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Abstrakt

Rakosnici roduAcrocephalusproctlali béhem poslednich &kolika miliona let
adaptivni radiaci, ktera dala vzniknotitéti jedna drubm obyvajicich pedevsim
Eurasii, Afriku a Australii. ¥tSina druli je morfologicky velmi podobna, liSi se
v3ak ekologickymi naroky, migéai strategii a ztvem. Mezi jednotlivymi druhy
dochazi v girok k hybridizaci a to nejen mezi sesterskymi druhlg, iamezi
fylogeneticky relativl vzdalenymi. Hlavnim cilem této studie bylo zjisiiestli
tato hybridizace vede ke genovému toku mezi drufaké faktory miru genového
toku ovlinuji. Za timto @éelem jsme provedli detailni popdl& genetickou analyzu
u tii evropskych druln rakosnik rodu Acrocephalus podrodu Notiocichla
rakosnika obecnéh@. scirpaceus)rakosnika zgyného(A. palustris)a rakosnika
pokiovniho (A. dumetorum)NaSe vysledky zaloZzené na analyze sedwviah dat

z osmi jadernych lokudsukazuji, Ze ke genovému toku mezi studovanymi ylruh
dochazi, ale vzdy jen v jednom &m. Genovy tok je vysSSi mezi geneticky
piibuzrgjSimi druhy nez mezi ekologicky podafjimi druhy, ktéi maji vice
prilezitosti k hybridizaci. Odhadli jsem take, Zeagkik obecny a rakosnik &amy
divergovali zhruba f&d 1,1 milionem let a rakosnik pokni a gedek rdkosnika
obecného a rakosnika &mého zhruba fied 2,5 miliony let. U dvou lokusna
chromosomu Z jsme detekovali pozitivni selekci,r&t@a tyto lokusy fsobila
nezavisle u dvouci dokonce vSech it druhi. NaSe vysledky ukazuji, Ze

mezidruhovy genovy tok @ize hrat dlezitou roli v evoluci rakosnik

Klicova slova

Speciace, genovy tok, mezidruhova hybridizakerocephalus rakosnik obecny,
rakosnik zpvny, rakosnik pokovni



Abstract

Acrocephalusvarblers have gone through the adaptive radiatioing last several
million years, which gave rise to thirty one spscmccupying mainly Eurasia,
Africa and Australia. The majority of species arerphologically very similar,
however, they differ in ecological requirements,gration strategy, and song.
Interspecific hybridization seems to be quite commamong Acrocephalus
warblers, not only between sister species, but béfoeen more distantly related
taxa. The main goal of this study was to determwhether this hybridization leads
to gene flow between species and which factorsaffee rate of interspecific gene
flow. For this purpose we conducted population-gjeremalysis in three European
species of thé&crocephalusvarblers of the subgendotiocichla:reed warblerA.
scirpaceuy, marsh warblerA. palustrig, and blyth's reed warbleA( dumetorum
Our results based on the analysis of sequencerdataeight nuclear loci indicate,
that gene flow between the studied species ocbuitspnly in one direction. The
gene flow is higher between genetically more relagpecies than between
ecologically more similar species. We also estichdbat the reed warbler and the
marsh warbler diverged approximately 1,1 millioraggeago. The blyth's warbler
and ancestor of the reed and marsh warbler diveaggudoximately 2,5 million
years ago. Furthermore, we detected positive sefethat acted independently in
two or even all three species in two Z-linked lo€ur results suggest that
interspecific gene flow can play an important roleevolution of Acrocephalus

warblers.

Keywords

Speciation, gene flow, interspecific hybridizatioA¢crocephalus reed warbler,
marsh warbler, blyth's reed warbler
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1. Uvod

Druh je zakladni taxonomickou jednotkou. Podle dmotké koncepce druhu (Mayr
1942) tvai druh skupina jeding ktefi se vzajema plodre kiizi a od jeding
ostatnich druh jsou oddleny reprodukné izolathimi mechanismy. Tyto
mechanismy mohou byt prezygotické (hamekompatibilita gamet, rozdilné
behavioralni¢i ekologické naroky drul) a nebo postzygotické (napmortalita
hybridnich zygot, sniZzena nebo Uplna sterilita fdibéi jejich neZivotaschopnost)
(Coyne & Orr 2004). V firok nejsou vzdy prezygotické reproduk izolacni
bariéry Uplné a ¢kdy tak dochazi k mezidruhovémiiZeni (hybridizaci) a vzniku
hybrida. Tento jev je v firock celkem roz&eny. Odhaduje se, Ze k mezidruhové
hybridizaci dochazi u 25 % drtahcévnatych rostlin, 12 % evropskych diuh
motyli, 10 % druld ptaka, 25 % druli britskych kachen nebo 6 % evropskych
savd (Schwenket al. 2008). K mezidruhové hybridizaci obvykle dochéaztzin
blizce gibuznymi druhy, které se oddy v relativné nedavné doba nejsou mezi
nimi dostaténé vyvinuty prezygotické reproddkeé izolacni bariéry. Nemusi to
vSak vzdy byt sesterské druhy (Price 2008).c¢hsji dochazi k mezidruhové
hybridizaci v oblastech kontaktu aréallvou druli. Takova mista se nazyvaji
hybridni zény (Hewitt 2001). Mezidruhovi hybridi Vgji c¢asto meén
Zivotaschopni, sterilni nebo Spatadaptovani svému okoli. Tyto postzygotické
reprodukng izolatni mechanismy vSak také nemusi byt Upiné (mohaagéklad
tykat jen jednoho pohlavi) a mezidruhovi hybriditak u rekterych druli mohou
dale zgtne kiizit s rodtovskymi druhy. Disledkem toho riZze dochazet ke genové
introgresi (tj. genovému toku) mezi druhy (ZhengG® 2010; Martinez-Cruz &
Godoy 2007; Fauret al. 2009; Koblmilleret al. 2009). Mezidruhovy genovy tok
muaze hrat vyznamnou roli v evoluci. e napiklad ovliviiovat miru genetické
variability jednotlivych drufi, vést ke vzniku novych fenotyp¢i novych
evolwnich linii (Arnold 1997). Jakasto dochazi mezi hybridizujicimi druhy ke
genovému toku (to znamend, jak silné jsou obvyldstzygotické reproduki
mechanismy mezi druhy) neni zatim dostateprozkoumano. Vysledky novych

popula&né genetickych studii vSak ukazuji, Zze by genovy rtedzi druhy mohl byt
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Vv prirodk pomerné casty, a to zejména mezi blizc&lquznymi sesterskymi druhy
(Hey & Pinho 2012). V ramci své diplomové prace jsem a®eila na studium
genove introgrese u rakostiikodu Acrocephaluskde na rozdil od &Siny jinych

skupin organistindochézi k hybridizaci i mezi fylogeneticky vzdagimi druhy.

1.1 Rakosnici rodu Acrocephalus

Tato skupina malych, hmyzozravyckivpn, ktei jsou na prvni pohled jen &l
rozliSitelni, proSla v relativh nedavné dob adaptivni radiaci. Vzhledem
k nedostatku rozliSujicich znakoylo dlouhou dobu obtizné odhalit vztahy unit
skupiny. Usgch se dostavil az se zdokonalujici se technikomalzkularni trovni
a rozvojem fylogenetickych metod. Diky tomu mohlyt lodhaleny naifiklad
n¢které kryptické ostrovni druhy, které jsou morfatky témet nerozliSitelné
(Ciboiset al.2007). Rakosnici rodAcrocephalusines zahrnuji 31 drih(Obrazek
1) a v sodasném taxonomickém pojeti tV@polu se sedmihlasky rédHippolaisa
Iduna a rekolika pribuznymi rody monofyletickoweled” Acrocephalidae ddb
podpdenou v nadeledi Sylvioidea (Alstromet al. 2006; Freginet al. 2009).
Arealem roz&eni €chto gvci je Stary set. Osm druld se vyskytuje v Africe a na
prilehlych ostrovech, dvanact dnufobyva Eurasii a ostatni Australii a Oceanii.
V Ceské republice jediny rakosnik obecnyA( scirpaceuy rakosnik prouzkovany
(A. schoenobaenys rakosnik zgvny (A. palustrig. NejwtsSi druh, rdkosnik velky
(A. arundinaceus je vzacijsi. Rakosnik tamaryskovyA( melanopogonna nase
Uzemi nepravidetn zaletuje (hlavé v pohnizdni do¥) a rakosnik osicovy (A.
paludicolg se u nas objevuje jen ojedie.

VétSina druli je morfologicky velmi podobnd, liSi se vSak ekatdgmi
naroky, migréni strategii a zZvem. Co se e zbarveni, pét rakosnici rodu
Acrocephalugmezi velmi monomorfni skupinu ptékJsou to nenapadrzbarveni
pévci. VSechny druhy maji matnou ¢égaw nebo Seday nekdy zelenaw
zbarvenou svrchniast €la a Elavé nebo swtle az syt Zlutou KiSni ¢ast. Tento
jednotny Sat je u dkterych druli oZiven b@nimi pruhy, pruhy na zadech nebo
prsou. DalSimi spoteymi znaky jsou dlouhé silné nohy, Sidlovity, zeastmirrg

zploSely zobak a hluboké hnizdo budované do typickéhokavigeho tvaru,
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Obréazek 1.Fylogeneticky strom rakosmikodu Acrocephalus. fvzato z Fregin et al.

(20009).
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vpleteno zpravidla mezi¢kolik svislych stébel (Leisler & Schulze-Hagen 2p11

Kladou nazelenala nebo naldtd skvrnitd vejce. Zv rakosnik je vyrazny

s &astym opakovanim jednotlivych molivZivi se hmyzem, na podzim i bobulemi.

VétSina druti je monogamni. Najdeme u nich ale i celou Skaloyegich systém

od monogamie a kooperativniho hniz{ pres polygynii az po promiskuitu.

Prestoze jsou si vzhled®wnané podobni a maji téét stejnou hnizdni i

potravni biologii, kazdy z nich obyva jinotast ekologického gradientu, od

vysokého rakosi az po bylinnou vegetaci (Storch g&aWka 2000). Rakosnici jsou

ukazkovym pikladem toho, jak se adaptovat na obyvané fedsiLeisler 1981).

Napiklad rédkosnik velky je &Si nezZ ostatni druhy a na rozdil od nich neni geho
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se tak snadno a rychle pohybovat v nizkém a husdéosi. Naroky na stanowist
se tedy odrazi &lesné stavb ptaka. Nejno¥jSi vyzkumy ukazuji, Ze druhy Zijici
ve vysokém porostu (rdkosnik velky a rakosnik ofppenaji gredevsim dlouhé
nohy pro efektivijSi uchopeni, delSi zobak a Sir§idka. Naopak druhy obyvajici
nizkou vegetaci maji kratSi zobak a uZgidla. Rakosnici se stali ukazkovou
skupinou v ekomorfologii (Leisler 1981Na zaklad téchto gizptisobeni obyvaji
rakosnici gt typa vegetace: baziny a raély, suché baziny, ikviny, ke&ovité
vegetace a lesy (Leisler & Schulze-Hagen 2011) @4 2). Vyznam vSak ma i
potravni a hnizdni konkurence me&mito druhy. Ténsi vSichni jsou sthovavi.
Rakosnici rodiAcrocephaluse od ostatnich radteledi Acrocephalidae liSi uzSim
a prodlouzenym tarzem a delSimi prsty a drapy. aaiomicka struktura nohy jim
umoziuje obrati a rychle Splhat na svislych stéblech a stoncikbs (Leisler &
Schulze-Hagen 2011).

1.2 Mezidruhova hybridizace u rakosnikti rodu
Acrocephalus

K mezidruhové hybridizaci meziiznymi druhy rékosnik rodu Acrocephalus
dochazi por&rné casto a to nejen mezi sesterskymi druhy fikdg@d rakosnik
obecny x rakosnik 2wny (Lemaire 1977), rakosnik velky x rdkosnik dnlahlasy
(A. stentoreus(Hanssonet al. 2003)), ale i mezi vzdalgEimi druhy (rdkosnik
zpevny x rakosnik potovni (A. dumetorum (Koskimies 1980), rakosnik obecny x
rakosnik prouzkovanyVan Eerde 1999), rédkosnik obecny x rakosnik velky
(Hanssoret al. 2004)).

Hansson et al. (2003) zaznamenal vyskyt hybridnjedindt mezi
rakosnikem velkym a rékosnikem &hohlasym v jihovychodnim Kazachstanu,
kde se aredkthto druti piekryva a mohou se takikit. Oba druhy jsou si blizce
piibuzné, podobné v morfologii i chovani. Rakosnikkyema variabilni a
pronikavy zgv, zatimco rakosnik htmohlasy monoténni s nizkou frekvenci
(Cramp 1992). Na zakladmolekularnich analyz mikrosatelitovych lokus
mitochondridlni DNA bylo uif sam& a jedné samice z vice neZ dvou set

zkoumanych jedinc potvrzeno, Ze jsou tofi#Zenci a jejich geneticky materil
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Obrézek 2.Péet typi vegetace obyvané rakosniky, zleva doprava: bazima#aly, suché

baziny, Koviny, kéovité vegetace a lesy7®/zato a upraveno z Leisler & Schulze-Hagen

(2011).

10m

pochazi z obou rodhi (Hanssoret al. 2003). Zda se, z&ieni mezidmito dwma
druhy je v pirodk pomerné casté. Pedchozi vyzkum na stejné lokalipomoci
morfologie odhalil dalSich osm hybtidnezi stovkou odchycenych jedin¢Panov
1989 ex Haffer 1991). Hybridizace é@chto dvou druf rakosnik muze byt
dusledkem variabilniho Zwu samé rakosnika velkého, ktery jegime atraktivni
pro samice rakosnika rdoohlasého. Akoli jsou u €chto dvou drufi znami F1
hybridi, zatim nebylo prokdzano &pé Kizeni ani introgrese, coZ nazog, ze
hybridi jsou bd’ neplodni, nebo nejsou atraktivni ani pro jedendi¢ovskych
druhi, nebo jsou jejich potomci nezivotaschopni (Hanstal. 2012).

DalSi gipady mezidruhové hybridizace u rakoshitryly zjisStny mezi
rakosnikem velkym a radkosnikem obecnym, tedy drdgré pati do miznych
podrodi a vyrazi se liSi svoji velikosti. KZzenci mezi &mito dwma druhy byl
odchyceni v Nmecku, Belgii a Rumunsku (Beiet al. 1997; Hanssoet al. 2004;
lon et al.2012). Celkem byly tedy zaznamenatiyptokazané fipady Kizeni mezi
rakosnikem velkym a rakosnikem obecnym mr@anych lokalitach v Evrof
pricemZ ve vSechi¢ch gipadech bylo molekulaén zjiSttno, Ze matkou byl
rakosnik velky. Vyskyt KZzend mezi €mito dwma druhy #ejm¢ neni ilis
vysoky, protoze svoji nezvyklou intermediarni veki (Obrazek 3) by ati takovi
jedinci krouzkovatele zaujmout (rakosnik velky jerdba 3x ¥tSi nez rakosnik
obecny). DalSiit blize nepotvrzené mozné&ipady vyskytu kizend@ mezi €mito
dvéma druhy ze Spaiska, Némecka a Rakouska zimiji Beier et al. (1997).
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Otazkou #stava, proé a za jakych okolnosti (smiSeny par nebo jen mimm@Ea
kopulace?) dochazi k mezidruhovéniiZzkni mezi tak velikostnodliSnymi druhy.

K mezidruhové hybridizaci dochéazi také mezi drydagicimi do dvou
raiznych podrod Notiocichla a Calamodus rdkosnikem zfwvnym a rakosnikem
prouzkovanym. Takovy iffpad byl zaznamenan v blizkosti¢sta Trondheim ve
sttednim Norsku. Zde byl nalezen hybrid, ktery byl ledow i podle zgvu vice
podobny rakosnikovi zZwnému, ale stypickym openim rakosnika
prouzkovaného. Na zaklaanitochondrialni DNA byla uena jako matka rakosnik
zpévny a pomoci mikrosatelitovych markebyl jako otec identifikovan rakosnik
prouzkovany (Lifjeldet al.2010).

V severonizozemském Frisku byl zaznamenan d&ipagh hybridniho
jedince (Obrazek 4). Tentokrat se jednalo idzdnce rakosnika obecného a
rakosnika prouzkovaného (Van Eerde 1999). Tentot fall potvrzen
intermedialnimi morfologickymi znaky. DalSfipady pochéazeji z Finska, kde byli
dochyceni nebo pozorovasiyti tohoraini ptaci (Koskimies 1991; Van Eerde
1999), a z Velké Britanie (Sharrock 1985). ddhto jediné ale nebylo geneticky
potvrzeno, zda jednim z radi byl rakosnik obecny nebo rakosnikepy.

Jen malo informaci se vi ofikeni dalSich druh v rdmci podrodu
Notiocichla Panov (1989) ex McCarthy (2006) zaznamenal jedridizence mezi
rakosnikem obecnym a rdkosnikem plavyandgricold. U této dvojice drui byl
zaznamenan i jederripad smiSeného hniga (Panov 1989 ex McCarthy 2006).
Jednoho hybridniho jedince mezi réaliskymi druhy rakosnikem obecnym a
rakosnikem africkymA. baeticatupziejmé¢ zaznamenal Morel (1987). Zde fela
upozornit, Ze rakosnik africky je podlekterych taxonom jen afrotropickym
poddruhem rakosnika obecného, respektive Ze tasmirgaceusbaeticatusfuscus
a avicenniaelze tadit do jednoho komplexu velmi blizcetitpuznych drub.
Skute&ny dikaz hybridizace by v tomtofipact prinesla jen dkladna geneticka
studie.

Pon&rné castd je hybridizace mezi rakosnikemdapym a radkosnikem
obecnym a dale pak hybridizace mezi rékosnikendvigpm a rakosnikem

pokiovnim. Tomuto KkZeni se detailji vénuje nasledujici kapitola.
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Obrézek 3.Hybridni jedinec mezi rakosnikem velkym a rakasnilobecnym pochéazejici
ze severovychodniho Rumunsk&wRato a upraveno z lon et al. (2012).

Z dosavadnich zazndimze usoudit, Ze k hybridizaci opravdu dochazi u
nekterych druli velmi ¢asto (Tabulka 1). Jedna z obecnydftip by mohla byt
atraktivita zgvu samé@ u jednoho druhu a preference tohotavap samékou
jiného druhu. Nktefi jedinci se totiz mohou nai zpévu jiného druhu nebo zpivat
smiSenym zgwem (Lemaire 1977) a to pak usimage mezidruhovou hybridizaci,

protoZe se naboura jeden z prezygotickych repréuizolatnich mechanisin

1.3 Mezidruhova hybridizace u rakosnika obecného,
rakosnika zpévného a rakosnika pokrovniho

Ve své praci se detailji zanetim na studiumif hybridizujicich druli rakosnik
podrodu Notiocichlg jejichz hnizdni arealy setrgkryvaji v Evrog: rakosnika
obecného, rakosnika @mého a rakosnika podvniho (Obrazek 5).istoze jsou
si vSechny if druhy morfologicky velmi podobné, je mozné je eamat podle
znaki na opéeni (Obrazek 6) arpdevSim podle morfometrickych zriaka Kidle
(Svensson 1992; Walindet al. 1988) (Obrazek 7). Kro&toho se druhy liSi svymi
ekologickymi naroky a migeani strategii (Cramp 1992).

Rakosnik obecny je typickym obyvatelem hustyctsokych rakosin,

rostoucich &asti ve vod, preletuje do kovin, vrbin neborepkovych poli. Je to

13



Obrazek 4Mezidruhovy hybrid rakosnika obecného a rakosnfkaizkovaného. fevzato
a upraveno z Van Eerde (1999).

Stihly ptak o velikosti 12,5-14 cm. Typického rdkde obecného pozname podle
Spikaté hlavy s plochynielem, dlouhého Stihlého zobaku i#dkeIni formule, ktera
je jednou z nejzéasadSich rozpoznavacich znak/Sech ti druhi (Obrazek 6, 7,
Appendix 1). Rakosnik obecny je razsiy v zapadntasti Palearktické oblasti
(zdpadni Eurasie cetre severni Afriky a Redni Asie) (Obrazek 5). Zimuje
v zapadni a vychodni Africe.

Rakosnik zgvny je 13-15 cm velky ptédk vyskytujici se dznych
bylinnych porostechiasto na vihkych mistech v tavolnicich, keach, také vedle
nadrzi nebo podnd&nych poli, obas na okraji rakosi, pokud je smichané
s bylinnym porostem. Na prvni pohled je velmi poaphbdakosniku obecnému i
pokiovnimu, liSi se ale jak v metrickych znacich, takane (Apendix 1). Areal
rozSieni rakosnika zfwyného saha od jizni BritAnie a Francie aZz po zépadn
Kazachstan a severrpo jizni a jihovychodni Finsko, jizni hranice ppkochazi
severni ItaliiReckem, Bulharskem@odél jiznino poteziCerného mee (Baueret
al. 2005) (Obréazek 5). V poslednich desetiletich Seddie na sever, &&mz s¢dci
rostouci poet hnizdicich ptdkve Skandinavii a severozdpadnim Rusku. Zimuje v
jihovychodni Africe.

Rakosnik pokovni hnizdi v kovinach, na ferostlych pasekach v
opadavych lesich, v kKeh podéliek a v zahradach s hustym podrostem (Hagvey
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Tabulka 1. Souhrnna tabulka zaznamendvajicictyoa lokality vyskytu hybrid mezi
ruznymi druhy rakosnikrodu Acrocephlalus.

K¥izeni Poéet! Stat Reference
. Lindholm et al. 2007; Koskimies 1980; 1984;
RPxRZ 5 Finsko 1991; Kosonen 1983
Finsko, Litva, Lemaire 1977; Panov 1989 ex Haffer 1991;
RO x RZ 15 Francie, Belgie, Haataja & Kaarto 1984; Persson 1987; Cramp
Svédsko 1992

Hansson et al. 2003; Panov 1989 ex Haffer

RV x RH 12 Kazachstan 1991

Némecko, Belgie, Beier et al. 1997; Hansson et al. 2004; lon et

RO x RV 6 Rumunsko, al. 2012
Rakousko
RO x RL 1 Kazachstan Panov 1989 ex McCarthy 2006
ROXRR 3 Nizozemi, Velka Van Eerde 1999; Sharrock 1985
Britanie
RZ x RR 1 Norsko Lifield et al. 2010
RO x RA 1 / Morel 1987
RO x RP 1 / Hagstrom 1984

Pocet hybridi

Rakosnik patovni (RP); rakosnik zfyny (RZ); rdkosnik velky (RV); rdkosnik driohlasy
(RH); rékosnik obecny (RO); rédkosnik plavy (RL)kognik prouzkovany (RR); rakosnik
africky (RA)

Porter 1984). Nelakd ho rakosi ani podera mda. Vyskytuje se v Asii a
nejvychodijSi Evrog (Obrazek 5). U nas dosud nebyl zastizen. Je¢aist velky
ptak dofistajici velikosti 12,5-14 cm. Od rakosnikawapého a rdkosnika obecného
se mimo jiné liSi zgvem, zpiva z vrcholku Ke nebo nizSiho stromu. S rakosnikem
obecnym sdili dlouhy zobak a plockélo. Ekologicky je rakosnik po&vni
podobrjSi rakosniku zgwnému. V oblasti, kde se aredly obou drgffetavaji, se
casto vyskytuji na stejnych lokalitach. Na rozdilgddchozich dvou drudhzimuje

v Indii (Harvey & Porter 1981).
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Obrazek 5.Hnizdni roz§eni t#ech studovanych drihrakosnilki rodu Acrocephalus,
podrodu Notiocichla. Rékosnik obecngerver¥; rakosnik zpvny, zeled; rakosnik
pok-ovni,cerre. Prevzato z Parkina et al.(2004).

'J

B P

V ramci podroduNotiocichla je dosud nejvice zaznamenanych hyiorid
mezi rakosnikem obecnym a rakosnikendvpym. Jeden ifpad byl nalezen v
Belgii (Lemaire 1977), dalsi ve Finsku (Haataja &afto 1984), Svédsku (Cramp
1992), dalSi#f v Litvé (Panov 1989 ex Haffer 1991a osm pipadi ve Francii
(Lemaire 1977). VSichni hybridi byli identifikovama zaklad morfologickych
znaki. V Litv¢, Belgii, ve Velké Britanii a v Bmecku pak bylo navic pozorovano
smiSené hnizahi mezi ¢mito dwma druhy (Lemaire 1977; Glutz 1991; Cramp
1992). V gti pripadech byla samice rdkosnikézpy, ve dvou tomu bylo naopak.
Zda se, Ze totorkzeni mize byt v girodk casté, i kdyz stanovit frekvenci vyskytu
kiizendt mezi €mito morfologicky velmi podobnymi druhy je p@&mmé obtizné.
Zvlasg u mladych (tohorénich) jediné se vyskytujeada ptak, jejichz spolehlivé
uréeni do druhu podle morfometrickych ziigk prinejmensim obtizné (Hromadko
et al. 1993) a pouze genetické analyzy by nam pomohtyftekvenci stanovit.

Pongrné casta se zda byt i hybridizace mezi rakosnikersvimpm a
rakosnikem patovnim. Ve Finsku, v okoli #sta Tampere, byl na zakkadve
morfologické odliSnosti identifikovanifpad hybridniho jedince (Kosonen 1983).

Lindholm et al. (2007) potom objevil dalSitit ptipady hybridnich jedinc se
16



Obrézek 6 Morfologicka diverzitau rakosnika obecného, rakosnikaapého a rakosnika
pokfovniho. Fevzato z Svensson et al. (2004).
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smiSenym zgvem a pechodnou morfologii. Zaznam pochazi z jizniho fpédb
Finska z mista EspooKromé hybridnich jediné bylo v jihovychodnim Finsku (a
po jednom pipadu v Norsku a Nizozemsku) celkem pozorovano mmfié osm
piipadi smiSeného hnizdi rakosnika zfg/ného a rakosnika p#dvniho
(Koskimies 1980, 1991; Poet al. 1999; Trnka 2004). V sedmi z nich byla samice
rakosnik zpvny a v jednom fipadt tomu bylo naopak. Dokonce byl zaznamenan i
jeden pipad hnizéni hybridni samice F1 se samcem rakosnikarqakho

(Koskimies 1984). Frekvence vyskytu mezidruhovyctoridi mezi rakosnikem
17



Obrézek 7.Kridelni formule # studovanych druh a - rdkosnik obecny, b - rakosnik
zpvny ¢ - rakosnik pgkvni. Frevzato Hudec & Havlin (1995).

-

zpévnym a rakosnikem pékvnim ot neni znama. Je vSak mozné, Ze je vySSi nez
frekvence vyskytu hybritl mezi rakosnikem zZpnym a rakosnikem obecnym,
neba’ se oba druhyasgji vyskytuji na stejnych lokalitach.

Hybridizace mezi rdkosnikem obecnym a rakosnikedtovnim dosud
neni znama, i kdyz jeden nepotvrzeniippd byl zaznamenan v roce 1984
(Hagstrom 1984).
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2. CILE

Hlavnim cilem mé diplomové prace je zjistit, jestlezidruhova hybridizace mezi
rakosnikem obecnym, rakosnikeméwpym a rékosnikem pogvnim vede ke
genovému toku mezi druhy. Pokud ano, zajim& nés,jednira mezidruhového
genového toku vysSi mezi genetickijquzrejSimi druhy, tj. rakosnikem obecnym
a rakosnikem zfwnym, a nebo mezi ekologickytipuzrgjSimi druhy, tj. mezi
rakosnikem zgnym a rakosnikem péd&vnim. Za timto Gelem jsme analyzovali
sekvence z ¢kolika jadernych lokus ze sympatrické populace (jizni Finsko) vSech
tii studovanych druh Ziskana data ndm umoznila odhadnout miru genotato
mezi vSemiitemi studovanymi druhy, jejich dobu divergence &«tfai velikosti
populaci jednotlivych druh ZjiStovali jsme také, jaky je vliv genetického driftu a

pozitivni selekce na evoluci sekvenci u jednotltvgcuhi.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Sbér vzorku v terénu

V ¢ervenci roku 2010 praibl skér vzorki krve pro naslednou genetickou analyzu
ze ti druhi rakosnik: rakosnika obecného, rakosnikaéwpeho a rakosnika
pokiovniha Vzorky pochézeji z jizniho Finska (Obrazek 8), kske gekryvaji
arealy vSechit druhi. Druhy se tak natenych lokalitach setkavaji a mohou se
vzajemre kiizit. Celkem se pod#o na rékolika desitkach lokalit v oblasti sahajici
od zapadniho pdbzi k ruskym hranicim nasbirat vzorky z 22 jedimékosnika
obecného, 26 jediiaakosnika zgvného a 25 jedincrakosnika potovniho
(Apendix 2). VSichni jedinci byli chyceni do narazosit, vétSinou za pomoci
piehravky zgvu svého druhu. Po odchytu, okrouZzkovani acodlkapky krve

z brachialni Zily byly u kazdého ptaka standardripisobem zaznamenény
nasledujici morfologické znaky: hmotnost, délkesdanetatarsu, tkdla a ocasu,
kiidelni formule a vnini stopa. Pomociéthto znak byla také owrena jeho
druhova identita. Vzorky byly sesbiranyidi Reifem (Ustav pro Zivotni prasti,
PrF UK) za gispéni Petra Prochazky a Milici Pozgayové (oba Ustanidgjie
obratlova@s AV CR) ve spolupraci s Prof. Esou Lehikoinenem, MagkusAholou
(oba Univerzita Turku, Finsko) a Antero Lindholme(finsky krouZkovatel
zameteny na odchyt rdkosnik Sker vzorki probehl v souladu s finskymi zéakony
na ochranu firody a na odéry krve bylo ziskano povoleni od mistnidadi. Jako
Loutgroup“ pro populadné genetické analyzy byl pouzit vzorek zrakosnika
prouzkovaného, ktery jsme ziskali od Petra Prochazk

3.2 Izolace DNA, PCR a sekvenovani

Ze vzorku krve uchovaném v 96% ethanolu byla vyizdha DNA pomoci kitu
DNeasy Blood&Tissue Kit (Qiagen) dle instrukci ueegich v manudlu.
Vyizolovana DNA byla nasledsa 10x naedtna a pouZita pro PCR amplifikaci
n¢kolika jadernych lokus. PCR amplifikace jadernych lokiusbyla provedena

pomoci primel, které byly navrzeny na zakkadekvence zeixrky (Taeniopygia
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guttatg do oblasti velmi konzervovanych exotak, aby amplifikovaly variabilni
intronové sekvenceffslusné délky. Tyto primery bylyast&né navrzeny v nasi
laboratdi a ¢ast&né pochazeji z jinych studii (Backstroet al. 2006; Borgeet al.
2005). Stejné primery byly pouZity i pro nasledrsmkvenani rekaci. Celkem se
nam podélo UspssSre optimalizovat PCR pro osm gaprimeri. Sekvence primér
jsou uvedeny v Tabulce 2. PCR reakce o celkovéranabj3@l obsahovala tyto
slozky: 9,4l H,O (Nuclease Free Water), 8lQoufru (10x buffer), 2,41 MgCl,
(2mM), 3,Qul dNTP (0,2mM), 2,Ql primer forward+reverse (0,8®1), 0,151l aTaq
polymerazy a 10 10x fedtné DNA. VSechny chemikélie byly rozmrazovany na
ledu a ped pouzitim kratce centrifugovany. Amplifikace jedivych lokugsi byla
provedena v devadesati Sesti jamkovych destih v termalnim cykleru (BIO-
RAD) za nésledujicich podminek: 95°C 2 min, (948CGs360°C 30 s, 72°C 1 min)
okrat, (94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 1 min) 33kr&°C75 min. Separace
namnozenych fragmeihtDNA byla provedena pomoci elektroforézy na 1,5%
agarézovém gelu gidanym ethidium bromidem (1@ na 10ml gelu) v 0,5 x TBE
pufru @i 220V po dobu 45min. Vysledky elektroforézy bylyadyzovany pod UV-
transiluminatorem pomoci prohlig& geti AlphaDigiDoc. Purifikace PCR
produkti byla provedena za pomoci kitu QIAquick PCR Puaificn Kit (Qiagen).
U precistenych vzorki byla na nanodropu (Spektrofotometr ND-1000)étsna
koncentrace &istota PCR produkt Cést vzork byla petisténa firmou Macrogen
(Korea). Sekvenovani (v obou &rech, zforward i reverse primeru) bylo

provedeno v Sekvenai laboratéi Pif UK v Praze a&aste&n¢ ve firm¢ Macrogen.

3.3 Genetické urceni pohlavi

Pohlavi odchycenych jedifc které bylo uweno v terénu, bylo dale &eno
geneticky na zakladmetody Griffithset al. (1998). Tato metoda vyuZziva prinder
P2 a P8, které amplifikuji lokusy na chromozomu ¥aliSici se délkou. PCR
reakce o celkovém objemu dl5obsahovala tyto slozky: 3y7H,O (Nuclease Free
Water), 1,5l pufru (10x buffer), 1,21 MgCl, (2mM), 1,51 dNTP (0,2mM), 1,Ql
primer P2 (0,38M), 1,0ul primer P8 (0,38M), 0,1ul aTaq polymerazy a 540

neredné DNA. PCR amplifikace byla provedena v devadesasti jamkoveée
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desttce v termalnim cykleru (BIO-RAD) za nasledujiciobdminek: 94°C 1 min
30 s, (48°C 45 s, 72°C 45 s, 94°C 30 s) 38kraC 48Mmin, 72°C 5 min. PCR
produkty se roz&lovaly pomoci elektroforézy na 3% agar6zovém ggbiidanym
ethidium bromidem (40 na 10ml gelu) v 0,5 x TBE pufruriplO0V po dobu
1,5hod. Vysledky elektroforézy byly analyzovany pat/-transiluminatorem
pomoci prohlizée geli AlphaDigiDoc. Samice s pohlavnimi chromozomy ZW
jsou charakterizovany dwma prouzky na gelu, samci s pohlavnimi chromozomy
ZZ jen jednim (Obrazek 9).

3.4 Editace sekvencnich dat a populacné genetické
analyzy

Ziskané sekvence byly editovany pomoci programuo@Gdde Aligner, kde byly
manual uréeni heterozygoti. DalSim krokem bylo vybemi alignmentu pomoci
programu Clustal W (Thompsoet al. 1994) implementovaném v programu
BioEdit (Hall 1999). Sekvence v alignmentu jsmewlbaxoni a vymazali indel
polymorfismy. Krong¢ toho jsme vymazali nekompletni sekvence, a/netmcpo
s chyljicimi sekvencemi u vice jediicPomoci programu PHASE (verze 2.1.1;
Stephenset al. 2001; Stephens & Donnelly 2003) byly diploidni wesce (tj.
vSechny autosomalni sekvence a Z-vadzané sekvesaméi) rozctleny v kazdém
lokusu do dvou haplotyp Program jsme pustili s nasledujicimi parametgnther
of iterations = 10 000, thinning interval = 1, b 1000). Pro kazdy lokus jsme
program pustili 5x s odliSnym ,random seed”. U Usdokusi jsme dostali ve
vSech gti analyzach totozné haplotypy.

Zakladni populéen¢ genetické statistiky (Tabulka 3) byly @tiny
v programu DNaSP (verze 5; Rozas al. 2003). Ve stejném programu byly
provedeny testy pozitivni selekce, Tajima‘s D t@sjima 1989) a Fu-Li’'s D test
(Fu & Li 1993). Hudson-Kreitman-Aguadé (HKA) testidsonet al. 1987) byl
proveden pomoci HKA programu (http://genfacultygars.edu/hey/
software#HKA). Genealogické vztahy mezi jednotlivynmaplotypy byly
rekonstruovany pomoci programu Network (Bandeft al. 1999) za pouziti
algoritmu Median joining.
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Sekvewni data byla dale analyzovana pomoci programu INid2y
2010). Tento program vyuziva koalesgeihmodel ,isolation with migration* (IM)
pro vice nez dv populace (Hey 2010) a umaje ze sekveatnich dat odhadnout
nasledujici populaé genetické parametry: dobu divergence jednotlivyopulaci
(t), efektivni velikost jednotlivych populaci (N) miru genového toku mezi
jednolivymi populacemi (m) (Orazek 10). Odhady mpae#ti jsou zaloZené na
Markov chain Monte Carlo simulacich genealogii. t82e program I[Ma2
nepgedpoklada rekombinaci uvhilokusu, uéili jsme pro kazdy lokus nejdelSi
sekvenci bez pozorované rekombinace pomoci progriMge (Woerneret al.
2007). Tento program odsiige bul’ rekombinantni haplotypy, a/nebasti
sekvenci u v8ech haplotygak, aby astal inform&né co nejvic bohaty soubor
sekvenci bez rekombinace. K odhadu paraimeit modelu v biologicky
smysluplnych jednotkéch (tj. efektivni velikost prigce v pdtu jedindg (Ne), doba
divergence populaci v letech (t), mignarychlost za rok (m) a populai migrani
rychlost (2Nm)) je ieba znat mutai rychlost jednotlivych lokus (i). Mutani
rychlost jsme odhadli na zakkaddivergence k outgroupu. Neutralni mirta
rychlost pro kazdy lokus byla odhadnuta ze vzddce 2utl, kdeD je pramérny
odhadDxy (Nei 1987) mezifemi studovanymi druhy rakosriila rakosnikem

Obrazek 8.Mapa znazotujici lokality odchytus/i zkoumanych druhrakosnilé v jiznim
Finsku.
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Tabulka 2.PouZzité primery pro PCR reakci a sekvenovani.

|ZI|?5§: smer’ Sekvence primeru Délka > Reference
PPWDL F  AACTGTGGAAAACTTCTGTG eso  Backstrom et
R  TCATCTTCAAATTCTCCTCC al. 2006
ADAMTSS F GGAGAGAATGGATTTCTGCC oo Backstrom et
R TGATTCCAGTCTAGGAAACG al. 2006
17483 F GAAATGTGGTCTGAACAGTC sgo  Backstrom et
R TTGCTCTTGGCACGATATGC al. 2008
01281 F GACCAAGACAACTTCCTGCC ogo  Backstrom et
R  GTAGATTTCGACACCTCCAG al. 2008
94972 F CGTTCCACTAATATTTTCCG Looo  Backstrom et
R  GCTTCATCAGTGACTATGAC al. 2008
RPLE.4 F GTTGGCCTGACCAATTACGC e Borgeetal
R CTTCAACTTGGCCTTCATAGATCTT 2005
16401 F TTTTCTCCAGCATTGCACTT 1150 Reifova et al.
R  TTTTCTTCTTTCTCCAGATAGCG in prep.
161505 F CCCAACACCCGTGCTAACTA e, Reifovaetal
R AGACCTCCTTGAACATCCCA in prep.

'Smer primeru
’Délka PCR produktu v bp

Obréazek 9 Genetické ufeni pohlavi dle metody Griffiths et al. (1998). Dpeouzky
znazonuji samii pohlavi, jeden prouzek sénpohlavi.
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prouzkovanym (Tabulka 3) & je doba divergence. Dobu divergence miaint
studovanymi druhy rakosnika rakosnikem prouzkovanyrf,9 milion let, jsme
odhadli na z&klatlznamé divergence sekvence cytochromu b mezi jbdjoi
druhy (Freginet al. 2009) a stanovené substitil rychlosti pro tuto sekvenci u
ptaki, 2,1% (Weir & Schluter 2008). Délku gené&ma doby jsme pedpokladali
jeden rok. Program IMa2 jsme pustili pro vSechriyuky dohromady nezavisle 3x
se stejnymi parametry (-q10 -m3 -t5 -b 100000 @l -hfg -hn30 -ha0.96 -hb0.9),
ale s odliSnymi ,random seed“. VSechny runy jsnezhali @Zet 7-8 milior
kroka (steps). Mixovani Markov Chain Monte Carlo similbglo ve vSechiech
bézich dobré, jak se dalo usoudit z ,trend line* graf hodnot ESS (effective
sample size), které bylyét8inou vyssi nez 20 000 a nikdy niz8i nez 50. Oghad
parametit byly ve vSechiech Ezich v podstat stejné, coz ukazuje, Ze vysledky
jsou wrohodné. Ve vysledcich jsou prezentovany odhadgjaetsino hu.

Obrazek 10.Model ,isolation with migration“ pro ti populace. Model ma patnact
parameti: zahrnujicich efektivni velikost jednotlivych pamil(N), dobu divergence (t), a
miru genového toku mezi populacemi (m).
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4. Vysledky

Osekvenovali jsme 4 autozomalni a 4 Z-vazané lokusympatrické populace
vSech ti studovanych druh rakosnik. Pro kazdy lokus jsme ziskali 24 - 44
haploidnich sekvenci u rdkosnika obecného, 20se&0enci u rakosnika &meého

a 13 - 48 sekvenci u rakosnika pmkniho (Tabulka 3). Délka ziskanych sekvenci
se pohybovala mezi 355 bp a 829 bp (Tabulka 3)kedel jsme ziskali a
analyzovali 490 kb sekveénich dat.

Na Obrazku 11 jsou vyobrazeny genealogické jsidnotlivych lokus.
Pro lokusy 21281 a 24972 byly genealogické piliS slozité kwvili pfitomnosti
mnohdetnych rekombinaci v ramci lokusu (Tabulka 3).éthto lokus$i jsou proto
znazorgny genealogickeé sitien procast sekvence bez rekombinace, kterou jsme
ziskali pomoci programu IMgc (viz Material a meta)i Z obrazku je viét, Ze u
n¢kterych lokusé jsou sekvence jednotlivych dnuhvzajemré dolre oddlené
(RPL5-4, TG401, TG1505). V souladu se znamou fyhegeé je u &hto lokus
vidét, Ze sekvence rakosnika obecného a rakosnikenepo jsou si vzajendn
podobrjSi ve srovnani se sekvencemi rakosnikarg@akiho. U ostatnich lokis
sekvence jednotlivych drihuZz nejsou tak dde oddlené, Gzné druhycasto
sdileji stejné haplotypy a fylogenetické vztahysogj dolse patrné. To by mohlo
byt zpisobeno bd pritomnosti ancestralniho polymorfismu u jednotlivyartuhi
a/nebo genovym tokem mezi druhy.

Zajimavym faktem patrnym z genealogickych sitfajeé to, Zeit ze ¢tyt
lokusi na chromozomu Z (ADAMTS6, TG401, TG1505) vykazugimi nizkou
haplotypovou diverzitu. U lokusu ADAMTS6 a TG401¢imvSichni jedinci
rakosnika obecného stejny haplotyp, ktery byl ovéeltisny od haplotyp dalSich
dvou drulii. Paiet iznych haplotyp u lokusi ADAMTS6 a TG401 byl snizeny i u
rakosnika zpvného a pokovniho. Zajimavé je, Ze u lokusu TG1505 nesli jeidin
vSech ti druhi svij druhow specificky haplotyp. Snizen& geneticka diverzita u
vSech fi lokusi na chromosomu Z je patrna i ze dvou popudagenetickych
parametii, nukleotidova diverzitanj a proporce polymorfnich mise,) (Tabulka

3). SniZzena geneticka diverzita @tdiny lokusi na chromosomu Z by mohla
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znamenat, Ze na chromosom Z u studovanych udmékosnik pasobi silna
pozitivni selekce. Alternativnim vystlenim by mohla byt snizend mtita
rychlost na chromosomu Z, coZ je ovSem nepfpwdobné vysitleni (naopak na
ptaim chromosomu Z byla prokazana wipgru vysSi muténi rychlost neZz na
autosomech, protoze chromosom Zésstji dédi pres samce, kde probih& vice
bunsé¢nych dleni v germinalni linii) (Axelssoet al.2004)

Abychom exakté otestovali, jestli na dktery ze studovanych lokais
pusobi selekce, provedli jsme Tajima’s D test a Fg-0O test. Tajima's D test je
zaloZzeny na analyze distribuce frekvence alel. W@ea hodnoty dvou
empirickych odhall genetického polymorfismu, nukleotidové diverzity) (a
proporce polymorfnich misé). U sekvenci, na které niggobi selekce (a pochazeji
z populace o konstantni velikosti), jsou oba dvhaoty velmi podobné a Tajima'’s
D se blizi nule. Sekvence, na ktetégbi selekce (nebo pochazeji z populace, ktera
v minulosti proSla poputmi expanzi¢i bottleneckem) maji hodnoty Tajima‘’s D
signifikantre zaporné (pozitivni selekce, poptétéd expanze), a nebo kladné
(balancujici selekce, popdld bottleneck). Fu-Li's D test je zaloZzeny na
podobném principu jako Tajima's D test, ale vyuzijed segregujici mista u
kterych je vzacna alela ve vzorkiditpmna jen jednou (tzv. sigletons). Hodnoty
Tajima‘s D byly obecé u vSech lokus mirné zaporné, coz naztiaje, Zze vSechny
téi druhy v nedavné dab pravdtpodobré prodilaly popul@ni expanzi. Zadna
hodnota vSak nebyla statisticky signifikantni (préechny hodnoty p > 0.05;
Tabulka 4). Stejp tak Zadna hodnota Fu-Li's D statistiky nebyla istaky
signifikantni (pro vSechny hodnoty p > 0.05; Talaul#). U lokugé s nulovou
genetickou diverzitou v ramci druhu nemohl byt rajis D test a Fu-Li's D test
proveden.

Dale jsme provedli Hudson-Kreitman-Aguadé (HKAgstt pozitivni
selekce.Tento test porovnava miru genetického polymorfissmmiru divergence
k outgroupu jednotlivych lokus Za gedpokladu neutrality by &h byt poner
téchto dvou vellin konstantni. Pokud vSak naijaky lokus misobi pozitivni
selekce, dojde ke snizeni genetického polymorfissmamci druhu, zatimco

divergence mezi druhy ovli¢na neni. Celkem jsme provedityii HKA testy
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Tabulka 3.Zakladni populané genetické statistiky u osmi sekvenovanych lbKuegenda k tabulce na nasledujici s#an

Lokus Chr* Délka® Druh?® n* s° p° ' 0,° K® Dxy'® Rm™ R*
17483 A 484 RO 44 9 9 0.00323 0,00427 15,841 0,03273 0 0,0758
RZ 32 13 13 0,00805 0,00667 17,656 0,03648 3 0,0487
RP 48 10 10 0,00268 0,00466 17,396 0,03594 0 /
RO+RZ+RP 124 32 32 0,00731 0,01226 16,911 0,03494 3 0,0727
21281 A 355 RO 28 29 31 0,01868 0,02099 10,643 0,02998 4 0,1226
Rz 20 24 24 0,01893 0,01906 9,350 0,02634 6 0,1438
RP 38 22 22 0,01071 0,01475 11,132 0,03136 4 1,2825
RO+RZ+RP 86 50 54 0,01905 0,02802 10,558 0,02974 7 0,1254
24972 A 636 RO 24 29 30 0,00999 0,01221 17,375 0,02732 5 0,0865
RZ 38 35 35 0,00819 0,01310 16,263 0,02557 5 0,0924
RP 38 30 30 0,00861 0,01123 16,395 0,02578 4 0,4283
RO+RZ+RP 100 71 73 0,01031 0,02156 16,580 0,02607 7 0,2220
RPL5-4 A 390 RO 38 4 4 0,00101 0,00244 15,184 0,03893 0 /
RZ 50 15 15 0,00994 0,00859 17,000 0,04359 3 0,1388
RP 48 12 12 0,00591 0,00693 15,792 0,04049 3 3,1928
RO+RZ+RP 136 35 36 0,01383 0,01636 16,066 0,04120 5 0,0653
ADAMTS6 Z 488 RO 35 0 0 0,00000 0,00000 5,000 0,01025 / /
RZ 43 2 2 0,00019 0,00095 4,047 0,00829 0 /
RP 42 7 7 0,00206 0,00333 4571 0,00937 0 0,0226
RO+RZ+RP 120 10 10 0,00171 0,00382 4,508 0,00924 0 0,0680
PPWD1 Z 566 RO 34 14 15 0,00550 0,00605 14,265 0,02520 0 0,0520
RZ 45 9 9 0,00318 0,00364 14,111 0,02493 0 0,2142
RP 13 15 15 0,00716 0,00854 12,462 0,02202 3 0,0382
RO+RZ+RP 92 39 40 0,00663 0,01353 13,935 0,02462 3 0,0191
TG401 Z 829 RO 39 0 0 0,00000 0,00000 17,000 0,02051 / /
Rz 45 4 4 0,00027 0,00110 14,067 0,01697 0 /
RP 44 1 1 0,00005 0,00028 21,023 0,02536 0 /
RO+RZ+RP 128 18 18 0,00712 0,00400 17,352 0,02093 0 0,0031
TG1505 Z 532 RO 39 0 0 0,00000 0,00000 10,000 0,01880 / /
RZ 43 0 0 0,00000 0,00000 13,000 0,02444 / /
RP 42 0 0 0,00000 0,00000 14,000 0,02632 / /
RO+RZ+RP 124 6 6 0,00508 0,00209 12,395 0,02330 0 0,0151




Legenda k Tabulce 3.

! Autosom (A), chromosom Z (2)

2Délka sekvence v bp

% Rakosnik obecny (RO); rakosnikapy (RZ); rakosnik pakvni (RP)

* Pocet haploidnich sekvenci

® Pocet segregujicich mist (S)

® Pacet mutaci £)

" Nukleotidové diverzitanj

& Proporce polymorfnich mist)

° Divergence k outgroupu; pmérny pa‘et nukleotidovych substituci

% Divergence k outgroupu; pmerny patet nukleotidovych substituci na bazi

1 Minimalni pa’et rekombinanich udalosti

12 0dhad rekombinzniho parametru R

(jeden test pro kazdy z& tstudovanych druha jeden test pro vSechniy druhy
dohromady). Mezidruhova divergence byla vzdy stanav k outgroupu (.
rakosniku prouzkovanému). Test byl signifikantrd pgechnyi studované druhy
testované separdtnne vsak, kdyZz byly druhy sléeny dohromady (Tabulka 5).
Tento vysledek nazigje, Ze na jedesi vice ze studovanych loktisu kazdého
druhu pisobi pozitivni selekce. P podrobrjSim prostudovani zji8hych a
ocekavanych hodnot genetického polymorfismu uvnitruhu a divergence
k outgroupu se ukazalo, Zze néi§i odchylky zjiS&¢nych hodnot od pozorovanych
vykazovaly lokusy TG401 (u rakosnika obecného apnsalka pokovniho) a
TG1505 (u rékosnika obecného, rakosnik&vmapho i radkosnika pd&vniho)
(Tabulka 6). Je tedy pragpodobné, Ze prévu tchto dvou lokus je sniZzena
geneticka diverzita ysobenim pozitivni selekce. Po odstmintéchto dvou get
zanalyzy byl HKA test u rakosnika &mého a rakosnika pédkvniho
nesignifikantni, ale dstal signifikantni u rakosnika obecného, kde tedyzen
pozitivni selekce fisobit jest na reéjaky dalSi lokus.

Abychom zjistili, jestli mezi studovanymi druhyochazi ke genovému
toku, provedli jsme analyzu sekvenci pomoci progrdivia2. V Tabulce 7 jsou
uvedeny odhady jednotlivych parantetM modelu, které jsme ziskali. Posterior
probability distribuce pro odhady jednotlivych paetri jsou znazorény na
Obrazku 12. Vysledky ukazuji, Ze vSechrty druhy rédkosnilt maji podobnou
efektivni velikost populace (rékosnik obecny, N29802; rakosnik zfwny, N =

541 781; rakosnik pakvni, N = 535 194). Odhad efektivni velikosti pogue
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Obréazek 11 Genealogické sit4 autosomalnich (A) a 4 Z-vdzanych lak(B). Velikosti
kruhi jsou proporcionalni k pgiu jednotlivychhaplotypi. Sekvence z rdkosnika obecného
jsou znazoreny cervery, rakosnika zgpného zeleha radkosnika potovniho ZIut.
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Tabulka 4.VysledkyTajima’s D a Fu-Li's D testu.

Lokus Druh ' Tajima's D Fu-Li's D
17483 RO -0,70073 -0,56574
RZ 0,67549 0,14941
RP -1,22487 -1,64084
21281 RO -0,40291 -1,19746
RZ -0,02499 -0,19974
RP -0,92237 -0,82269
24972 RO -0,68333 -1,22350
RZ -1,31446 -2,43066
RP -0,80926 -0,40400
RPL5-4 RO -1,42030 -2,13505
Rz 0,48423 1,11164
RP -0,43760 0,40730
ADAMTS6 RO / /
RZ -1,47990 -2,46221
RP -1,05007 -1,00249
PPWD1 RO -0,29454 0,22846
RZ -0,35822 0,71170
RP -0,67610 -0,79512
TG401 RO / /
RZ -1,76368 -2,23957
RP -1,11530 -1,80309
TG1505 RO / /
Rz / /
RP / /

'Rékosnik obecny (RO); rakosnikapy (RZ); rakosnik pakvni (RP)
Zadna hodnota Tajima‘'s D ani Fu-Li's D statistikgbyla statisticky signifikantni (p >
0.05)

Tabulka 5.HKA test pozitivni selekce.

Druh® Suma odchylek 2 Df? P-value *  P-value °
RO 28,8754 7 0,00015 0,00000

RZ 17,4805 7 0,01455 0,00310

RP 24,4626 7 0,00094 0,00000
RO+RZ+RP 10,2586 7 0,17438 0,07590

! Rakosnik obecny (RO); réakosnilkapy (RZ); rakosnik pakvni (RP)

2Pacitano dle vzorc& ((pozorované —dekavané hodnoty)*2/variance)

% Pacet stupiz volnosti

®P-value z chi kvadrat testu; signifikantni hodnatyzoreny tuné

* P-value ze simulaci; @et simulaci 10000; signifikantni hodnoty znazomn tuné
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Tabulka 6. Pozorované a déekavané hodnoty genetického polymorfismu a divemgenHKA testu pozitivhi selekce. (Legenda k tabule
nasledujici stra#).

Polymorf ni mista uvnit ¥ druhu

Divergence vzhledem k outgroupu

4

Lokus Druh* Pozorované  Oékekavané Variance Odchylka ° Pozorované Oéekavané Variance Odchylka °
17483 RO 9 12,03 24,44 0,376 15,84 12,81 20,46 0,449
RZ 13 15,34 38,75 0,141 17,66 15,32 29,83 0,184

RP 10 13,72 29,23 0,473 17,40 13,68 23,23 0,595

RO+RZ+RP 32 35,37 105,74 0,107 16,91 13,55 56,54 0,200

21281 RO 29 18,10 52,90 2,245 10,64 21,54 43,18 2,751
RZ 24 15,63 46,58 1,503 9,35 17,72 37,13 1,885

RP 22 16,14 40,00 0,860 11,13 17,00 31,75 1,083

RO+RZ+RP 50 42,92 162,02 0,310 10,56 17,64 90,57 0,554

24972 RO 29 20,70 69,94 0,985 17,38 25,67 56,40 1,221
RZ 35 26,20 89,10 0,870 16,26 25,07 63,94 1,212

RP 30 22,60 69,40 0,790 16,40 23,80 52,72 1,040

RO+RZ+RP 71 62,60 301,63 0,234 16,58 24,98 171,18 0,412

RPL5-4 RO 4 9,13 16,76 1,567 15,18 10,06 14,78 1,778
RZ 15 16,86 39,89 0,087 17,00 15,14 29,31 0,118

RP 12 13,92 29,88 0,123 15,79 13,88 23,71 0,155

RO+RZ+RP 35 37,10 111,97 0,039 16,07 13,97 59,69 0,074

ADAMTS6 RO 0 2,07 2,47 1,727 5,00 2,93 3,18 1,342
RZ 2 2,80 3,47 0,183 4,05 3,25 3,67 0,173

RP 7 5,04 7,27 0,526 4,57 6,53 7,90 0,484

RO+RZ+RP 10 9,99 15,68 0,000 4,51 4,51 7,99 0,000

PPWD1 RO 14 11,64 24,72 0,226 14,27 16,63 24,73 0,226
RZ 9 10,75 20,56 0,149 14,11 12,36 18,40 0,167

RP 15 9,83 25,53 1,048 12,46 17,63 27,66 0,967

RO+RZ+RP 39 35,88 116,97 0,083 13,94 17,05 66,68 0,146

TG401 RO 0 7,14 11,75 4,335 17,00 9,86 12,71 4,008
RZ 4 8,40 14,40 1,347 14,07 9,66 13,36 1,452

RP 1 9,66 17,66 4,247 21,02 12,36 17,29 4,336

RO+RZ+RP 18 24,44 57,68 0,720 17,35 10,91 31,21 1,331

TG1505 RO 0 4,20 5,80 3,042 10,00 5,80 6,79 2,597
RZ 0 6,01 9,14 3,954 13,00 6,99 8,92 4,054

RP 0 6,10 9,36 3,978 14,00 7,90 9,91 3,759

RO+RZ+RP 6 12,70 21,77 2,060 12,40 5,70 11,24 3,989




Legenda k Tabulce 6.

! Rakosnik obecny (RO), rakosnikapy (RZ), rakosnik paavni (RP)

2 Rakosnik prouzkovany byl pouZit jako outgroup

®0Odhylka p@itana dle vzorce ((pozorované éetiavané hodnoty)*2/variance)
Hodnoty odchylekétSi nez 3.000 jsou znazeny twne

~ v s

spole&éného pedka rakosnika obecného aéwapého je podstatnnizsi (N = 80
691). Efektivni velikost populace spoteho pedka vSechit druhi nebyla
odhadnuta spolehlév (viz posterior probability distribuce tohoto paretnu,
Obrazek 11), pravwbodobré kvili nizkému pdtu analyzovanych sekvenci a
nedostatku evoltné starych segregujicich polymorfiSmRéakosnik obecny a
rakosnik zpvny podle naSeho odhadu divergovali zhruteddl,1 milionem let.

Tabulka 7. Odhady parametr "isolation with migration" modelu pomoci programu
IMa2.

Parametr MLE * HPD95Lo®>  HPD95Hi?
NO 429802 258540 663640
N1 541781 344171 825022
N2 535194 360638 772326
N3 80691 0 627412
N4 / / /
mo>1 1,14E-09 0 5,09E-07
m1>0 1,92E-07 7,97E-09 5,43E-07
mo>2 1,14E-09 0 1,22E-07
m2>0 1,14E-09 0 1,17E-07
m1>2 1,14E-09 0 1,24E-07
m2>1 5,35E-08 0 2,17E-07
m2>3 8,84E-07 1,81E-07 2,28E-06
m3>2 1,14E-09 0 2,10E-06
2NOm0>1 0,00081 0,00000 0,37330
2NOmM0>2 0,00039 0,00000 0,10590
2N1m1>0 0,23800 0,01845 0,55070
2N1m1>2 0,00054 0,00000 0,13570
2N2m2>0 0,00044 0,00000 0,12680
2N2m2>1 0,06182 0,00000 0,22780
2N2m2>3 0,94860 0,00000 2,54300
2N3m3>2 0,00750 0,00000 1,29700
t0 1116496 668580 2217184
t1 2546534 1657289 6583046

"Maximum likelihood odhad parametru

’Spodni a horni 95% posterior density intervaly

N, efektivni velikost populace vdpech jeding pro rakosnika obecného (NO); rakosnika
zpevného (N1); rakosnika psévniho (N2); pedka rakosnika obecného a rakosnika
zpevného (N3) a fedka vSechvt druhii (N4)

2Nm, populani migracni rychlost (population migration rate) mezi jedingtmi druhy
(znatené stejnymicisly jako efektivni velikosti populaci), négad 2NOm0>1 znd
popula’ni  migrani rychlost zrékosnika 2pného do rakosnika obecného

33



Obrazek 12.Posterior probability distribuce odhadovanych paretr: “isolation with
migration” modelu: N, efektivni velikosti populageo rakosnika obecného (NO);
rakosnika zpvného (N1); rdkosnika pstvniho (N2); pedka radkosnika obecného a
rakosnika zpvného (N3) a fedka vSechit druhi (N4); t, doba divergence drihmezi
rakosnikem obecnym a rakosnikendvagm (t0) a rdkosnikem pakvnim a pedkem
rakosnika obecného a rakosnikacwameho (t1); m, migreéni rychlost za rok, mezi
jednotlivymi druhy (zn&né stejnyméisly jako efektivni velikosti populaci). Négdad
mO>1 znai migrachi rychlost z rdkosnika 2pného do rédkosnika obecného.
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Rékosnik pokovni a gedek rakosnika obecného awapeho divergovali zhruba
pied 2,5 miliony let. Zaznamenali jsme nenulovy gendek zrakosnika
obecného do rakosnika&mého (2Nm = 0,238), v opaeém snéru byl genovy
tok nulovy (2Nm < 0,001) (Tabulka 7, Obrazek 12)tr@chu nizsi genovy tok
jsme zaznamenali z rdkosnikatzpého do rakosnika pdvniho (2Nm = 0,062),
opét v opaném sndru byl genovy tok nulovy (2Nm < 0,001) (TabulkaQbhrazek
12). Mezi rdkosnikem obecnym a rakosnikemipekim byl genovy tok nulovy
v obou snmdrech (2Nm < 0,001) (Tabulka 7, Obrazek 12). Vyznamanovy tok
pravdépodobré existoval také mezi rakosnikem goknim a pedkem rakosnika
obecného a 2wného a podle naSich odhealyl opst asymetricky, pouze zipdka
rakosnika obecného a&mého do rakosnika p#wniho (2Nm = 0,95), ale ne
naopak (2Nm < 0,01) (Tabulka 7). Tento odhad ovBemusi byt fesny, jak je
vidét z posterior probability distribuci tohoto paramefObrazek12).
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5. Diskuze

Genovy tok mezi druhy fize hrat v evoluci @leZitou roli. Ve své diplomoveé
praci jsem zjisovala, jestli dochazi ke genovému toku meignti druhy
rakosniki rodu Acrocephalus:rakosnikem obecnym, rakosnikeméwpym a
rakosnikem palovnim, ktéi se v pirodé vzajemrt kiizi, i kdyZz jen v nizké
frekvenci. Analyza sekvenich dat z osmi jadernych lokugrinesla nasledujici
vysledky. Odhadli jsme, Ze rakosnik obecny a raikogpevny divergovali zhruba
pied 1,1 milionem let a rakosnik pokni a gedek rakosnika obecného a
zpévného ped 2,5 miliony let. Tento odhad ukazuje, Ze k diesci u &chto
druhi doSlo relativé nedavno v ptbeéhu ¢tvrtohornich klimatickych oscilaci,
které za&aly zhruba ped 2,4 - 2,6 miliony let (Hewitt 2000; Provan & Bt
2008). Zda se tedy, Zefistani dob ledovych a meziledovych a s tim souvseji
zmeny ve velikosti areal druhi hrédli dileZitou roli v adaptivni radiaci rakosriik
roduAcrocephalus

NaSe vysledky ukazuji, Ze vSechiy dtudované druhy rakosnikmaji
podobnou relativéh vysokou efektivni velikost populace (rakosnik abgcN =
429 802; rakosnik zZwny, N = 541 781; rakosnik padvni, N = 535 194). #
takovéto efektivni velikosti populace a relativnedavné dabdivergence se da
oc¢ekavat, Zze mezi druhy bude stale existovat vysok@zstvi ancestralniho
polymorfismu. Ten riZze cast&éné vyswilit pfitomnost sdilenych haplotygmmezi
druhy a nejasné fylogenetické vztahy u mnoha loK@brazek 11).

Krom¢ toho naSe vysledky ukazuji, Ze mezi druhy dochkei
genoveé introgresi, i kdyZ ne mezi vSet@ri druhy. Mezi rakosnikem obecnym a
rakosnikem polovnim nedochazi ke genovému toktibec, coz se také dalo
¢ekat, protoze tyto dva druhy obyvaji rozdilné nékprokazani hybridi mezi nimi
dosud nejsou zndmi. Mezi rakosnikem obecnym a rdkesy zgvnym, ktei
v piirod hybridizuji, dochazi ke genovému toku, ale jerednom sniru a to
z rakosnika obecného do rakosnikavoygho, naopak nikoliv. | mezi rdkosnikem
zpévnym a rakosnikem pé&vnim, kté¢i také v girod hybridizuji, je
prokazatelny genovy tok, ale &gen v jednom siru a to z rdkosnika Zpného
do rakosnika pakvniho, naopak ke genovému toku nedochazi. Gerakynezi

rakosnikem obecnym a rakosnikenéwapym (2Nm = 0,238) je odto vySSi nez
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mezi rakosnikem Zwynym a rakosnikem pa&vnim (2Nm = 0,062). Zda se tedy,
Ze genovy tok mezi genetickyipuzrgjSimi taxony je vySSi neZz mezi ekologicky
bliz§imi taxony, coz je zvlastni, protoze firpck by se pravépodobrg mely vice
kiizit ekologicky blizSi druhy, nelvose casgji vyskytuji na stejnych lokalitach.
K vysSi introgresi mezi genetickyipuzrejSimi druhy Zejmé dochazi diky tomu,
Ze jeSt nejsou vytveené tak silné postzygotické reprodok izolatni
mechanismy, jaka'‘tba u vzdale$Sich druli.

Otazkou #stava, pr6 je genova introgrese asymetricka. Jednim
z vys\tleni mize byt, Ze k mezidruhové hybridizaci dochazi jgadnom sniru.
Je také mozné, Ze postzygoticka repr@édilkzolace u rakosnik (mizZe to byt
napiklad snizena plodnost hybiid je asymetrickd. To znamena, Ze sniZzenou
fitness maji jen hybridi v jednom €nu kiizeni, ale ne v ogaém sndru kiizeni.
Takovato asymetrie v reprodiid izolaci byva u blizce ffbuznych drub ¢asta
(Turelli & Moyle 2007). DalSim moZznym vystlenim je, Ze ke genové introgresi
v pribéhu evoluce druln dochazelo fedevSim v oblastech, kde je jeden druh
vzacny. V takovych fipadech dochazi tednost& kintrogresi z hojného do
vzacného druhu, ktery se vicda{ (Curratet al. 2008).

Srovnani naSeho odhadu genového toku mezi drakgsniki s odhady
genového toku mezi jinymi druhy (Tabulka 8) ukazuie genovy tok mezi
rakosniky je spiSe nizky. Mira introgrese mezi sffkem obecnym a rakosnikem
zpévnym je uz ale srovnatelnd s mirou genového tokai mekterymi relativré
¢asto hybridizujicimi druhy, které wipodé tvori hybridni zény, jako jsou slavik
obecny [uscinia megarhynchdsa slavik tmavy I(. luscinig (Storchovaet al.
2010) nebo papezik lazurovdsserina amoeb)a papezik indigovyR. cyanea
(Carling et al. 2010). To ukazuje, Zze postzygoticka repraghikizolace mezi
druhy rakosnik je stéle slaba.

Popul&né geneticka teorie ukazuje, Ze pokud jsou hodnofyulani
migracni rychlosti 2Nm > 1, je efekt genového toku &g nez efekt genetického
driftu a mezi populacemi dojde k vyrovnani frekvieatel, tj. ke genetickému
splynuti populaci. Pokud je 2Nm < 1, efekt genovébku je slabsSi nez efekt
genetického driftu. V takovémiipadt genovy tok nmize obohacovat populace o
nové alely, ale jejich frekvence v obou populaciébtavaji odliSné (Felsenstein
1976; Slatkin 1985). U naSeho modelového systérou jsodnoty popukai

migratni rychlosti vzdy mensi neZz jedna, a proto genowit sice nfize
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Tabulka 8. Odhady populéni migracni rychlosti u blizce jfbuznych drufa ptak:.
Prevzato z Heg Pinho (2012).

Druh Taxon 1 Taxon 2 2N1Iml1 2N2m2  Reference
Carling et al.
Passerina P. amoeba P. cyanea 0,4278 0,3441 2010
Kondo et al.
Icterus I. abeillei I. galbula 0 0 2008
Leucodioptron L. taewanus L. canorum 170,5 65,5 Li et al. 2010
Maley &
Plectrophenax P. nivalis P. hyperboreus 753,3219 0,049481 Winker 2010
Martinez-
Cruz &
Aquila A. adalberti A. heliaca 0,94545 0 Godoy 2007
Peters et al.
Anas A. falcata A. strepera 0,00098 0,0546 2007
L. Storchova et
Luscinia megarhynchos L. luscinia 0,118426 0,325948 al. 2010
Sly et al.

Phaenicophilus P. palmarum P. poliocephalus 0,1953 0,0245 2010

2Nm, populani migracni rychlost (population migration rate), mezi taydha 2

obohacovat jednotlivé druhy o nové alely, ale nehrde by druhy geneticky
splynuly.

Zajimave je také srovnani naSich vysledkvysledky prace zabyvajici se
hybridizaci a genovym tokem mezi rakosnikem velkyan rakosnikem
hlu¢nohlasym (Hanssoet al. 2012). Arealy &chto dvou drub se gekryvaji v
jiznim Kazachstanu, kde takasto hybridizuji (Hanssoet al. 2003). Geneticka
analyza rozsahlého vzorku jedinobou druli ze sympatrické populace odhalila
nekolik F1 hybridi, ale Z&dné zjiné KiZence. Zasrem prace tedy bylo, Ze mezi
rakosnikem velkym a rakosnikem &hohlasym dochazi k hybridizaci, ale
nedochazi ke genovému toku, protoZze F1 hybridi [safineplodni, anebo jejich
potomci nezivotaschopni (Hanssenal. 2012). Akoli tyto vysledky ukazuiji, Zze
genovy tok mezi rakosnikem velkym a rakosnikentimilasym je v satasnée
dok® pravépodobré velmi nizky ¢i nulovy, nelze na jejich zakladusoudit, zda
k nému nedochazelo v minulosti. Nami zvolena metodakdet genového toku
pomoci modelu ,isolation with migrationbproti tomu umoiuje detekci i
genového toku, ke kterému dochazelo v minulostikkétre kdykoli po oddleni
dvou drufi. NemiZzeme vSakiict, zda se intenzita genového toku mezi druhy
néjak vyrazré menila v prabéhu evoluce a jestli kamu dochazi jest
V souwasnosti.

Zajimavym zji&nim naSi studie je také to, Ze na chromozomu
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Z vykazuji dva zetyt lokusi (TG401 a TG1505) znamky pozitivni selekce. Oba
lokusy maji velmi nizkou vnitrodruhovou genetickeariabilitu, ale mezidruhova
divergence u nich sniZzend neni. To je znamkou tdkoy jejich blizkosti na
chromosomu Z doSlo k ,selective sweep” (séfgku vymeteni). ,Selective
sweep” u &chto lokusi vznikl nezavisle u vice nez jednoho druhu; Wpact
lokusu TG401 u rakosnika obecného a rakosnik&opaokho, v pipac lokusu
TG1505 u v8echtit druhi rdkosnik (viz Tabulka 6). K ,selective sweep”
dochazi, kdyz se v populaci objevi nova vyhodnaaceitktera se rychle zafixuje
a sni i mutace v jejim okoli, coz vede ke sniZgenetické variability v této
oblasti. ProtoZe mezi studovanymi druhy rakogrdchazi ke genovému toku, je
teoreticky mozné, Ze se vyhodna mutace foz8jednoho druhu do druhého.
V takovém pipad® by ale druhy vykazovaly stejné haplotypy. V naSaipad
vykazuji jednotlivé druhy haplotypy rozdilné. Toznauje, Ze pozitivni selekce
pusobila ve stejnych lokusech nezavisle u vice diruh

Pozitivni selekce detekovana ve stejnych lokuseciteidruti by mohla
byt disledkem paralelni evolucé& diverzifikujici selekce. Jestlize dvaizné
druhy z&nou Zzit ve stejném prdstdi a budou ndjklad vyuZzivat stejnou Zivotni
strategii, z&nou na & pusobit obdobné seléki tlaky. Evolénim disledkem
takovych seleénich tlaki maze byt vznik podobnych nebo stejnych
morfologickych znak. Tento jev se nazyva paralelni evoluce (Ralph &jCo
2010). V gipact paralelni evoluce vznika ,selective sweep“tanych druli ve
stejném ¢asovém obdobi, kdy doSlo ke &m§ seleknich tlaki. Naopak k
diverzifikujici selekci dochézi vaenorodém prosgedi, které zvyhotlje extrémni
varianty a potléuje vlastnosti pimérné. Ri dlouhodobém fisobeni dochazi ke
stabilizovani genetického polymorfismu, tedy k tord@ v populaci trvale existuji
dva nebo vice ziaé odliSné genotypy (Santiago & Caballero 2005). dledil od
paralelni evoluce, ,selective sweep” vzniklyispbenim diverzifikujici selekce
nemusi byt datovany do stejnéliasoveho okna utenych druli. Datovani
.Selective sweep” je v naSenripact obtizné, neld u doty¥nych Z-vazanych
lokusi ¢asto neni vramci druhutkec Zadny polymorfismus. Je protézké
rozhodnout, zda ,selective sweep” vznikly nezavislgice druld je disledkem
paralelni evoluce nebo diverzifikujici selekce. RBodyenomové sekvence
zelricky, nejblizSiho pibuzného ptaka se znamym genomem, lezi oba lokusy
v riznych ¢astech chromosomu Z (TG401: 6Mb, TG1505: 32Mb).akiosniki
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jejich pozici v genomu nezname, a ng@me tak vylotit, Ze lezi ve stejném
.Selective sweep*.

Detekovand pozitivni selekce u Z-vadzanych lakog také mohla byt
dusledkem evolénich zavod na chromosomu Z. Bylo zji&to, Ze sekvence na
chromosomu Z diverguji mezi druhy rychleji, nez\sakce na autosomech (tzv.
Jfaster Z evolution*) (Manlket al. 2007; Manket al. 2010; Ellegren 2009). Jednim
zvys\tleni je, zZe na pohlavnich chromosomech dochaztaskjSim
vnitrogenomovym evoknim konfliktaim (Burt & Trivers 2006). Proto také
chromosom Z aze hrat dlezitéjSi roli v reprodukni izolaci nez autosomy
(Storchovéet al. 2010). V gipact evolwnich zavod na chromosomu Z jde
vlastre o diverzifikujici selekci, ke které dochazi frstedku misobeni vnitnich
genomovych konfliki, ale ne isobenim vijSich ekologickych faktdi.

Pisobeni pozitivni selekce nezavisle ve stejnychdekt u vice druh
muze byt v pirodé ¢astym jevem. V nedavné studii (Mt al. 2012) zabyvajici
se evoluci i blizce gibuznych drubi silenek Gilene latifolia, Silene dioica
Silene diclini$, detekovali pozitivni selekci ve stejném lokusudvou drul.
Stejre jako v naSem ifjpact i zde pozitivni selekce Ggobila u dvou druin
nezavisle, i kdyZ mezi druhy dochazi ke genovérku.tv této studii seiklangji
spiSe k diverzifikujici selekci nez k paralelni kmd. Podobny jev byl
zaznamenan i u jednoho lokusu, ktery vykazuje paoditselekci u vice druh
jalovaa (Li et al.2012).
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6. Zaver

Provedli jsme populmé genetickou analyzu sekwarich dat z osmi jadernych
lokusi (4 autosomalni a 4 Z-vazané) tedh druli rakosnik: rakosnika
obecného, rakosnika &meho a rakosnika podwvniho, které vzajeminvzacre
hybridizuji. NaSe analyza ukazala, Ze hybridizacezin€mito druhy vede ke
genovému toku, i kdyZz tak nizkému, Ze riem ohrozit genetickou integritu
druhi. Zajimavé je, Ze ke genovému toku dochazi vzdy\gednom sniru.
Genovy tok mezi geneticky ffpuzrejSimi taxony (rakosnikem obecnym a
rakosnikem zgvnym) je o rco vysSi nez mezi ekologickyipuzrgjSimi druhy
(rAkosnikem zgvnym a rakosnikem pa&vnim), které se vifrodk setkavaji na
stejnych lokalithch a mohou se t&st;ji kiizit. K vySSi introgresi mezi geneticky
piibuzrejSimi druhy Zejmé dochazi diky tomu, Ze j&Shejsou vytveené tak silné
postzygotické reproduke izolatni mechanismy, jako u vzdakgsich druli. U
dvou lokusi jsme také detekovali pozitivni selekci. Zajimae¢ Ze oba lezi na
chromosomu Z a zda se, Ze pozitivni selekaghtd lokusech jsobila nezavisle
u dvou ¢i dokonce i druhi. To mize byt disledkem paralelni evolucei

diverzifikujici selekce fisobici v échto lokusech.
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8. Appendix

Appendix 1. ldentifikace dosglych rakosnik podle

Prochazky.

zbarveni. fevzato od Petra

Rakosnik pok Fovni

| Rakosnik zp évny

| Rakosnik obecny

svrchni strana:

olivové Sedohnéda

jaro: zelenav é olivové hnéda
s olivové zelenym nadechem
na temeni a plastiku

Iéto: Sedavé hnéda (opefeni

otfelé)

olivové hnéda

kost rec:

Sedavy s jemné
narezavélym
nadechem

nekontrastnt,
s jemné Zlutohnédym
nadechem

narezavély

spodni strana:

Spinavé bila s Sedavym
nadechem

bélava s nazloutlym
nadechem

bélava, boky svétle
Zlutohnédé az smetanové

kontrast mezi tmavSim st Ffedem a narezav élymi okraji per k Adélka, RK, TL:

maly

| stfedni

| velky

Spi €ky 6 vnit fich RL (jaro):

nekontrastni

| jemné, ale kontrastn & bé&lavé

| svétlejsi, ale nekontrastni

nado éni prouzek:

dobfe patrny, zasahuje
az kousek za oko,
vpredu Sirsi

nejméné vyrazny, vyraznejsi
je uz spis o€ni krouzek

nevyrazny, nezasahuje za
oko

océni prouzek:

tmavsi

nevyrazny

nevyrazny

Spi ¢ka spodni ¢elisti zobaku:

¢asto tmavsi nez
zbytek spodni Celisti

svétla jako zbytek

svétla jako zbytek

profil hlavy:

ploSsi €elo, delsi zobak

kulatéjSi hlava, kratSi zobak

plossSi €elo, delSi zobak

nohy:

nejtmavsi, tmave
Sedohnédé, olovéné
Sedé az CernoSedé,
nékdy s ¢ervenavym

nejsvétlejsi, svétle nartzovéle
sldmové, vzacné vice do
Seda, u dospélych ptakl ale
podobné rakosnikovi

hnédé s Sedavym
(pfipadné modravé Sedym)
nadechem

naddechem obecnému
drapy:
Sedé shora svétle Sedohnédé (jako | shora tmavé Sedohnédé

suché trava), pouze maly
kontrast se Zlutavou spodni
stranou

(jako sucha trava),
kontrast se Zlutavou
spodni stranou

Ruwni krovky (RK), tercialni letky (TL ), #oi letky (RL)

50



Appendix 2 Lokality odchytu zkoumanych jedinacdkosnika
zpevného a rakosnika pedvniho.

obecného, rakosnika

ID | Druh Datum Lokalita Pohlavi N B

R14 | r. obecny 23.6.2010 | Rauvola, Kaarina M 60,40601 | 22,28520
R15 | r. obecny 23.6.2010 | Rauvola, Kaarina F 60,40601 | 22,28520
R16 | r. obecny 23.6.2010 | Rauvola, Kaarina M 60,40601 |22,28520
R17 | r. obecny 23.6.2010 | Rauvola, Kaarina M 60,40601 |22,28520
R18 | r. zpévny 24.6.2010 | Vintala, Jarkala M 60,55024 | 22,45800
R19 | r. obecny 24.6.2010 | Aarlahti, Pyhe M 60,63032 |21,81482
R20 | r. obecny 25.6.2010 | Raisio F 60,47411 | 22,12399
R21 | r. zpévny 25.6.2010 | Raisio M 60,47411 |22,12399
R22 | r. zpévny 25.6.2010 | Raisio M 60,47411 |22,12399
R23 | r. obecny 25.6.2010 | Raisio M 60,47411 | 22,12399
R24 | r. zpévny 25.6.2010 | Raisio M 60,47411 | 22,12399
R25 | r. pokfovni | 26.6.2010 | Tarvasjoki M 60,57402 |22,75211
R26 | r. pokfovni | 26.6.2010 | Lieto M 60,46845 |22,35348
R27 | r. obecny 26.6.2010 | Viurila Salo F 60,37597 | 23,06829
R28 | r. obecny 26.6.2010 | Viurila Salo M 60,37597 | 23,06829
R29 | r. pokrovni 27.6.2010 | Iso-Hiisi, Pertteli M 60,47118 | 23,33236
R30 | r. zpévny 27.6.2010 | Salo M 60,40581 | 23,16106
R31 | r. obecny 27.6.2010 | Salo M 60,36772 |23,09071
R32 | r. zpévny 27.6.2010 | Pullola, Salo M 60,32288 | 23,21950
R33 | r. pokfovni | 28.6.2010 | Kisko M 60,2637 23,44241
R34 | r. zpévny 28.6.2010 | Svarta Mustio M 60,14068 |23,83176
R35 | r. zpévny 28.6.2010 | Svarta Mustio M 60,14068 | 23,83176
R36 | r. zpévny 29.6.2010 | Espoo M 60,21104 | 24,84445
R37 | r. pokfovni | 29.6.2010 | Espoo M 60,21104 | 24,84445
R38 | r. zpévny 29.6.2010 | Espoo F 60,21104 | 24,84445
R39 | r. pokfovni | 29.6.2010 | Espoo M 60,21104 | 24,84445
R40 | r. pokfovni | 29.6.2010 | Espoo M 60,21104 | 24,84445
R41 | r. pokfovni | 29.6.2010 | Espoo F 60,21104 | 24,84445
R42 | r. pokfovni | 29.6.2010 | Espoo F 60,21104 | 24,84445
R43 | r. zpévny 29.6.2010 | Espoo M 60,21104 | 24,84445
R44 | r. zpévny 29.6.2010 | Espoo M 60,21104 | 24,84445
R45 | r. obecny 29.6.2010 | Espoo M 60,20965 | 24,84865
R46 | r. obecny 29.6.2010 | Espoo M 60,20965 | 24,84865
R47 | r. obecny 29.6.2010 | Espoo M 60,20965 | 24,84865
R48 | r. obecny 29.6.2010 | Espoo M 60,20965 | 24,84865
R49 | r. obecny 30.6.2010 | Laajalahti, Espoo M 60,19753 | 24,81636
R50 | r. obecny 30.6.2010 | Espoonlahti, Espoo F 60,14281 | 24,69747
R51 | r. zpévny 30.6.2010 | Espoonlahti, Espoo M 60,14281 | 24,69747
R52 | r. obecny 30.6.2010 | Espoonlahti, Espoo M 60,14281 | 24,69747
R53 | r. zpévny 1.7.2010 | Bembole, Espoo F 60,22308 | 24,67685
R54 | r. zpévny 1.7.2010 | Bembole, Espoo M 60,22308 | 24,67685
R55 | r. pokfovni | 1.7.2010 | Bembole, Espoo M 60,22308 | 24,67685
R56 | r. zpévny 1.7.2010 | Bembole, Espoo M 60,22308 | 24,67685
R57 | r. zpévny 1.7.2010 | Bembole, Espoo F 60,22308 | 24,67685
R58 | r. zpévny 2.7.2010 |Vantaa F 60,27727 |24,94613
R59 | r. zpévny 2.7.2010 |Vantaa M 60,27727 |24,94613
R60 | r. zpévny 2.7.2010 |Vantaa M 60,27727 |24,94613
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R61 | r. obecny 2.7.2010 | Espoo, Kurttila M 60,1731 24,58228
R62 | r. obecny 2.7.2010 | Espoo, Kurttila M 60,1731 24,58228
R63 | r. obecny 2.7.2010 | Espoo, Kurttila F 60,1731 24,58228
R64 | r. obecny 2.7.2010 | Espoo, Kurttila M 60,1731 24,58228
R65 | r. zpévny 3.7.2010 | Toikansuo, Lappeeranta F 61,03182 | 28,19500
R66 | r. zpévny 3.7.2010 | Toikansuo, Lappeeranta M 61,03182 | 28,19500
R67 | r. pokfovni | 3.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,15172 |28,64170
R68 | r. pokfovni | 3.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,15172 |28,64170
R69 | r. pokfovni 3.7.2010 | Onnela, Korvenkyla F 61,15172 |28,64170
R70 | r. pokfovni 3.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,15172 |28,64170
R71 | r. pokfovni | 3.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,15172 |28,64170
R72 | r. pokfovni | 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,15172 |28,64170
R73 | r. pokfovni | 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,15172 |28,64170
R74 | r. pokfovni 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,16489 |28,68316
R75 | r. pokfovni 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla F 61,16489 |28,68316
R76 | r. pokfovni | 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,16489 |28,68316
R77 | r. zpévny 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,16489 |28,68316
R78 | r. zpévny 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla F 61,16489 | 28,68316
R79 | r. pokfovni 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla F 61,16489 |28,68316
R80 | r. zpévny 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,16489 | 28,68316
R81 | r. zpévny 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla F 61,16489 |28,68316
R82 | r. pokfovni | 4.7.2010 | Onnela, Korvenkyla M 61,16489 |28,68316
R83 | r. pokfovni | 5.7.2010 | Toikansuo, Lappeenranta F 61,03926 |28,19017
R84 | r. pokfovni | 5.7.2010 | Toikansuo, Lappeenranta M 61,03926 |28,19017
R85 | r. pokfovni | 5.7.2010 | Toikansuo, Lappeenranta M 61,03926 |28,19017
R86 | r. obecny 7.7.2010 | Pernavilen, Baggnas M 60,48076 | 25,92955

Samice (F), samec (M)

GPS sotadnice: zerpisni Sika (N), zerpisna délka (E)
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