacasovani -0,009 0,078 0,012 1 0,9120
Velikost -0,053 0,125 0,180 1 0,6710
Podil -0,409 3,009 0,019 1 0,8903

Znézorrni vztahu (Estimates) mezi praymbdobnosti lihnuti a pragnnymi parazit v hnizc,

IS (index synchronnosti)yvelikost snisky a nafasovani (zde stanovené jako &ek
inkubace). Intercept — fis&iik osy y, estimate — sklon regrese, SE — standatdiia, Chi — chi
kvadrat, D.f. — stuph volnosti, p — pravépodobnost chyby prvniho druhu. Signifikantni
vysledky jsou zvyrazimy twné. Odhady jednotlivych efeitjsou kontrolovany na vSechny

proménné zahrnuté do minimalniho adekvatniho modelulédky byly zaokrouhleny.

Pravd épodobnost lihnuti vajec
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0,964

o T
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Obr. 9 : Znazorrni prav@&podobnosti lihnuti vlastnich vajec v porovnani sapaickymi vejci.
Zahrnuta byla pouze vejce, ktera byla &8p pritazena k polaku velkému. Osa y ukazuje
pravdpodobnost lihnuti vajeci@sné hodnoty jsou zobrazeny uysitoupd. U vlastnich vajec

byla lihnivost pikazre vySSi (Riasini= 154, Raraziticke= 98).
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4. Diskuze

Cilem této prace bylo prozkoumat miru vyskytu arakteristiky vnitrodruhového
hnizdniho parazitismu u polaka velkéhaiythya ferina) pomoci modernich
molekularnich metod. Za timtoc¢élem bylo nalezeno 10 novych polymorfnich
mikrosatelitovych lokus, které, spolu se 7 jizitve popsanymi lokusy, byly vhodné jak
pro vnitrodruhové rozliSeni jediac tak pro odliSeni polaka velkého od blizce
piibuzného druhu polaka chochéis.

Analyza mikrosatelit je metoda vhodna pro studium repro¢hikh strategii, u kterého
je poteba rozpoznat jednotlivé jedincedhem rékolika nasledujicich hnizdnich sezén
(stanoveni hnizdni fidelity§i v rdmci jedné hnizdni sezonyi ppétovném hnizdni
(Kreisingeret al. v tisku). N&S set novych mikrosatelitovych lokusyl navic vhodny i
pro analyzu alternativnich reprodumch strategii jako jsou mimoparové paternity a
vnitrodruhovy hnizdni parazitismus. Uékterych lokug vSak byla pozorovana
signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnbyaa je tedy prawpodobné, Ze
tyto lokusy obsahuji nulové alely. Tyto odchylky Intyp byt zpisobeny i pouhym
malym pd@tem analyzovanych vzoik Ffi analyze identifikace potencionalnich samic-
matek byl vzorek rozEn o dalSi samice, odchylky od H-W rovnovahy bydak stale
piitomné. V naSi studii bylo pozorovan@kolik jedinci, u kterych nelze vylatit
hybridni pivod (KiZzend polaka velkého a poladka chochiky, Aythya fuligila)
Existence takovychto mezidruhovychridendi ve volné pirodk byla jiz dive z
pozorovana a popsana, ale pouze na zéKkabtypovych znak (Randler 2008). Zda
se tedy, Ze nami testovany panel mikrosdtgét vhodny pro odliSenitkkend druhi
polaka velkého a chochdlay (viz Obr. 3). Pesto se tyto vysledky musi brat s jistou
rezervou, nehd pro analyzu frekvenci byl pouzit pouze maly vzoielinai a je
mozné, Ze nemusely byt zaznamenény vSechny alskytujici se v populaci.

Pomoci novych mikrosatelitovych lokugsme utili miru vyskytu CBP u polaka
velkého. Mezi testovanymi vzorky jsme identifikovaB9% vajec (98 z 252
analyzovanych vajec) jako parazitickych (CBP), mhejwtSi mnozstvi parazitickych
vajec zjisénych pomoci mikrosatetit jaké bylo dosud publikovano. Jiné studie wyiad
podstat& nizSi miry CBRP-9% u bernesSkydolici (Branta leucopsis, Anderholmet al.
2009), 10% u kachny divokéfas plathyrhynchos, Kreisingeret al. v tisku), 27 % u
kachntky karolinské QAix sponsa, Nielsenet al. 2006), 29 % u hohola severniho
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(Bucephala clangula, Reichartet al. 2010),¢i 29 % u kachnice kaStanov®xyura
jamaicensis, Jaatineret al. 2009). Parazitovano bylo celkem 89 % vSech anabmych
hnizd (25 z 28). Pozorovani tak vysoké miry paismi by mohlo byt potencian
zpiusobeno Spatnym odenim alel a tim padem i nespravnym azaram rékterych
vajec za parazitické. Nami zvolen&iftka pro odliSeni parazitickych vajec byla vSak
nastavena tak, aby naopak vedla spiSe k faleSn§tauceni parazitickych vajec, nez
k nespravnému ozeni hostitelskych vajec za paraziticka. Spatné&tedé alel by tedy
v naSem fipadc m¢lo pozorovanou miru CBP spiSe snizovat, nez zvySoluha
podezelych vzorki byla gresto izolace DNA a nasledna kontrolni fragmenitanalyza
provedena opakovanavSak vzdy s minimalnim efektem na ziskany vyeftedize tedy
vyloucit moznost, Ze by vysoka mira parazitce Zfigtv nasi populaci bylaidledkem
chybného zpracovani vzarkiebo nespravného adeni alel.

Hnizdni parazitismus fiZe mit gitom negativni dopad na fithess hostitelgid&ni
parazitickych vajec ndfklad zwtSuje celkovou velikost $i8ky hostitelské samice, jak
bylo pozorovano i v nami sledované populaci (vipit@a 3.4.3). Z¥tSena velikost
snisky miZze mit negativni dopad na lihnuti vajec (Eadie 1988 i sriSka &tSi, mize
to vést k prodlouzeni celkové doby inkubace vajepiimo snizit pravépodobnost
vylihnuti jednotlivych vajec (Gibbons 1986, Nielsenal. 2006). Z naSich dat vSak
vyplynulo, Ze lihnivost vlastnich vajec hostitelebgla parazitaci prakticky tbec
manipulativniho experimentu (Dugger & Blums 200@proti tomu parazitick& vejce
mela lihnivost podstath nizSi v porovnani s vejci hostitelskymi (viz O). To by
nagiklad mohlo byt zpsobeno naifiklad pozdnim nakladenim parazitickych vajec,
ktera se nestihla inkubovatgul opustnim hnizda hostitelskou samici (Anderhatal.
2009, Andersson & Waldeck 2007). Jinym wWtnim by mohlo byt cilené
piesunovani parazitickych vajec na okraji&ky, kde jsou inkukimi podminky obech
horSi. To by vSak vyzadovalo schopnost diskriminamzi vlastnimi a parasitickymi
vejci zaloZzenou na rozpoznavani vajec. Tato schetgeau druli s CBP pordrné malo
vyvinuta (Lyon & Eadie 2008) a nezda se tedy, Zemimhla hrat zasadni vliv. &&i
sniSky se tedy na zaklachaSich vysledk nelihnou mé# v disledku své velikosti ale
v disledku ¥tSiho podilu parasitickych vajec. Hostitelibe reakci na parazitismus
také zmenSovat velikost vlastni aSky, ve snaze optimalizovat celkovou velikost
snisSky na pijatelnou urové (Lyon 1998), V pipact polaka velkého vSak byla velikost
sniSky hostitele vicemeén konstantni, nezavisla na imi hnizdniho parazitismu.
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Uspdnost hostitelské samice tedy nebyla z tohoto pohlgarazitaci nijak negati¥n
ovlivnéna. To potvrdil i vysledek dalSi analyzy, v nizdyhriabilita ve velikosti sisky
nejlépe vyswtlovana pdétem vlastnich vajec, gtem vajec mezidruhového parazita a
poétem vajec vnitrodruhového parazita. Nejmenast této variability bylo mozno
vyswtlit pravé poctem vlastnich vajec ve gsce.

V nami sledované populaci bylo pozorovéano, Ze 74(20 z 27) parazitujicich samic
melo vedle parazitace v dané hnizdni s&zbwmlastni hnizdo. Vzhledem k tomu, Ze je
prakticky nemozné nalézt vSechna hnizda v danditdka vibec odhadnout velikost
celé lokality, kde dana populace hnizdi, nelze Witp Ze zbylych 8 parazitickych
samic roviZ vedle parazitace inkubovalo i vlastniaSku. To, Ze fevazna wutSina
parazitickych samic byla zaraveschopna odchovat svoji vlastniusiku, podporuje
hypotézu dobré&tesné kondice (Andersson & Ahlund 2000, Reicleadl. 2010), jako
hlavni divod pro vyskyt CBP v nami studované populaci. Hgpat dobré desné
kondice totiZ pepoklada, Zze pokud je samice ve vyborné kondieisthopna snést vice
vajec, nez by zvladla poZj UspssSre inkubovat, je pro ni vyhodijsi tato vejce navic
snést do ciziho hnizda. Radénpripada v Uvahu hypotéza rozlozZeni rizika predacg, kd
samice rozmighim svych vajec do vice hnizd zvySuje prgpabobnost, Ze alesfio
néktera jeji vejce nebudou predovana a &sp se vylihnou. VWsoké procento
parazitickych samic, které zaravankubovaly vlastni sisku, spolu s faktem, Ze
celkova mira CBP byla v nasi populaci velmi vysgi@jkazuji na paténnizké naklady
na parazitaci. Zda se, ze ani cena za parazitadhgstitele nebylaiflis vysoka nebt
parazitismus neth zjevny negativni vliv na lihnivost hostitelskyefajec (viz Tab. 2).
Nema-li parazitismus vyrazny vliv na hostitele, @enmostitel pdebu vyvijet
specifickou obranu proti parazitovi (LyonEadie 2008 polaka nebyla pozorovana
v manipulativnim experimentu Zadna obrana vlastnifmzda ped potencialnimi
parazity (Honzal al. 2009), coz podporuje z&y vyvozené z nasich vysledlktedy Ze
parasitismus (CBP) neni u polaka velkého pro hadstityraznou zé¥i.

Nizka cena za parazitaci pro hostitele je jednirhlavnich pedpoklad pro existenci
vlivu ptibuzenskéeho vydru na miru CBP (Andersson & Ahlund 2000, Lopez-3aeu
& Kokko 2002). V poslednich deseti letech bylo pkidwvano rekolik praci, které byly
zangieny pra¢ na studium role iffbuzenského vydsu ve vnitrodruhovém hnizdnim
parazitismu. Nkolik téchto studii prokazalo, Ze parazitijedinci skuténé preferuji gi
parazitaci pibuzné samice (Andersson & Ahlund 2000, Nielsed. 2006, Waldeck &

Andersson 2006). Jiné tento vliilpuzenského vliv neprokazali (Semel & Sherman

36



2001, Poysa 2004). Tyto studie vSak, na rozdil a@ddils potvrzujicich vliv
piibuzenského vylyu, byly provedeny bez vyuZiti molekularnich martkepro
zkoumani miry CBP. Zatim byla publikovana pouzeanédstudie provedena pomoci
molekularnich markér Tato studie neprokazalaimy vliv ptibuzenského vysu na
volbu hostitele parazitem u CBP, avSak newilau vliv ptibuznosti na lepSi
synchronizaci hnizthi (Anderholmet al. 2009). Zda se tedy, Ze existuji minimaln
urcité mezidruhoveé rozdily v tom, zda a do jaké mayas CBP uplatiuje piibuzensky
vybér. Fribuzensky vztah mezi parazitem a hostitelem vSaikembyt i pouhym
dusledkem silné filopatrie, pokud parazitické sammednost® parazituji samice
hnizdici v blizkém okoli (Andersson & Waldeck 2Q0Wnizdni pobliz gibuznych
bylo prokazano u &kolika populacich u kajky nieké (Andersson & Waldeck 2007,
McKinnon et al. 2006, Sonsthagest al. 2010, Waldeclet al. 2008) a berneskyelolici
(Anderholmet al. 2009). Naopak nebylo prokdzano u hohola severgiaatineret al.
2009), to vSak mohlo byt apobeno pouze malym vzorkem analyzovanych jedinc
U ndmi studované populace byl prokadzan trend hnipdbliz gibuznych jeding
prokazan byl (Obr. 4 a 5). Tato struktura populan&e vzniknout jednak vlivem
piimého rozpoznavaniripuznych jeding, nebo jako dsledek filopatrie. V naSi studii
bylo pozorovano, Ze parazitické samice parazitigineu nérou sousedni samice (od
zhruba 8,5 m) i samice hnizdici v&3i vzdalenosti (az do 2 149 m). Je tethjmé, Ze
piipadny pibuzensky vztah parazita a hostitele by nemohluygtiovan pouhym
dusledkem pednostni parazitaceipuznych jeding hnizdicich v blizkosti. Z naSich dat
vSak vyplyva, Ze gimérné gibuznost mezi parazitem a hostitelem se neliSiauthbty
pramérného koeficientu iibuznosti v celé populaci, nedochazi tedy k zadnému
cilenému upednostiovani, nebo naopak vyhybani séibpzrgjSim jedin@m pri
parazitaci. Tento vysledek byl shodnyt hylo pcitano se vzorky vyhovujicimi
volngSimu (n = 38), nebo striktnimu kriteriu (n = 9,t@laneuvedena) profipazeni
samic k jednotlivym vejcim. Dle naSich vyslédke tedy zda, Ze u polaka velkého
pravdEpodobri piibuzensky vybr nehraje gimou roli @i vybéru hostitele parazitem.
Mezi faktory, které maji potencial oviievat miru CBP, p@t naasovani a
synchronizace hnizdi (Waldeck & Andersson 2006). Da se fiklad predpokladat, ze
na z&atku a na konci hnizdni sezony hnizdi zatoeelkow nizsi p@&et samic nez
v pribéhu sezény. Samice hnizdici na&aku hnizdni sezény jsou vystaveny nizSimu
riziku parazitace nez samice hnizdici ke konci sgzBaet parazitickych udalosti by

se tedy mil zvySovat smirem ke konci hnizdni sezony. Zarévaati, Zecim vice samic
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soutasre hnizdi (lepSi synchronizace samic), tim vice jeepcionélnich hostitél pro
parazity. LepSi synchronizace acasovani hnizghi ke konci hnizdni sezony byeh
pozitivné korelovat s mirou CBP. Z dat ziskanych z naSicbrkiz vSak nevyplyva
zadny Zejmy vliv ani jedné z &hto sledovanych vein na miru CBP. Vliv
synchronizace hnizdi byl testovan row¥g z pohledu usgnosti lihnuti vajec. V tomto
piipadt byl pozorovan pozitivni vliv synchronizace na iNost. Pravdpodobnost

lihnuti naopak nebyla nijak ovli¢na n&asovanim hnizthi.
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Zaver

Cilem této prace bylo nalézt mikrosatelitové lokutpdné pro vnitrodruhoveé odliSeni
jedinal polaka velkého pro studium alternativnich repragigh strategii u tohoto
druhu, konkrétaé pro studium vnitrodruhového hnizdniho parazitig@BP).

Tento set mikrosatetitbyl navic vhodny i pro mezidruhové odliSeni polédktékého od
polaka chochokky a bylo jim mozZné rozpoznat i mezidruhovéZzknce obouéthto
druhi.

Bylo pozorovano, Ze hnizdici samice v nasi studéveopulaci hnizdni fiednostg
pobliz @ibuznych samic. Parazitické samice si vybiraly patitele stejnou ®rou
samice hnizdici v jejich blizkosti i samice hnizdia vzdalegSich mistech. Nicmén
jakékoliv role gibuzenského vysu ve voll® hostitelské samice parazitem nebyla
pozorovana.

Zda se, Ze parazitické samice v nami studovanélaciprolily parazitismus nejspiSe za
Gcelem zvySeni své plodnosti, neébeétSina z nich byla vedle parazitace schopna
aspesre inkubovat i vlastni sisku. Cena za parazitaci je tediejmé pro parazitujici
samici pomdrné nizka, timz souhlasi i fakt, Ze byla pozorovana dosud rEivynira
CBP zjisénd pomoci molekularnich markeru vrubozobych. Saasré bylo
pozorovano, Ze hnizdni parazitismus vysanesSkodi ani hostiteli, nebgoarazitace

nentla vliv na velikost vlastni sigky hostitele, ani na lihnivost hostitelskych vajec

Pozorovana data by se do budoucna dala gadgpmalyzou vzork z vice sezon. To by

v

navic pomohlo k ziskanii@srejSi predstavy, o kolik je hnizohi kombinované s
parazitismem vyhodij§i nez hnizéni samotné, tedy jaké vyhody to parazitokinpsi.
Nami zvoleny set mikrosatelitoy rovrez mohl byt potencionatnvhodny i pro studium
hybridizace mezi polakem velkym a polakem choatiaa, napiklad pro sledovani
piezivani hybridnich jediricv populaci v zavislosti na pohlavi. Dale by bykjimavé
tento set pouzit pro studium mimoparovych patenniblaka velkého, nelsao se tye
této alternativni reprodghki strategie, existuje u vrubozobych zatim velmiowtat.
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PFilohy
Dodatek 1: Prehled testovanych mikrosatelitovych priri@a rodulythya, jejich piistupovychéisel GenBank, jednotka opakovani, druh, pro ktery
byly pavodné navrzeny a publikace, kde bylyyodné popsany.

Lokus GenBank Primer sequence (5'-3") Typ repetice Druh Literatua
Accession no.

AALU 1 U63689 F: CATGCGTGTTTAAGGGGTAT (CA)ss Anser albifrons Fields & Scribner 1997
R: TAAGACTTGCGTGAGGAATA

APHO1 AJ272577 F: TACCTTGCTCTTCACTTTCTTT (CA)1p Anas platyrhynchos  Maaket al. 2000
R: GTATGACAGCAGACACGGTAA

APHO2 AJ515883 F: CACACGCGCAGCAGAGGA (CA)TA(CA), Anas platyrhynchos  Maaket al. 2003
R: GTCGTCAGCCAGGGGTTTGAG

APHO4 AJ515884 F: CCTCGGTATTGTTTTCCAT (CA)14 Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2003
R: GCTCTGAAGGGCAGTAGTTAG

APHO5 AJ515885 F: TATTTATTTTAGGCTCAAGCA (CA) Anas platyrhynchos  Maaket al. 2003
R: ACAGGAGAAAACAGAGGTAA

APHO08 AJ515887 F: AAAGCCCTGTGAAGCGAGCTA (CA)12 Anas platyrhynchos  Maaket al. 2003
R: TGTGTGTGCATCTGGGTGTGT

APH10 AJ272581 F: ATTAGAGCAGGAGTTAGGAGAC (CA)1, Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2000
R: GCAAGAAGTGGCTTTTTTC

APH11 AJ272582 F: GGACCTCAGGAAAATCAGTGTA  (CA) Anas platyrhynchos  Maaket al. 2000
R: GCAGGCAGAGCAGGAAATA

APH12 AJ515888 F: TTAGTAGCATGTCAGGTTTATT (GAAA) ,Ax(GAAA) , Anas platyrhynchos  Maaket al. 2003
R: GCTTGTAGACTTCAGAGTTC

APH13 AJ515889 F: CAACGAGTGACAATGATAAAA (GA)10 Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2003

R: CAATGATCTCACTCCCAATAG
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Locus GenBank Primer sequence (5'-3") Typ repetice Druh Literatua
Accession no.

APH16 AJ515891 F: CCTTCTGAACCTTCGTAG (CA), Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2003
R: AAATATAGACTTTTGTCCTGAA

APH17 AJ515892 F: GGACATTTTCAACCATAAACTC (CA)14 Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2003
R: CATCCATGACAGACAGAAGA

APH18 AJ515893 F: TTCTGGCCTGATAGGTATGAG (CA) Anas platyrhynchos  Maaket al. 2003
R: GAATTGGGTGGTTCATACTGT

APH20 AJ515895 F: ACCAGCCTAGCAAGCACTGT (CA)qg Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2003
R: GAGGCTTTAGGAGAGATTGAAAAA

APH21 AJ515896 F: CTTAAAGCAAAGCGCACGTC (CA)s Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2003
R: AGATGCCCAAAGTCTGTGCT

APH22 AJ515897 F: GTTATCTCCCACTGCACACG (CA) Anas platyrhynchos  Maaket al. 2003
R: CGACAGGAGCAAGCTGGAG

APH23 AJ515898 F: TCCTCTGCTCTAGTTGTGATGG (CA)4TA(CA) 12 Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2003
R: CCTCAGCAGTCTTCCTCAGTG

APH24 AJ515899 F: TCAACCAGTGGTCAGAGAAAAA  (CA),TA(CA), Anasplatyrhynchos  Maaket al. 2003
R: AGGTCAGCCCCCATTTTAGT

APH25 AJ515900 F: CCGTCAGACTGTAGGGAAGG (GA)o Anas platyrhynchos  Maaket al. 2003
R: AAAGCTCCACAGAGGCAAAG

APL2 AY498540 F: GATTCAACCTTAGCTATCAGTCTCC (CA)1sGA(CA)3, Anas platyrhynchos  Denket al. 2004
R: CGCTCTTGGCAAATGTCC

APL11 AY498541 F: AACTACAGGGCACCTTATTTCC (GA),s5 Anasplatyrhynchos  Denket al. 2004
R: TTGCATCAGGGTCTGTATTTTC

APL12 AY498542 F: AGTTGACCCTAATGTCAGCATC (GA)2; Anas platyrhynchos  Denket al. 2004

R: AAGAGACACTGAGAAGTGCTATTG
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Lokus GenBank Primer sequence (5'-3") Typ repetice Druh Literatua
Accession no.

APL14 AY498543 F: CCTTTTCCAAGGGGCTACAC (CA)CG(CA)TA(CA)TA(CA)10  Anasplatyrhynchos  Denket al. 2004
R: CTCTTCCCCAAAACGTCATC

APL23 AY 498544 F: GAAGAGGCAGTGGCAACG (TG)(TC)(TG),TCCG(TGYTCT Anasplatyrhynchos Denket al. 2004
R: GCTGAGATGCTCCCAGGAC N(TG),CG(TGL(TC)TG

APL26 AY498545 F: AACAGGGATAACATGAGAAGTGG  (CA)11(GA)g Anas platyrhynchos  Denket al. 2004
R: TGAGCAGCTGTCTGGTATCTATTC

APL36 AY498546 F: ATGCTTTGCTGTTGGAGAGC (CA)1:GA(CA)3(GA)L(CA).GA Anas platyrhynchos  Denket al. 2004
R: TCCACTGGGTGCAAACAAG (CA)1(GA(CA),GA(CA),TA(CA)s

BCAQ 1 AF025889 F: TGCTTTTTACCCCCAGTGTTCT (TA)15(CA)10 Branta canadiensis  Buchholzet al. 1998
R: AGAATCTGCTATATTATTTCCAGCTC

BCAQ5 AF025893 F- AGTGTTTCTTTCATCTCCACAAGC (CA)q Branta canadiensis  Buchholzet al. 1998
R: AGACCACAATCGGACCACATATTC

BCAQ 10 AF025898 F: ATGTAGCCATGAAAATTAAAAAATG (CA)q Branta canadiensis  Buchholzet al. 1998
R: CCAGTATTAGCCGAAAAGATGA

Bim1 AY766435 F: AAAATGCTTGGTTAATAGCAAAAG  (TTTC)(TC)A(TTTC)TTTTTC Biziura lobata Guay & Mulder 2005
R: TCTTTACACCTCCATTGAATATATCG (TC)TTTT(TC),TTTC(TC),TTTC

TC(TTTCRTCGT(TCR(TTTTC)g

BIm5 AY766439 F: GCCACTTCTTTTGAAGTCACC (GAAA) ;GATA(GAAA) 1 Biziura lobata Guay & Mulder 2005
R: GAAGCATCTTGTATGGCTTGC

BIm6 AY766439 F: GGATGCAGAGAAAACAGTGC (GAAA)6(GA)2(GAAA) 13 Biziura lobata Guay & Mulder 2005
R: GACTTGCTGAAGCAAATGACC GAAAAA(GAAA) 14

BIm10 AY766443 F: CAAAGTATATCTTCTCAGGGACACG (GAAA) 4 Biziuralobata Guay & Mulder 2005
R: TGCATTGCTGTGAAGAGACC

BIm12 AY766445 F: TTCTGTGGGAGAAGACAAAGG (CTTT)ss Biziura lobata Guay & Mulder 2005

R: CACTTGCCTGCTTCACTCC
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Lokus GenBank Sekvence primen (5'-3) Typ repetice Druh Literatura
Accession no.

CAUDO013 AY493258 F: ACAATAGATTCCAGATGCTGAA (AC)2s Anas platyrhynchos  Huanget al. 2006
R: ATGTCTGAGTCCTCGGAGC

CAUDO019 AY493264 F: CTTAGCCCAGTGAAGCATG (TTTC)as Anas platyrhynchos  Huanget al. 2006
R: GCAGACTTTTACTTATGACTC

CAUDO024 AY493269 F: TCGCATTAAGCTCTGATCT (TTTC)sz...Tag Anas platyrhynchos  Huanget al. 2006
R: ATCAACAGAATCCAAAATATG

Cmaat28  AF509883 F: TGAAAAGGGTCTTTACCTTATAT  (AAT) 23 Cairina moschata Stai & Hughes 2003
R: TTCCACATAAAAATTCATTCAGT

Sfipl U63681 F: CACAAGGAAGCATGACCTCAGAA (TA)1o(CA)g Somateria fischeri Fields & Scribner 1997
R: CTCATGCCTCCTGTTAGTCATCT

Sfip2 U63682 F: CATAAACGGCTAATATGAAGTCT (A)1ACA) 1, Somateria fischeri Fields & Scribner 1997

U63683 R: AGGCTAGATATTGCTCTTATCCT

Sfipu3 U63684 F: TATTCCAATATTCTGCAGGGAGG (GA)3N,(GA)1, Somateria fischeri Fields & Scribner 1997
R: TCCAAGTTAATCAATTATCTGAT

Sfipd U63685 F: CTGAGGGGGAAGAGAATAAGAGA (GA)13 Somateria fischeri Fields & Scribner 1997
R: CAGGGCAGTATTTTCAGGACATT

Sfius U63686 F: TTCATTCAAAATAAGACAAGA (GA)10N5(GA)sN16(GA)s Somateria fischeri Fields & Scribner 1997
R: ATTTTGCTCTGTTTGGTTTA

Smo4 AJ427844 F: ACTTTCCACAGCCTCTTTCACAA (AG)A Somateria mollissma Paulus &Tiedemann 2003
R: GACAGTGTTTGTCAATGGATTTT

Smoll AJ427851 F: AAATCAACCAAAGAGGCATAGCC (TG)1.GA Somateria mollissma Paulus &Tiedemann 2003

R: GCAGTTGTTTTGGAGGACAGACA
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Dodatek 2: Popis no¥ navrzenych primérpro polaka velkého sistupovynmeislem GeneBank, jednotkou opakovani, sekvenci priraezelikosti
produktu odéteny pomoci programu Oligo.

Lokus GeneBank acc. NoTyp repetice Sekvence primei (5'-3") Velikost produktu (bp)

AFO1 HM365209 (TG F: TGATCGGTTTTGGTAAGTTTCT 265
R: TGACAGTTCAGGGTATCTTGTAAA

AF02 HM562714 (TGYTA(TG), F: TTCTCTTCTGCGTGTCTGCT 138
R: CCCCCAATAACAACAACAAA

AFO03 HM562715 (GTy F: GGAACATTATTTTAAGGCAGTGGA 204
R: GAAATGGGCAAGAGGGGTAT

AF04 HM562716 (GT F: GGTGCTGATGGGTATGTCG 198
R: TGCTCACATCCAGAATGAAAAA

AF05 HM562717 (TGTA(TG)sCG(TGUCG(TG)ET F: CTTTCCCACCAGCAGTCAGTATT 173
R: AAATCTCACCCAGCCTTAGCA

AF06 HM562718 (T F: TTGTTAGTTGATGCTTGCCTGT 203
R: GGAGGGTAATCACCTTGCTG

AFO7 HM365210 (T F: TGGGTTTGGTCCTTATGTTTT 101
R: GAGATATTTCTGCCTACACATTCC

AFO08 HM365211 (TG F: CCCTCTCTTTAACCCGTTTC 266
R: TCCTAACACCCCTTCTTATTACC

AF09 HM562719 (TGG(TG) F: GTGAGTTTGAAGCCTTGACCA 244
R: GCCTGCCCTCTCGGTTAG

AF10 HM562720 (TG) F: GTCCTTTCCCCTCCCCTTC 87
R: CTCCCCTCCCTTGATTTCC

AF11 HM562721 CG(TQ) F: TGGGGCTGACACCATAAAAT 154
R: ACGGACGGAGGAAACACC
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Lokus GeneBank acc. NoTyp repetice Sekvence primei (5'-3) Velikost produktu (bp)

AF12 HM365212 (TG) F: CCTGAGTGGTCAAACAGTGC 200
R: CCTTCTGGAGCCTCAAACC

AF13 HM562722 G(TG) F: CACCCCATAACCTGTGCTG 227
R: GGGAGAAGCCAAGGAAGC

AF14 HM365214 (TG) F: CCTGTGCTAAAATGTAGTTGAGATT 103
R: TTTATGAATGGTTTCCAGTAGCA

AF15 HM562723 (TG} F: GGCACTTCCCGCTATGAT 234
R: GTGAAGTCCTTCGGCACGAT

AF16 HM562724 (TG)T F: GCGTGGACTAACCCAGAAGA 108
R: AATGTTGTTGAGGCAGGTTTG

AF17 HM365214 (TG F: CCCATGAGGTGTATAAGGATAGATG 145
R: GGAGATGAGAAAGGCAACACTC

AF18 HM365215 (ATCTY(ATTT), F: ACCCAAACAACAGGCTAGG 171
R: AATTTAGGAGCAGAACCAGAGG

AF19 HM365216 (TG)9TATCTA(TG) F: ACTGCTGGCAACACTTATCC 261
R: AAATCTCACAAAGTTCAACAAGG

AF20 HM562725 (CTAT), F: AAGTTTCTAAGTTTTGCGAATGTCT 224
R: GAAGAGCAATTTTCCCCAAC

AF21 HM562726 (TCTAXTC)(TCTA)5(TC)(TCTA), F: TCAGGGATGGGACAAAGC 246

CCTA(TCTA),T R: CTGTGGAAGTATGCCAGGAGA

AF22 HM365217 (AT)TT(AT)(CT)AATCT)s F: TGGTTTAGTGGAGGGCTGTTA 200
R: CAACAGACAGAGATATGCTACGC

AF23 HM365218 (TCTAJTCTG(TCTA)TCCA F: ATGGCTTTGAAAATTACAGTAAAA 151

R: CGTTAGGTTAGAGGTTGGACTCT

51



Dodatek 3 Prilozeny manuskript popisujici nové mikrosatelitp polaka velkého,
odeslan do Journal of Ornithology
Ondej Sovicek!, DagmarCizkova?, Yang Lil?, Toméas Albrecht? Gerald Hecké|

Martina Vyskailova®, Jakub Kreisinget”

Development of microsatellite markers for a divingduck, the common pochard

(Aythya ferina)

! Departmenof Zoology,Faculty of ScienceCharledUniversityin PragueVini¢na?7, 128

44Praha, CzechRepublic

2 Instituteof VertebrateBiology, Academyof SciencesftheCzechRepublic v.v.i,

Kvétna 8, 6036Brno,CzechRepublic

3 Computational and Molecular Population Genetics B@), Institute of Ecology and
Evolution, University of Bern, 3012, Bern, Switzettl and Swiss Institute of

Bioinformatics, 1015 Lausanne, Switzerland

*Institute of Botany and Zoology, Faculty of Scieniasaryk University, Kotk 2,
611 37 Brno, Czech Republic

*Corresponding author:

e-mail: jakubkreisinger@seznam.cz

phone: +0420 224911839/fax: +0420 224911841

52



Abstract:

Ten polymorphic microsatellite loci for the commpochard Aythya ferina) were
isolated from microsatellite enriched librariesaldition, seven microsatellites were
obtained based on cross-species amplificationatthat were originally designed for
related duck species. These 17 microsatellitesérhli high polymorphism within a
population sample, with numbers of alleles per $o@nging from 2 to 17 and expected
heterozygosities from 0.053 to 0.916. These novetawatellites will be helpful for
studying reproductive strategies in the pochardyelsas in addressing population
genetic questions. Four of the microsatellite ([@#d¢t08, Aph13, Caud013 and AF22)
showed significant departures from Hardy-Weinbeygildrium and/or high estimates
of null allele frequencies in our study populatibtence, they should be used with

caution.

Key words: alternative reproductive strategiestapair paternity, conservation genetic

Introduction

The common pochardifthya ferina), a palearctic species of diving duck, is reldtive
widespread in Europe. As with other waterbirds, &esv, it deserves conservation
management in light of the loss of its natural tetbi(Amezaga et. al. 2002). Effective
conservation measures require knowledge of theegieeproductive strategies as well
as genetic diversity and population structure. bBatellite genotyping of samples
derived non-invasively from bird nests is effective addressing these issues with
minimal adverse effects on populations (e.g. Peatcal. 1997, Kreisinger et al. in

press). This method allows, for example, estimatiohrenesting rates and degree of
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breeding fidelity (Kreisinger et al. in press), ainiare crucial for inferring the dynamics
of a natural population (Cowardin and Johnson 19%nilarly, microsatellites are
efficient markers in studies of alternative reprcitee strategies such as conspecific
brood parasitism or extra pair paternity. Conspedfood parasitism is a prevalent
reproductive tactic in the gendgthya (reviewed in Sayler 1992). However, although
interesting from an evolutionary point of view (lempSepulcre and Kokko 2002),
conspecific brood parasitism in this genus has yeit been studied using reliable
genetic methods. Moreover, population genetic a®ayin pochards based on
microsatellite markers can be of epidemiologicgbamance, as this species seems to be
an important vector of avian influenza and othéhpgens (Fereidouni et al. 2010).
Here we describe a panel of 17 microsatellites #rat suitable for the analysis of
reproductive strategies and population genetitkencommon pochard. Since there are
as yet no published microsatellite loci in the geAythya, our markers may also be of
utility in studies of other endangered congenerhsas Baer’s pochard\(baeri) and

the Madagascar pocharél. {nnotata).

Methods

To obtain primer sequences amplifying microsateliiici (TG and ATCT repeats) in the
pochard, we constructed two enriched genomic liksaaccording to Estoup and Martin
(1996). In brief, genomic DNA was extracted frorblaod sample preserved in ethanol
(DNeasy kit, Qiagen) and digested with tRsal restriction enzyme (Promega).

Restriction fragments were separated by gel elpbtiesis, 500-900 bp long fragments
were extracted (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiageand ligated to RSA21 and

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

amplify the fragments. Diluted PCR products werdridized to biotinylated oligo
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probes (TG), and (ATCT}, and streptavidin coated paramagnetic particlesniBga)
were used to separate the fraction of DNA enricfogdthese repetitive motifs. This
DNA was then once more amplified using RSA21 prenend PCR products were
cloned using the pGEM-T Easy Vector system Il (Rega). To identify clones
containing microsatellite motifs, approximately 5@bnes for each library were
transferred onto Hybond-N+ membranes (Amershanbritiged with digoxigeninend-
labelled (TG);p and (ATCT} probes (DIG Oligonucleotide Tailing Kit, Roche) and
visualised using a DIG Nucleic Acid Detection KiRdche). In total, 59 positive clones
were then sequenced by MACROGEN (South Korea).

PCR primers were designed for 24 loci with OLIGGtware (Rychlik 2007). For each
successfully amplified locus, the level of polymiaiggn was preliminarily checked in 8
individuals by agarose gel (2%) electrophoresis amther confirmed by capillary
electrophoresis. Markers that did not exhibit pabyphism (14 in total, GenBank
accession numbers: HM562714 - HM562726) were exdudom further analyses. In
addition, 47 microsatellite markers originally deised for related species were tested
in the common pochard (Maak 2003, Paulus and Tieden2003, Stai and Hugens
2003, Peters 2004, Huang et al. 2005) using PCHowetl by agarose gel
electrophoresis.

We optimized three PCR multiplex sets consisting dmicrosatellite loci (10 obtained
from our genomic libraries and 7 from cross-speamglification, Table 1, Table 2). In
total, 37 pochard individuals from one breedingaldg in the Czech Republic
(Doudlebia, Divice; 49°6'27"N, 14°18'10"E) were screened for ger@lymorphism,
using a PCR mixture consisting of a Qiagen mulkigté (Qiagen) and fluorescently
labeled primers. The PCR reaction consisted of amitb 95°C denaturation step,

followed by 35 cycles of denaturation at 94°C fOr<3 annealing at 57°C for 90s and
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extension at 72°C for 60s. The final extension stap 30 min at 60°C. Fragments were
separated on an ABI 3100 sequencer (Applied Biesys} using LIZ 500 as a standard.
Allele scoring was performed using Gene Marker {Sehetic).

Observed and expected heterozygosities, non-erdysbbabilities for individual loci
and estimates of null allele frequencies were cdetpusing CERVUS 3 (Kalinowski et
al. 2007). Deviations from Hardy-Weinberg (HW) didmium and linkage
disequilibrium between individual loci was testeding exact tests in GENEPOP
(Raymond and Rousset 1995). We used the Bonfepracedure to correct for Type |

errors associated with multiple comparisons.

Results and discussion:

We detected 17 microsatelites that are potentigdlful for research into reproductive
strategies in the common pochard. Specifically, grabability that two individuals in
the population will share an identical genotype wegligible based on these 17
microsatellites (Pl = 6.26 x 16).Our panel is thus suitable for analyses of repctide
strategies that require identification of sequérti@eding attempts, i.e. breeding site
fidelity and renesting (Kreisinger et al. in presk) addition, these markers were
sufficiently polymorphic for analyses of alternaiveproductive strategies such as
conspecific brood parasitism and extra pair patgrimon-exclusion probability of the
first parent = 0.0051, non-exclusion probabilitytlié second parent < 0.0001).

Some of these loci need to be used with a cautmwever, since we detected
significant departure from HW equilibrium at AFG&8)d high estimates of null allele
frequency were also observed at locus Aphl3, Caidfid AF22 (Table 1.). In
addition, there was evidence for linkage disequiiim between AF08 and Apll2 (p <

0.0001).
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Table 1:
Characteristics of 17 microsatellite loci in a séenpf 37 common pochards from a

population in the Czech Republic.

Locus®: Results of cross-species amplifications of miatekites originally
described if? Paulus and Tiedemann R (2063)Stai and Hughes (2008),Huang et
al. (2005)¥ Denk et al. (2004), arid Maak et al. (2003); (A) number of allelebig}
expected heterozygosity artdd) observed heterozygosity. () frequency of null
alleles.

Parameter estimates are based on the genotyp&spotaively unrelated pochard

individuals.
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Table 2:
Characteristics of three multiplexes that werefasgenotyping of the common

pochard

Locus: Name of the locus, Multiplex: number indeatentity of the locus to a
particular multiplex, Fluorescent dye of forwardnpers according to NED, PET, VIC,

6FAM system, Concentration of individual primersumol/ul.
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Locus GeneBank acc. No Repeat motif Primer sequence Size (bp) A Ho He F(Null)

AFO01 HM365209 (TG)es F: TGATCGGTTTTGGTAAGTTTCT 156-190 16 0.784 0.88 0.0513
R: TGACAGTTCAGGGTATCTTGTAAA

AFO07 HM365210 (TG)g F: TGGGTTTGGTCCTTATGTTTT 103-105 2 0.243 0.257 0.0199
R: GAGATATTTCTGCCTACACATTCC

AF08 HM365211 (TG)s1 F: CCCTCTCTTTAACCCGTTTC 195-315 17 0.622 0.916 0.1843
R: TCCTAACACCCCTTCTTATTACC

AF12 HM365212 (TG)u F: CCTGAGTGGTCAAACAGTGC 192-208 6 0.757 0.753 0
R: CCTTCTGGAGCCTCAAACC

AF14 HM365214 (TG); 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), F: ACCCAAACAACAGGCTAGG 173-179 4 0.459 0.518 0.0281
R: AATTTAGGAGCAGAACCAGAGG

AF19 HM365216 (TG)oTATCTA(TG)3 F:ACTGCTGGCAACACTTATCC 247-267 6 0.838 0.712 0
R: AAATCTCACAAAGTTCAACAAGG

AF22 HM365217 (AT),TT(AT)2(CT)(ATCT)g F: TGGTTTAGTGGAGGGCTGTTA 192-208 5 0.459 0.713 0.2125
R: CAACAGACAGAGATATGCTACGC

AF23 HM365218 (TCTA)sTCTG(TCTA)sTCCA F: ATGGCTTTGAAAATTACAGTAAAA 147-151 2 0.054 0.053 0
R: CGTTAGGTTAGAGGTTGGACTCT

Smo04 Y AJ 427844 (AG)18A(AAGG) 4 F: ACTTTCCACAGCCTCTTTCACAA 157-193 3 0.054 0.054 0
R: GACAGTGTTTGTCAATGGATTTT

Smo11%) AJ 427851 (TG)12GA(G)13(AG)s F: AAATCAACCAAAGAGGCATAGCC 148-153 3 0.622 0.538 0
R: GCAGTTGTTTTGGAGGACAGACA

CMaat28®” AF509883 (AAT),3 F: TTCCACATAAAAATTCATTCAGT 204-231 10 0.946 0.863 0
R: TCCAGGTCACGTAGTTTTTAAGTA

Caud013 3 AY493258 (AC)2s F: ACAATAGATTCCAGATGCTGAA 83-103 7 0.486 0.573 0.0842
R: ATGTCTGAGTCCTCGGAGC

Apl36 ¥ AY498546 (CA)13GA(CA)3(GA)2(CA),GA(CA)1,GA F: ATGCTTTGCTGTTGGAGAGC 127-199 3 0.351 0.302 0

(CA);GA(CA)2TA(CA)s R: TCCACTGGGTGCAAACAAG

Apl12 ¥ AY498542 (GA)27 F: AGTTGACCCTAATGTCAGCATC 124-132 5 0.649 0.705 0.0394
R: AAGAGACACTGAGAAGTGCTATTG

Aph13 © AJ515889 (GA)10 F: CAACGAGTGACAATGATAAAA 177-186 4 0.486 0.632 0.1373
R: CAATGATCTCACTCCCAATAG
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Table 2:

Fluorescent Primer
Locus Multiplex dye concentration
AF07 2 Pet 0,050
AFO08 2 6-Fam 0,040
AF12 2 Ned 0,020
AF14 2 6-Fam 0,040
AF17 2 Ned 0,030
AFO01 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
Smoll 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
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