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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké useky DNA slozené z bezprostiedné za sebou opakujicich se
repetic o délce 1-6 bp. Nachazeji se v eukaryotickych i prokaryotickych genomech. Jsou to
vysoce variabilni a kodominantni molekularni markery pouzivané zejména pii nizkonakladovych
genetickych studiich variability populaci, ptibuzenstvi, pti fylogenetickych analyzach nebo ve

forenzni analyze DNA.

Cép &erny je velky brodivy ptak pievazné ¢erné barvy hnizdici skryté v lesich, asto
V chranénych uzemich. Ve stfedni Evropé byl v minulosti zaznamenan ubytek poctu ¢apu
¢ernych, v poslednich letech se vsak jejich pocet opét zvysil. Do povédomi vefejnosti se také
dostal diky projektu Africka odysea, v ramci kterého byli sledovani ¢api ¢erni pii migraci do

Afriky do svych zimovist.

V této diplomové praci bych chtéla navazat na svou bakalatskou praci (Musilova, 2022),
ve které jsem nalezla polymorfni lokusy z fadu trubkonosi u ¢apa cerného. Chtéla bych provést
jejich genotypizaci a charakteristiku na 24 neptibuznych jedincich ¢apa cerného a také otestovat

polymorfismus 11 mikrosatelitovych lokusti popsanych pro ¢apa bilého (Turjeman et al., 2016).



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroji.

2. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace: charakteristika testovaného druhu,
mikrosatelity polymorfni u druhti rodu Ciconia s dirazem na ¢apa cerného.

3. Amplifikace a charakteristika vybranych mikrosatelitovych lokusi na DNA
23 neptibuznych jedinci c¢apa cerného; jednd se o mikrosatelity oznacené jako
polymorfni v bakalaiské praci autorky (Musilova, 2022) a mikrosatelitli popsanych pro
¢apa bilého v publikaci Feldman Turjeman et al. (2016).



3 Literarni prehled

3.1 Cap &erny

Cép ¢erny (Ciconia nigra) patii do fadu Ciconiiformes. V aktualnim pojeti tvoii tento
fad jedina celed’ Ciconiidae, do které je fazeno celkem 20 druhii ptakd, rozdélenych do Sesti roda
(Anastomus, Ciconia, Ephippiorhynchus, Jabiru, Leptoptilos a Mycteria). Cap ¢erny spada
spole¢né s ¢apem simbilem (C. abdimii), vychodnim (C. boyciana), bilym (C. ciconia),
bélokrkym (C. episcopus), jihoamerickym (C. maguari), cerno¢elym (C. microcelis) a pestrym
(C. stormi) do rodu Ciconia. Cap &erno&ely byl difve povazovan za poddruh apa bé&lokrkého, ale
v roce 2023 byl na zaklad¢ genetickych i morfologickych odlisnosti a jeho alopatrického vyskytu
vyClenén jako samostatny druh (Ghimire et al., 2023). Na obrazku 1 jSou znazornény

fylogenetické vztahy uvniti rodu Ciconia véetné nové zafazeného ¢apa cernocelého.

Cap ¢erny (C. nigra)
Cap pestry (C. stormi)

Cap bélokrky (C. episcopus)

Ciconia

L Cép &ernocely (C. microcelis)

Cap simbil (C. abdimii)

Cap jihoamericky (C. maguari)

Cap vychodni (C. boyciana)

Cap bily (C. ciconia)

Obrazek 1 Fylogenetické vztahy uvniti rodu Ciconia dle Sheldon et Slikas (1997), Slikas (1997 a 1998)
a Ghimire (2023).

Podobné¢ jako ostatni ¢api je ¢ap Cerny velky brodivy ptak s dlouhym krkem a dlouhym
klinovitym zobakem, ktery ma ¢ap Cerny stejné jako protahlé brodivé nohy zbarveny do ¢ervena
(Sackl, 2003). Jeho télo v dospélosti doriista délky 95-100 cm a je az na oblast od hrudi po spodni
ocasni krovky, ktera je bila, kryto ¢ernym pefim s fialovym a zelenym leskem. Ma kratky ocas.
Jeho Cerna Siroka kiidla dosahuji rozpéti cca 1,5 m (Hutchins et al., 2002). Samci doristaji
0 trochu vétsich rozmérii, dospélci obou pohlavi jsou stejn€ zbarveni (Obrazek 2), opeteni mlad’at

je hnédsi a vétsinou bez lesku (Elliott et al., 2020).
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Obrazek 2 Cép ¢erny (Ciconia nigra) v fece Desné na Sumpersku v Olomouckém kraji (Foto: Petr Cerny,
2023).

3.1.1 Hnizdéni a rozmnoZovani

Cap Gerny pro své hnizdisté vyhledava ¥idsi jehliénaté i smiSené klidné lesy bez
pritomnosti lidi, v blizkosti stojatych a mirné tekoucich vod, které jsou jeho ¢astym zdrojem
potravy (Hutchins et al., 2002). Pro lov své kofisti i hnizdéni si vybira mista S Cistou vodou
a oblasti, které diky neporusené piirodé ¢asto spadaji mezi chranéna tzemi, proto je jeho vyskyt
mozné pouzit jako bioindikator zivotniho prostiedi a kvality stanovisté (Amat et Green, 2010).
Potravu shani i mimo hnizdi§té na okolnich loukach a polich (Miltschev et al., 2000). Pfi
vyhledéavani potravy je mozné ¢apa cerného zahlédnout v blizkosti lesnich cest, ve vesnicich i na
okrajich mést, vétsinou ve spojitosti s vodou, kde shani potravu, ktera je témét vyluéné zivocisna,
zivi se pfevazné drobnymi rybami, dale hmyzem, zabami, plazy, savci a ptaky (Hampl et al.,
2005). V Ceské republice se jeho hnizda vétiinou nachazeji ukryta v korunach stromi. Ve vétsing
ptipadl se nevyskytuje vice hnizd v t€sné blizkosti (Hampl, 2007). Na uzemi jizni Afriky vSak
byly zaznamenany populace hnizdici na ttesech v nepfistupnych oblastech v blizkosti supt
a jinych druht velkych ptaka (Tarboton, 1982). Nékdy ¢ap osidli i cizi ptaci hnizdo, napft. orli.
Cép &erny Zije v monogamii (Hutchins et al., 2002). Samec se samici stavéji své hnizdo spole&né,
nejcastéji z vétvi, mechu, lisejnikt a travin v korunach vysokych stromti nebo tidéeji ve skalach
a obyvaji ho po vice hnizdnich sezoén (Hora et al., 2015). Jednotlivé pary ¢apu hnizdi samostatné
a jednou ro¢né. K pareni dochazi kratce po pfiletu na hnizdo béhem konce dubna a v kvétnu.
Samice do hnizda snasi 3—5 vajec, hnizda rusena ¢innosti ¢lovéka vykazuji méné pocetnou sniisku
nez hnizda v klidnych oblastech. K vylihnuti mlad’at dochazi po 32—-38dennim sezeni na vejcich.

Mladata jsou zavisla na potravé od rodicu, kterou jim nosi v hrdelnim vaku, sexualni dospélosti



dosahuji ve véku 3-5 let (Hutchins et al., 2002). Volné v pfirod¢ Zijici ¢api se dozivaji véku az
18 let, v zajeti ziji déle, az 31 let (delHoyo et al., 1992).

3.1.2 RozsiFeni a migrace

Z Celedi Ciconiidae ma ¢ap ¢erny nejvétsi geograficky areal vyskytu. V obdobi hnizdéni
se &ap ¢erny vyskytuje napfi¢ palearktickou oblasti od Spanélska po Cinu. Na podzim jedinci
migruji do jizni a subsaharské Afriky. V jiznich oblastech Afriky od Malawi na jih po Mosambik,
Jihoafrickou republiku a Lesotho a na zapad do Namibie se vyskytuje samostatna izolovana
populace, kterda ma pravdépodobné pivod u piezimujicich predkt (Lee et al., 2003; Mazloom,
2006).

3.1.3 Projekt Africka odysea

Migraci ¢apa ¢erného se zabyval projekt Africka odysea, ktery probihal béhem let
1995-2001 se znaénym medialnim zdjmem a byl prezentovan zejména v Ceském rozhlase pod
vedenim Mgr. Miroslava Bobka. Na projektu se z velké ¢asti podilel Mgr. Radek Hampl, Ph.D.,
ktery tou dobou putsobil na Katedie zoologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci a vystupy z tohoto projektu zahrnul do své diserta¢ni prace (Hampl, 2008). Hlavnim
cilem projektu Africka odysea bylo sledovani migrace, chovani a ekologie ¢apu cernych a byla
poprvé odborné popsana cesta ¢apu ¢ernych z mista hnizdéni do jejich zimovist. Bobek et al.
(2007) ve své studii umoznili srovnani dvou hlavnich migra¢nich sméri ¢apt hnizdicich na
stejném Uzemi a poprvé potvrdili vérnost pouzivani jedné tahové cesty po nékolik let. Celkem
18 ¢apti ¢ernych z 11 hnizd ve stiednich Cechach bylo vybaveno miniaturnimi satelitnimi
vysilaci, v nekterych piipadech byly monitorovany celé ¢api rodiny a 3 jedinci byli sledovani po
vice let. Nékterd mlad’ata ztratila vysila¢ a nemohla byt dale monitorovana. Pouzitim satelitni
telemetrie bylo mozné sledovat ¢apy na velké vzdalenosti, pomoci konvenéni radiotelemetrie byla
sledovéana jejich hnizdi$té, zastavky b&hem migrace a zimovisté. Capi zah4jili podzimni migraci
na ptrelomu srpna a zaii, nebyly zaznamenany vyznamné rozdily mezi jedinci odlisného pohlavi
ve volbé trasy, dne odletu ani délky letu. Capi vyuzili dvé riizné migra¢ni trasy do zimovisté. Capi
migrovali pravé témito trasami kvili jejich zptsobu letu, pii kterém vyuzivaji stoupavé proudy
vzduchu, které vznikaji pouze nad pevninou. Tti samci, 3 samice a 2 mlad’ata letéli zapadni cestou
pres Némecko, Francii a Spanélsko, v blizkosti Gibraltaru pieletéli pies Stiedozemni mote
a pokracovali do zapadni Afriky, kde zimovali ve vychodnim Senegalu v povodi feky Falémé,
v Guinei, jizni Mauretanii, Pobfezi slonoviny, Sierra Leone, zapadni a stfedni ¢asti Mali.
Vychodni cestou pies Balkan, Turecko a Izrael migrovali do Afriky tfi samci a dvé samice.
Zimovali v severni Etiopii, stfedni &asti Stfedoafrické republiky v povodi feky Kotto, v Cadu
a v severovychodni Nigérii. Primérna celkova migra¢ni vzdalenost sledovanych ¢api byla vice

nez 6 000 km, migrace zapadni cestou trvala primérné pét tydnd a ¢api béhem ni travili méné



¢asu na odpocinkovych mistech, vychodni cesta byla vyrazn¢ del§i a migrace trvala témer tfi
mesice. Behem migrace byli ¢api pozorovani ve vnitrozemi v kopcich i vV horach. Opakované
sledovani jedinci migrovali kazdy rok pfevazné po stejné trase a zimovali ve stejném zimovisti,
trasy se liSily pouze v detailech. Mlad’ata vétSinou migrovala se svymi rodici nebo sourozenci.
Narozdil od ¢apt bilych, kteti jsou pfi migraci velmi spolecensti, migrovali ¢api ¢erni samostatné

nebo v malych skupinach (Bobek et al., 2008).

3.1.4 OhrozZeni a ochrana druhu

Organizace Wetlands International odhaduje celosvétovou populaci ¢apa cerného
na 24 00044 000 jedinct. Globalni stav ohrozeni druhu podle cervené¢ho seznamu IUCN
je Least-concern, coz zna¢i velmi malé nebo zadné obavy z jeho vyhynuti. Nékteré regionalni
populace rostou, jiné klesaji nebo jsou stabilni (Elliott et al., 2020).

Na poéatku 20. stoleti doslo k jeho trvalému vymizeni v Dansku a ve Svédsku, ve stiedni
Evropé doslo pouze k poklesu pocetnosti populace ¢apa ¢erného (Elliott et al., 2020), ve 30. letech
20. stoleti zacal znovu osidlovat piivodni uzemi stfedni Evropy a doslo opé€t k nartistu populace
(Hora et al., 2015). V roce 2011 hnizdilo v Evropé 7 800—12 000 part, coz predstavovalo vice
neZ polovinu jejich tehdejsi svétové populace (Anonymous, 2011). V Ceské republice hnizdili
¢api Cerni do konce 19. stoleti jen na jizni Morave, od druhé poloviny 20. stoleti zacala nova
expanze a jejich hnizdéni bylo prokazano v severovychodnich Cechach u Trutnova a v Orlickych
horéach, v Lanské obofe cca 50 km zapadné od Prahy a na jihu Cech v Novohradskych horach,
v nasledujicich dvou desetiletich postupné osidlili vhodné lokality na tizemi celé Ceské republiky
(Hudec et Stastny, 2006). Pii s¢itani &apa v roce 1994 hnizdilo v Ceské republice kolem 300 para
¢apu, v roce 2004 pii druhém celostatnim sc¢itani 300-400 hnizdicich pard (Pojer, 2009) a pii
tietim celostatnim séitani v roce 2014 byl odhad populace asi 500 hnizdicich part (Sychrova,
2024). Piestoze se stavy &apa Serného zvysuji nebo alespoii neklesaji, je dle Ceské ornitologické
spole¢nosti ¢ap Cerny oznacen jako siln¢ ohroZzeny a chranény druh.

V poslednich desetiletich byl zaznamenén ubytek populace ¢apa cern¢ho v Jihoafrické
republice, Lesothu a Svazijsku. Ze vSech druht ¢api zijicich v téchto oblastech vykazoval cap
cerny nejveétsi pokles (Smith et al., 2017). Na rozdil od evropskych a asijskych migracnich
populaci je na jihu Afriky ¢ap Cerny oznacovan jako rezidentni a zranitelny (Lee et al., 2023).
Ubytek populace &apa erného stejné jako jinych velkych suchozemskych ptakd Zijicich na
africkém kontinentu pravdépodobné zplisobily rozsahlé zmény Zivotniho prostiedi jako je
degradace ptivodné nedotcenych ptirodnich stanovist’, pfistupnost hnizdist' lidem, dezertifikace,
zne€isténi a kumulace pesticidi (Chevallier et al., 2010). Od druhé poloviny 20. stoleti byl
regionalni stav ¢apt Cernych zijicich na jihu Afriky né€kolikrat provéfovan (Siegfried, 1967;
Tarboton, 1982 a Taylor, 2015). Vzhledem k tomu, Ze pocetnost populace ¢apa ¢erného vykazuje

znacéné rozdily mezi severni polokouli a rezidentni populaci na jizni polokouli, byl stav jihoafrické



populace znovu pirezkouman. V letech 2017-2021 byla znovu navstivena diive sledovana
hnizdisté. Pomoci zaznami vyskytu jedincii ¢apa ¢erného z mobilni aplikace Bird Lasser a za
pouziti informaci z databaze Southern African Bird Atlas Project byly vytvoreny prediktivni
modely pro vhodné biotopy a oblasti, kde ¢api shanéji potravu a rozmnozuji se. Zejména
vV rozsahlém piirodnim utocisti Krugerova narodniho parku, nachazejicitho se v Jihoafrické
republice u hranic s Mozambikem, byla zaznamenana velka ¢ast nehnizdici populace, ktera se
Vv obdobi pafeni nachazi mimo oblast hnizdist, neztraci tak velké mnozstvi dospélych jedinct, ale
v disledku absence pareni nékterych z nich, nedochazi k lihnuti dostate¢ného poctu mladat.
Ze 17 historicky sledovanych hnizd byly nalezeny dikazy o hnizdéni jen u 2 z nich, néktera
plivodni hnizda byla jiz po nékolik let opusténa. Odhad populace ¢apa c¢erného na jihu Afriky
V porovnani s pifedchozimi studiemi zjistil za posledni tfi desetileti pokles z pivodnich cca 950

na 600 jedinci (Lee et al., 2023).

3.1.5 Genetické studie na ¢apovi ¢erném

V poslednich letech byly provadény genetické studie nékterych druhii zastupcii Celedi
Ciconiidae, ¢ap ¢erny vsak nebyl pfedmétem vyzkumu mnoha z nich. U nékterych zastupct fadu
Ciconiiformes jsou znamy jejich karyotypy vétSinou studované konvenénim barvenim
chromozomd, jejichZ poétem se jednotlivé druhy tohoto fadu znaéné 1isi a pocet chromozomu
nabyva hodnot 2n = 52—78. V karyotypech pievazuji mikrochromozomy, jejichz fizi dochazi
Casto ke vzniku dvouramennych chromozomi a poklesu poctu diploidnich chromozomi
(Seligmann et al., 2019). Karyotyp Capa ¢erného byl sestaven koncem 20. stoleti. Podet
chromozomi ¢apa ¢erného je 2n = 52 véetné 10 part dvouramennych chromozomd, z nichz
9 part jsou autozomy a 1 par pohlavni chromozomy (Belterman et Boer, 1990), detailni popis
jeho karyotypu vsak neni znam. Nejnovéjsi studie se zabyvaji detailni charakteristikou karyotypu
a distribuci konstitutivniho heterochromatinu ¢apa bilého s poctem chromozomi 2n = 68 (Abu
Shnaf et Al-Khalifa, 2021) a ¢apa jihoamerického s po¢tem chromozomu 2n = 72 (Seligmann et
al., 2019). Ze vsech druhl, pro néZ jsou znamy karyotypy, ma ¢ap Cerny nejniz$i pocet
chromozomi, naopak marabu indomalajsky (Leptoptilos javanicus) ma pocet chromozomi
nejvyssi (2n=78). V Tabulce 1 uvadim jako ptiklad karyologicky prostudované 2 druhy zastupct
rodu Ciconia: ¢apa jihoamerického (Seligmann et al., 2019) a bilého (Abu Shnaf et Al-Khalifa,
2021) spole¢né s dostupnymi informacemi o karyotypu ¢apa cerného, nalezejicich do tribu
Ciconiini a pro srovnani uvadim informace o karyotypu capa jabiru z tribu Leptoptilini

(Seligmann et al., 2019) a nesyta amerického z tribu Mycteriini (Francisco et Galetti, 2000).



Tabulka 1 Karyotyp ¢apa jabiru, jihoamerického, bilého a ¢erného a nesyta amerického. Dle dostupnych informaci o karyotypu je pro jednotlivé druhy uveden celkovy podet
chromozomi (2n), pocet pari makrochromozomu a rozdéleni jednotlivych makrochromozomt na meta-, sub-, akro-, subtelo- a telocentrické a jejich pocty (N) (Seligmann et
al., 2019; Francisco et Galetti, 2000; Abu Shnaf et Al-Khalifa, 2021).

Druh
Karyotyp Ciap jabiru Cip jihoamericky Cap bily Cap &erny Nesyt americky
(J. mycteria) (C. maguari) (C. ciconia) (C. nigra) (M. americana)
Poéet chromozomu 2n 56 72 68 52 72
11 autozomalnich 11 autozomalnich 10 autozomalnich 9 10
Pary W W ZW W W
makrochromozomiu N Cislo Cislo Cislo Cislo Cislo
chromozomu chromozomu chromozomu chromozomu chromozomu
Metacentrické 6 1,4,6-8a10 7.8 6-8,10 neuvedeno 1,2,4-8,10
2a5 1,2,4-6,10 12,45
Submetacentrické 3 neuvedeno Z
Z W Z
3ab6 9
AKrocentrické 2 3,9 neuvedeno neuvedeno
W W
Subtelocentrické neuvedeno neuvedeno 3 neuvedeno 3
9
Telocentrickeé 1 11 11 neuvedeno neuvedeno W




Samci ¢apu jsou stejné jako samci ostatnich neognatnich ptakt homogametického
pohlavi, jejich chromozomové sada obsahuje kombinaci pohlavnich chromozomi ZZ a samice
jsou heterogametického pohlavi kombinace ZW (Stevens, 1997). Chromozom Z patii u vétSiny
ptacich druhti k nejvétsim chromozomtim a obsahuje téméf vSechny zndmé geny vazané na
pohlavi. Naopak chromozom W je mensi S vysokym podilem repetitivnich sekvenci, v n¢kterych
vlastnostech, napiiklad v morfologii a rozmisténi gen je podobny savéimu chromozomu Y, je
genoveé chudy a prevazné tvofen heterochromatinem. Pohlavni chromozomy Z a W vykazuji
rekombinaci pfisné lokalizovanou ve velmi kratké pseudoautozomalni oblasti (Pigozzi et Solari,
2005). Predpoklada se, Ze diferenciace téchto pohlavnich chromozomii u modernich ptakt souvisi
s postupnym ukonéovanim meiotické rekombinace (Handley et al. 2004; Schmid et al. 2005).
Chromozom Z ¢apa ¢erného byl pouzit pro komparativni cytogenetické analyzy mezi pta¢imi
druhy rtznych fadu. Byl pozorovan jako nejvétsi z 5 stiedné velkych parti submetacentrickych
chromozomt v karyotypu ¢apa ¢erného. Na chromozom Z ¢apa cerného byly mapovany klony
z knihoven bakteridlnich umélych chromozomt (BAC) obsahujici geny kondora kalifornského
a vzniklé mapy byly porovndvany s ostatnimi pta¢imi druhy. Uspotadani gent kondora a ¢apa
¢erného na chromozomu Z bylo ve srovnani s ostatnimi testovanymi druhy kolinearni,
vyskytovaly se v§ak nékteré odlisnosti zpisobené fadou inverzi a transpozic (Modi et al., 2009).

S rozvojem sekvena¢ni metody shotgun genom-skimming na platformé Illumina byl
sekvenovan kompletni mitochondridlni genom capa cerného. Mitochondrialni genom tvori
kruhova dvouvlaknova DNA, dlouha 17 787 bp, sestava ze 13 gent kodujicich proteiny,
22 tRNA, 2 rRNA a jedné nekddujici kontrolni oblasti D-smy¢ky (Liang et al., 2019). Diive byl
jiz sekvenovan mitochondrialni genom ¢apa vychodniho (C. boyciana) rovnéz o velikosti téméf
18 kbp (Yamamoto et al., 2000). Studium mitochondridlniho genomu bylo vyuzito ve
fylogenetické analyze a podpofilo monofylii rodu Ciconia (Liang et al., 2019). Mitochondrialni
genom téchto ¢api je velikostné podobny naptiklad lidskému mitochondrialnimu genomu, ktery
tvori téz kruhova molekula dSDNA o délce 16 569 bp (Habbane et al., 2021).

3.2 Repetitivni sekvence

Repetitivni sekvence se nachdzeji masivné v eukaryotickych a méné v prokaryotickych
genomech. Zejména genom eukaryot je z velké ¢asti tvofen repetitivnimi sekvencemi, které jsou
pfic¢inou jeho zna¢né velikosti, ktera je az tisicinasobna oproti genomu prokaryot, ktery je tvofen
pfevazné sekvencemi kodujicimi geny a nekodujici DNA zabird jen jeho velmi malou Cast
(Saitou, 2013). Repetitivni sekvence v genomu hraji nepostradatelnou roli v evoluci a variabilité
organismi, dale v jejich genové expresi a regulaci exprese, napiiklad transkripce (Liao et al.,
2021). Lze je rozd¢lit na tandemové a rozptylené.

Nejvetsi z tandemovych repetic jsou nazyvany makrosatelity a kazda makrosatelitni

repetice ma délku né€kolika kbp (Trent et al., 2012). Snizeny pocet téchto repetic napiiklad na



lidském chromozomu 4 je pficinou snizené methylace, selhani epigenetické represe a rozvoje
genetického onemocnéni facioskapulohumeralni svalové dystrofie (FSHD) (Fecek et Emmady,
2023). Opakujici se jednotky o velikosti 10-100 bp se oznacuji jako minisatelity, typicky se
opakuji 5-50%, vyznacuji se velkym poétem mutaci a vysokou diverzitou v populaci (Raj et Das,
2021). Malé tandemové repetice o velikosti 2—6 bp (Trent et al., 2012), podle n€kterych zdroji
2-9 bp, jsou oznacovany jako mikrosatelity (Vieira et al., 2016).

Rozptylené repetice jsou nahodné roztrousené v genomu a prevladaji. Vétsinu téchto
rozptylenych repetic lze oznacit jako transponovatelné prvky, tedy sekvence, které se pohybuji
Z jedné casti genomu do jiné. Hojné zastoupené v eukaryotickém genomu jsou retrotranspozony
vyuzivajici k pfemisténi proces retrotranspozice (Shammas, 2013). LTR-retrotranspozony jsou
transpozony strukturalné podobné retrovirim, jejichz centralni oblast, kédujici mimo jiné
strukturni proteiny a proteiny s funkci reverzni transkriptazy a integrazy, je ohrani¢ena nékolik
set bp dlouhymi terminalnimi repeticemi (LTR) orientovanymi stejnym smérem, bezprostiedné
vedle LTR se nachazeji kratké obracené repetice (Shammas, 2013). Transpozice probiha
prostfednictvim reverzni transkripce RNA, nejprve dochdzi k syntéze RNA z DNA
retrotranspozonu, v cytoplazmé dochézi ke zformovani viru podobné ¢astice, ve které je pomoci
reverzni transkriptazy tato RNA pouzita jako templat pro syntézu dsDNA. Nove syntetizovana
DNA je poté transportovana do jadra a zaclenéna do nékterého mista na chromozomu za vzniku
nové kopie transpozonu (Havecker et al., 2004). Dalsi skupinu tvofi retrotranspozony bez
dlouhych terminalnich repetic pfemist'ujici se prostfednictvim molekuly RNA, ktera se do DNA
prepisuje reverzni transkripci za vyuziti proteind, které tyto elementy samy koduji, pii za¢lenéni
do cilového mista vytvareji duplikace. Jsou zde fazeny napfiklad dlouhé rozptylené jaderné
elementy LINE, které jsou autonomni a od nich odvozené neautonomni kratké rozptylené jaderné
elementy SINE (Trent, 2012). Tvofi zna¢nou ¢ast lidského genomu, ale aby se organismus mohl
normalné vyvijet a fungovat, museji byt blokovany napiiklad procesem RNA-interference.
Dalsim typem jsou DNA-transpozony, jejichz transpozice probiha mechanismem cut and paste,
vyélenuji se z jedné pozice v genomu a zaclenuji se do jiné za pomoci enzymu transpozazy,
vétsinou kodovaného samotnym transpozonem. Nejjednoduss$im z nich jsou IS elementy typické
pro bakterie. Obsahuji pouze geny, jejichz produkty slouZi k transpozici nebo jeji regulaci a na
koncich jsou ohrani¢eny kratkymi identickymi vzajemné obracené orientovanymi sekvencemi.
Enzym transpozaza se vaze ke koncim elementu, kde §tépi oba fetézce DNA, vycleni element
z chromozomu nebo plazmidu a nasledné jej za¢lenéni do nového mista stejné nebo jiné molekuly
DNA, pfi¢emz v misté¢ zaclenéni dochazi na obou stranach elementu k duplikaci ¢asti sekvence
cilové DNA. Zaclenénim dvou IS elementii blizko sebe muze dojit ke vzniku slozeného
transpozonu a premisténi pivodné nepohyblivé oblasti mezi dvéma elementy. Piikladem
replikativnich transpozont jsou Tn3 elementy, které vyuzivaji rozsifeny pfenos pomoci vzniku

tzv. kointegratu fuzi dvou kruznicovych molekul za pomoci enzymu transpozazy. Béhem tohoto
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procesu dochazi k replikaci elementu, mistn¢ specifické rekombinaci mezi kopiemi a naslednému
rozloZeni kointegratu na dva plazmidy, kdy kazdy nese kopii elementu (Hickman et al., 2010;
Snustad et Simmons, 2017). Mezi eukaryotické DNA transpozony patii helitrony premist'ujici se
mechanismem otacejici se kruznice a polintony, které se pravdépodobné replikuji pomoci DNA

polymerazy, kterou si samy koduji (Feschotte et Pritham, 2007).

3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity, jinak nazyvané jednoduché repetitivni sekvence (SSR) nebo kratké
tandemové repetice (STR), se oznacuji kratké segmenty DNA o délce 1-6 part bazi, které se
VvV urCitém genomovém misté nékolikrat za sebou opakuji. Uvedeny pocet part bazi se vSak
Vv riznych zdrojich literatury 1i8i, néktefi autofi uvadéji délku segmentu 1-9 bp (Vieira et al.,
2016). Celkova délka tseku vzniklého opakovanim téchto jednotek ¢ini 10-100 bp (Kantartzi,
2013). Tyto sekvence DNA jsou zpravidla nekodujici. Pocet opakujicich se jednotek
v mikrosatelitni sekvenci a kombinace vzori byva charakteristickd pro kazdého jedince, coz

mikrosatelity ¢ini uziteCnymi jako polymorfni markery (Morris, 2024).

3.3.1 Klasifikace a vyskyt mikrosatelita

Mikrosatelity je mozné klasifikovat dle nékolika kritérii. Jednoduché mikrosatelity se
skladaji z jedné repetice (napt. CGCGCGCGCGCGCGCG), slozené ze dvou respektive vice
repetic (napt. CGCGCGCGCGTATATATATA). Dokonalé mikrosatelity nemaji sekvenci
prerusenou zadnou bazi, jako nedokonalé se oznacuji mikrosatelity, do nichz je vlozena 1 a vice
bazi, které ptrerusuji jejich zakladni sekvenci (napt. ATGATGATGCATGATG) (Oliveira et al.,
2006).

Mikrosatelity se hojné vyskytuji u eukaryot, 1ze je nalézt i u prokaryot. Jsou $iroce
rozsifené napfi¢ genomem, zejména v euchromatinu eukaryot, v jaderné DNA i DNA jinych
organel (Vieira et al., 2016). Jsou zastoupeny Vv nekoddujicich ¢astech genomu jako jsou introny,
netranslatované oblasti (UTR) a intergenové oblasti, ale také v kodujicich exonovych sekvencich,
mohou byt i soucasti transpozont a jinych rozptylenych repetic (Vieira et al., 2016). V genovych
oblastech byl zaznamenan nizsi vyskyt mikrosatelitii z dGvodu jejich vysoké miry mutaci, které
by mohly narusit genovou expresi. V kddujicich oblastech pravdépodobné v disledku piisobeni
selekéniho tlaku proti mutacim ménicim ¢teci ramec prevladaji tri- a hexanukleotidové repetice.
Pokud dojde ke zmnozeni téchto tripletovych repetic, mize dojit ke vzniku nekterych chorob.
Piikladem téchto genetickych neurologickych onemocnéni je syndrom fragilntho X nebo
Huntingtonova choroba (Zhang et al., 2004; Brouwer et al., 2009). Zivo¢isné genomy hojné
obsahuji GA dinukleotidové repetice, zatimco u rostlin je frekvence jejich vyskytu nizka. GC

dinukleotidové repetice se v kodujicich sekvencich nachazeji méné Casto, nez trinukleotidové
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repetice obsahujici GC, zatimco trinukleotidové repetice bohaté na AT jsou rozptyleny

rovnomeérné ve vSech genomovych oblastech (Abdurakhmonov, 2016).

3.3.2 Mutacni mechanismus

Kvili vysoké mife mutaci jsou mikrosatelity velmi variabilni. Uvadi se, Ze mutuji
rychlosti 10-*-107° na buné&nou generaci, coz je o 10 fadi vétsi rychlost nez u bodovych mutaci
(Gemayel et al., 2012). Za hlavni mechanismus vzniku téchto vysokych Eetnosti mutaci je
povazovano sklouznuti fetézce DNA polymerazy béhem replikace DNA (DNA slippage), pti
kterém dochazi ke vzajemnému odd¢leni fetézcti DNA a opétovnému spojeni V jiné poloze, coz
vede k chybnému parovani komplementarnich bazi a syntéze odlisného poctu repetic. V ramci
reparace dochazi k vytvoreni smycky. Dochazi-li ke tvorbé smycky Vv nové vznikajicim fetézci
dochazi ke vzniku repetic a je-li smycka vytvorena v templatu, dochazi ke ztraté repetic. Rozdilny
pocet opakujicich se jednotek, které byly v disledku skluzu DNA polymerazy ptidany nebo
naopak odstranény, je pfi¢inou vzniku polymorfismu a novych alel (Vieira et al., 2016). Dle
nekterych autort pravdépodobnost skluzu polymerazy zavisi na délce mikrosatelitu a alely
s vysokym poctem repetic jsou méne stabilni s vyssi frekvenci mutaci nez alely s niz§im poctem
repetic (Dieringer et Schlétterer, 2003). Mutace mohou vznikat i béhem rekombinace v priab&éhu
meidzy, nové repetice mohou generovat inzerce, delece nebo substituce jednoho nukleotidu, na
vzniku se mohou podilet i transpozony (Nadir et al., 1996). Rada chyb miiZe byt v jadie opravena
kontrolnimi mechanismy, nékteré chyby vsak unikaji opravé a zpusobuji vznik novych alel na

mikrosatelitovych lokusech.

3.3.3 Hledani mikrosatelitii

Existuje nékolik zpusobu hledani mikrosatelitti. Prvnim z nich je izolace mikrosatelitt
de novo. Nejprve je tieba zkonstruovat genomovou knihovnu obohacenou o repetitivni sekvence
selektivni hybridizaci, PCR amplifikaci nebo pouZzitim biotinizovanych sond. Pro konstrukeci
knihovny a sekvenovani je DNA fragmentovana, ligovana do adapter a vlozena do vektoru,
kterym je transformovana Escherichia coli (Senan et al., 2014). S rozvojem sekvena¢nich metod
nové generace je dale pouzivana metoda in silico vychazejici z DNA databazi, ve kterych jsou
specializovanymi  bioinformatickymi programy vyhledavany mikrosatelitové sekvence
0 pozadovanych vlastnostech. Na zakladé zjisténych nukleotidovych sekvenci, mohou byt v obou
ptipadech navrzeny oligonukleotidy komplementarni k oblastem lemujicim mikrosatelit, které
jsou nasledné validovany pomoci PCR reakce a elektroforetické separace produktu, poté jsou
hledany polymorfismy odlisujici jednotlivé jedince (Vieira et al., 2016). VVzhledem k tomu, ze
izolace a charakterizace mikrosatelitnich markerd pro kazdy jednotlivy druh je casové
i ekonomicky naro¢na, je mozné pouzit metodu cross-species PCR amplifikace mikrosatelitti

vyuzivajici primery navrzené pro jiny (obvykle pfibuzny) zdrojovy druh (Senan et al., 2014).
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Tento mezidruhovy amplifikacni ptistup byva povazovan za nejucinngjsi alternativu k de novo
vyvoji mikrosatelitd (Maduna et al., 2014). Uspé&snost cross-species PCR amplifikace negativné
koreluje s evolu¢ni vzdalenosti mezi zdrojovym a cilovym zkoumanym druhem a je nepiimo
umérna evoluéni vzdalenosti mezi dvéma druhy (Primmer et al., 1996; Steinkellner et al., 1997;
Barbara et al., 2007).

3.3.4 Vyuziti mikrosateliti

Mikrosatelity jsou vysoce informativni, kodominantni a multialelové genetické markery
podléhajici mendelovské dédicnosti a jsou pienositelné mezi ptibuznymi druhy (Mason, 2015).
Jejich PCR amplifikace je snadno automatizovatelna a Ize ji provést i z malého mnozstvi DNA
0 nizké kvalité¢. Umoziiuje detekovat polymorfismus jako variaci v poctu repetic a odlisit tak
i blizce piibuzné jedince (Abdurachmonov, 2016). Tyto markery jsou velmi uzite¢né pti studiu
struktury populace a jeji diverzity, méteni genetické vzdalenosti, odhadu toku gentl, v evolucnich
studiich vnitrodruhovych vztaht, v analyze rodokmentl a genetickém mapovani (Kumar, 2020).
Nachazeji uplatnéni ve forenzni genetice pro tcely identifikace, ur€ovani pribuznosti a paternity
nebo jako markery pro lokalizaci mutaci u nékterych genetickych poruch a onemocnéni, napiiklad
u vyskytu kolorektalniho karcinomu (Holmes, 1994; Lo et al., 2024). V soucasné dobé s rozvojem
NGS metod je pro primarni védecké studie a laboratofe s neomezenymi financemi ptiklon ke
studiu jednonukleotidovych polymorfismi (SNP), jez jsou vysoce zastoupeny v genomu a jsou
prevladajicimi typy pouzivanych molekularnich markert (Yirgu et al., 2023). Pro laboratoie
s omezenymi finanénimi zdroji vSak znamena vyuziti mikrosatelitli stale levnou, spolehlivou

a robustni metodu.

3.3.5 De novo izolované mikrosatelity z ¢eledi ¢apoviti a jejich vyuziti

V minulosti bylo provedeno 5 genetickych studii, jejichz naplni byla de novo izolace,
popis a charakterizace polymorfnich mikrosatelitovych lokusti od 3 druhti cCeledi Capoviti,
soucasti studii byl navrh primerti. Polymorfni mikrosatelitové lokusy byly popsany pro nesyta
amerického (Mycteria americana), ¢apa bilého (C. ciconia) a vychodniho (C. boyciana). Celkem
15 polymorfnich mikrosatelitovych lokust bylo charakterizovano u nesyta amerického (Van Den
Bussche et al., 1999; Tomasulo-Seccomandi et al., 2003), 18 polymorfnich lokust bylo popsano
pro ¢apa bilého (Shephard et al., 2009; Turjeman et al., 2016) a 8 polymorfnich lokust pro ¢apa
vychodniho (Wang et al., 2011). U ¢apa ¢erného nebyly doposud de novo izolovany zadné
polymorfni mikrosatelitové lokusy. Nize jsou uvedeny studie popisujici objevy polymorfnich
mikrosatelitovych lokusii u nesyta amerického, ¢apa bilého a vychodniho. N&které popsané
lokusy byly vyuzivany v dalSich genetickych analyzach variability a struktury populaci daného
druhu nebo byly pouzity pro cross-species PCR amplifikace jinych ptacich druht.
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Van Den Bussche et al. (1999) popsali 4 polymorfni mikrosatelitové lokusy pro nesyta
amerického. DNA byla izolovand ze vzorka krve 136 mladd’at nesyta amerického pochézejicich
z deviti kolonii v Georgii a na Floridé. Sestavili genomickou knihovnu z inzertt o velikosti 200—
400 bp a jejim screeningem identifikovali fragmenty obsahujici mikrosatelitové lokusy, které
nasledné izolovali, sekvenovali a navrhli primery komplementarni k sekvencim ohranicujicim
mikrosatelitové lokusy. Z celkového poétu 10 identifikovanych a osekvenovanych
mikrosatelitovych lokust, byly 4 pouzity pro dalsi genetické analyzy: WS1, WS2, WS4 a WS6.
Pocet detekovanych alel byl 2—4 na lokus,

Tomasulo-Seccomandi et al. (2003) izolovali 11 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti pro nesyta amerického: WSp03, WSu08, WSu09, WSu13, WSul4, WSul7, WSuls,
WSu19, WSu20, WSu23 a WSu24. DNA byla izolovana z krve 11 jedinct nesyti z populace
11 z nich amplifikovalo polymorfni lokusy a byly pouzity pro genotypizaci téchto 31 jedinc.
Pocet detekovanych alel byl v rozmezi 2—4 na lokus. Ocekavana heterozygotnost byla v rozmezi
0,091-0,697 a pozorovana heterozygotnost 0-0,727. Stejné jako u predchozi studie (Van Den
Bussche et al., 1999) byla zaznamenana nizka variabilita a pocet detekovanych alel na lokus.

Llanes—Quevedo et al. (2018) vyuzili 5 nejpolymorfnéjsich mikrosatelitovych lokusu:
WSu03, WSu08, WSu09, WSu14 a WSu20 popsanych Tomasulo-Seccomandi et al. (2003) ke
studiu genetické variability nesyta amerického na ostrové Kuba. Na ostrové se nachazely pouze
dvé reprodukéné aktivni kolonie a od 37 jedinct byly odebrany krevni vzorky, ze kterych byla
nasledné izolovana DNA. VSechny testované lokusy byly polymorfni, ale byl detekovan nizky
pocet alel v rozmezi 2-3 na lokus. S vyjimkou lokusu WSu08 nebyla zaznamenana zadna
odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Pozorovana heterozygotnost vykazovala nejnizsi
hodnotu 0,25 pro lokus WSp20 a naopak nejvyssi hodnotu 0,48 pro lokus WSu03.

Devét mikrosatelitovych lokusti: WSp03, WSu08, WSu09, WSul3, WSul7, WSuls,
WSu20, WSu23 a WSu24, popsanych Tomasulo-Seccomandi et al. (2003) pro nesyta
amerického, bylo v praci Sharma et al. (2017) pouzito pro cross-species PCR amplifikaci u nesyta
indomalajského. DNA byla extrahovana ze 145 krevnich vzorkid jedincl Zijicich v arealu
Narodniho zoologického parku v Dilli béhem tfi hnizdnich sezén. Z deviti testovanych lokusu,
poskytlo pouze pét: WSu09, WSu13, WSul7, WSul8 a WSu23 polymorfni produkt se 2-5
detekovanymi alelami na lokus. O¢ekavana a pozorovana heterozygotnost byla 0,206-0,702
a 0,233-0,735.

Shephard et al. (2009) popsali 7 mikrosatelitnich markerti pro ¢apa bilého: Cc01-07
a soucasné testovali 6 parQi cross-species primera navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitovych
lokusti nesyta amerického: WSp03, WSul14, WSul7, WSulg8, WSu20 a WSu23. Testovana
DNA byla odebrana od 30 jedinci ¢apu bilych z polodivoké populace ze zoologické zahrady
v Belgii. U celkem 13 polymorfnich lokust bylo detekovano 2—10 alel na lokus. Ocekavana
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heterozygotnost se pohybovala v rozmezi 0,13-0,84 a pozorovana heterozygotnost V rozmezi
0,13-0,87. Lokus WSp03 vykazoval vyznamnou odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

Turjeman et al. (2016) charakterizovali novou sadu polymorfnich mikrosatelitovych
markert pro ¢apa bilého. Za vyuziti sekvena¢nich metod nové generace nalezli celkem
100 mikrosatelitovych lokust, které dale testovali na polymorfismus. Testovand DNA byla
izolovana z krve dvou jedinct ¢apa bilého pochézejicich z volné Zijicich populaci na severu
Izraele a v severovychodnim Némecku. Vybrali 64 lokusi o velikosti 100-350 pari bazi
s dostate¢nym poctem tetranukleotidovych repetic a otestovali je na amplifikaci a polymorfismus
za pouziti PCR s fluorescen¢né znaCenymi primery na 94 vzorcich ¢apa bilého. Byla provedena
genotypizace a z celkového poctu 64 testovanych lokusi bylo na zakladé konzistence amplifikace
a poctu alel detekovanych na lokus vybrano 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokust: Cc10,
Cc15, Cc18, Cc37, Cc42, Cc44, Cc50, Cch8, Ccbl, Cc69 a Cc72. Po upravé podminek PCR
amplifikace téchto lokust byly vyuzity pro genotypizaci 213 jedincii ¢apa bilého, ktefi pochazeli
z vjchodniho Recka a severovychodniho Némecka. Poget detekovanych alel byl v rozmezi 2—10
na lokus s pramérnou hodnotou 5,3. Pozorovana heterozygotnost byla v rozmezi 0,118-0,784
0 prameéru 0,519 a ocekavana heterozygotnost v rozmezi 0,136-0,827 s primérem 0,565. Pfi
parovych testech vzorki z obou populaci dohromady se lokus Cc50 a Cc58 odchyloval od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy, pii testovani populaci samostatné vykazoval odchylku pouze vzorek
pochazejici ze severovychodniho Némecka. Nebyla prokdzana zadn4 vazebna nerovnovaha.
Oproti diive charakterizovanym mikrosatelitnim markerim pro ¢apa bilého (Shephard et al.,
2009) vykazovala tato sada vyssi polymorfismus a heterozygotnost.

Wang et al. (2011) charakterizovali polymorfni mikrosatelitové lokusy u &apa
vychodniho. Z celkového poc¢tu 11 testovanych parti primert bylo 8 navrzeno dle protokolu
FIASCO (Fast Isolation by AFLP of Sequences Containing repeats) pro ¢apa vychodniho:
Cbo102, Cho108, Cbo109, Cbo121, Cbo133, Cbol51, Cbol68, Cbo235 a 3 pochazely od nesyta
amerického: WSu13, WSul17 a WSu18 a byly pouZity pro cross-species PCR amplifikaci. DNA
byla izolovana ze vzorki krve a jinych tkani 23 jedincid ¢apa vychodniho. Bylo navrzeno 14 part
primert pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust, 11 z nich vykazovalo konzistentni amplifikaci
a bylo pouzito pro dalsi analyzu. Z vybranych lokust bylo 10 polymorfnich, jelikoZ u jednoho
lokusu sice byly detekovany 2 alely, ale vSech 23 jedinci pro tento lokus vykazovalo
homozygotni genotyp. Pocet detekovanych alel se pohyboval v rozmezi 2-8, pozorovana
heterozygotnost byla v rozmezi 0-0,857 a oekavana heterozygotnost v rozmezi 0,222-0,851.
Vysoky podil homozygott znacil na lokusech Cbo133 a Cbo235 mozny vyskyt nulovych alel.
Nebyla prokdzana zadna vazebna nerovnovaha.

Kaminsin et al. (2023) vyuzili celkem 14 polymorfnich mikrosatelitovych lokust
popsanych pro ¢apa bilého: Cc05, Cc06, Cc07, Cc10, Cc42, Cc50, Cc58 a Cc72 (Shephard et al.,
2009; Turjeman et al., 2016) a vychodniho: Cbol08, Cbol109, Cbol33, Cbol51, Cbol68
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a Cho235 (Wang et al., 2011) pro genotypizaci 114 jedinct nesyta Zijicich v Zoologické zahradé
Dusit v Thajsku. Cilem vyzkumu bylo rozlisit a identifikovat hybridy pochazejici ze dvou
rodi¢ovskych druhi: nesyta bilého a indomalajského, jelikoz oba druhy nesytt zijici v této
populaci vykazovali vysokou fenotypovou podobnost. Pro usnadnéni automatické genotypizace
byly konce primert fluorescenéné znaceny, nékteré markery byly amplifikovany v multiplexu
a nékteré samostatné. PCR produkty byly nasledné elektroforeticky separovany v agardzovém
gelu a pozadované fluorescencné znacené produkty byly genotypovany pomoci Rox-500 v Jizni
Koreji, pomoci programu GeneMaker V. 2.6.4 byly stanoveny velikosti alel. Na zaklad¢ ziskanych
dat byla testovana odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy mezi lokusy a v ramci populace
za pouziti programu Genepop V. 4.7, k testovani hybridizace byla pouzita pravdépodobnostni
metoda Bayesovska klasifikace za vyuziti programt Structure v. 2.3.3 a Hewhybrids v. 1.1. Lokus
Cc06 neumozioval spolehlivou detekci alel a lokusy Cbo133, Cbo235 a Cc06 byly monomortfni.
Lokusy Cbhol68, Ccl0, Cc58 a Cc72 se vyznamné odchylovaly od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy, ale z analyzy nebyly vytazeny. Z celkového poctu 24 jedincl, ktefi byli dle
morfologickych znakl identifikovani jako nesyt indomalajsky, bylo na zdklad¢ analyzy
mikrosatelitovych lokusi klasifikovano jako nesyt indomalajsky pouze 16 jedincii, 2 jedinci byli
hybridi F2 generace, 1 jedinec byl produkt zpétného kiizeni s nesytem indomalajskym a 1 jedinec
byl nesyt bily, dalsi 4 jedinci byli hybridi neuréené generace. Ze 37 ptivodné morfologicky
oznacenych intermedidlnich jedincl, bylo pouze 13 identifikovano jako nesyt indomalajsky,
8 jako hybridi F2 generace, 4 jako nesyt bily, 1 jedinec byl produkt zpétného k¥izeni s nesytem
indomalajskym a 11 jedinct byli hybridi neuréené generace. Z 53 jedinct druhové uréenych dle
morfologie bylo 49 z nich klasifikovano jako nesyt bily, 2 jedinci byli hybridi neur¢ené generace,

1 hybrid F2 generace a 1 jedinec byl produkt zpétného kiiZeni s nesytem indomalajskym.

3.3.6 Mikrosatelity testované v Fadu ¢api

Variabilita mikrosatelitovych lokust je jiz téméf 17 let testovana v Laboratofi populaéni
genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci. V minulych letech bylo odvedeno celkem 22 praci, jejichz naplni byla cross-species
PCR amplifikace a nasledna charakteristika riznych polymorfnich mikrosatelitovych lokust
U neptibuznych jedincl ptacich druhd fadu Ciconiiformes. Z toho celkem 3 prace se zabyvaly
¢apem Cernym a V jedné praci byl souCasné testovan ¢ap Cerny, bily a simbil (FiSerova, 2014),
zbylych 18 praci se zabyvalo ostatnimi druhy.

U cépa bilého se celkem 7 praci zabyvalo hledanim polymorfnich mikrosatelitovych
lokusii pochézejicich z fadu brodivi, dlouhoktidli, plamenaci, potaplice, potapky, trubkonosi,
brodivi, tu¢naci a konzervovanych ptacich mikrosatelitii (Obrucova, 2009; Burianova, 2011;
FiSerova, 2014; Gajdosikova, 2020; Kriavkova, 2021; Kriavkova, 2023; Mackova, 2023). Cap

simbil byl testovan celkem v 5 pracich na polymorfni mikrosatelitové lokusy pochazejici z fadu
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brodivi, veslonozi, plamenaci, potapky, tuciidci a konzervované ptaci mikrosatelity (Nevimova,
2012; Novosadova, 2012; FiSerova, 2014; Kosatova, 2020; Kopecky, 2022). U nesyta bilé¢ho byla
provadéna cross-species PCR amplifikace mikrosatelitii izolovanych z fadu veslonozi, plamenaci
a brodivi (Jurackova, 2014 a Némeckova, 2014). Nesyt africky byl testovan cross-species PCR
amplifikaci mikrosateliti z fadu brodivi, veslonozi, plamenaci a trubkonosi (JanysSkova, 2014;
Sopko, 2014; Hrabalov4, 2023). U nesyta indomalajského byly testovany mikrosatelitové lokusy
z tadu brodivi a trubkonosi (Konradova, 2013; Nedvédova, 2015).

Cap &erny byl véetné této diplomové prace testovan na cross-species PCR amplifikaci
celkem ve dvou bakalatskych a tiech diplomovych pracich a nasledné€ u n€j byly charakterizovany
nekteré testované polymorfni lokusy. Navratilova (2009) v ramci své bakalaiské prace provedla
cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokust izolovanych od ¢api a dalsich ptacich
druhti dfive fazenych do fadu brodivi jako jsou ibisové, volavky a kolpici, dale od veslonohych,
vrubozobych a potapek na 6 neptibuznych jedincich ¢apa ¢erného. Otestovala celkem 174 part
primerd a 21 mikrosatelitovych lokust oznacila jako polymorfni. Béhem testovani zjistila, Ze
2 pary primerti amplifikovaly stejny lokus, proto nakonec detekovala celkem 20 nezavislych
polymorfnich mikrosatelitovych lokusii s poctem alel 2—6 na lokus. Na jeji bakalafskou praci
navazala Cahlikova (2011), ktera ve své diplomové praci provedla cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitovych lokust za pouziti 214 part primeri pochazejicich z fadu brodivi, dlouhoktidli,
veslonozi a potaplice a na 24 nepiibuznych jedincich ¢apa ¢erného charakterizovala polymorfni
lokusy. Znovu otestovala 14 mikrosatelitovych lokust, které Navratilova ve své praci (2009)
oznacila jako monomorfni a nalezla mezi nimi 1 polymorfni produkt a dalsi 2 lokusy polymorfni
v praci Navratilové (2009) oznacila po otestovani na 24 jedincich za monomorfni. V ramci
diplomové prace nalezla 12 polymorfnich mikrosatelitovych lokust s poétem detekovanych alel
2-22 na lokus. Ur¢ila genotypy u vSech 30 polymorfnich mikrosatelitovych lokust, z nich
5 vykazovalo silnou vazbu na pohlavi a 6 lokustl vybrala pro rychlou, finan¢né nenaro¢nou
a spolehlivou molekuldrni determinaci paternity u c¢apa Cerného. FiSerova (2014) se ve své
diplomové praci zabyvala hledanim a charakteristikou polymorfnich mikrosatelitovych lokusi
souCasné u 6 neptibuznych jedinci ¢apa Cerného, bilého a simbila. Na DNA c¢apa ¢erného
otestovala 31 parQ primerti piivodné navrzenych pro amplifikaci DNA ¢apa vychodniho, volavku
rusohlavou a potapku zapadni. U ¢apa ¢erného ve své praci nenalezla zadné polymorfni lokusy.

Ve své bakalaiské praci (Musilova, 2022) jsem testovala 213 mikrosatelitovych lokusi
a hledala jsem lokusy, které jsou polymorfni u ¢apa ¢erného. Provedla jsem cross-species PCR
amplifikaci na genomické DNA 6 neptibuznych jedinci ¢apa cerného za pouziti 207 part primerQ
navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust pro druhy z fadu trubkonosi: albatrosovité,
burnakovité, burnackovité, 5 pari primerd navrzenych pro druhy z fadu dlouhoktidli: alkouna
obecného, kulika motského a racka novozélandského a 1 paru primerid pochézejiciho od lesniacka

zlutého z tadu pévci. Nalezla jsem celkem 16 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti s poctem
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detekovanych alel 2—4 na lokus a u 7 parti primerti nebylo mozné ani po upravé podminek PCR

reakce ziskat produkt.

3.3.7 Cross-species amplifikace mikrosatelita z Fadu trubkonosi
Rad trubkonosi (Procellariiformes) se déli do ¢étyt Geledi: albatrosoviti (Diomedeidae),
burnakoviti (Procellariidae), buriiackoviti (Hydrobatidae) a burnikoviti (Pelecanoididae).
Laboratof populac¢ni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky Univerzity
Palackého v Olomouci disponuje celkem 207 pary primerd navrzenymi pro amplifikaci
mikrosatelitovych lokust izolovanych od druhii ze vSech Celedi fadu trubkonosi s vyjimkou ¢eledi

buinikoviti, od které nema k dispozici zadné primery.

Mikrosatelity izolované od druhii z ¢eledi albatrosoviti

Z Celedi albatrosoviti je v Laboratofi populacni genetiky Katedry bunééné biologie
a genetiky PiF UPOL Kk dispozici celkem 53 part primert pro amplifikaci mikrosatelitovych
lokust pochazejicich od sedmi druhti: albatrosa st€éhovavého (Diomedea exulans), jizniho (D.
antipodensis), Sedohlavého (Thalassarche chrysostoma), cernobrvého (T. melanophris),
laysanského (Phoebastria immutabilis), ¢ernonohého, (P. nigripes) a bélohibetého (P. albatrus)
pavodné popsané Burg (1999), Burg et Croxall (2001 a 2004), Dubois et al. (2005) a Hernandez
et al. (2014).

Mikrosatelity izolované od druhii z ¢eledi burnakoviti

Pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust pochazejicich od deviti druht celedi
buinakoviti: buinaka bélobradého (Procellaria aequinoctialis), trinidadského (Pterodroma
arminjoniana), taiko (P. magentae), havajského (P. sandwichensis), Sedého (Calonectris
diomedea), svétlonohého (Puffinus carneipes), balearského (P. mauretanicus), Bulwerova
(Bulweria bulwerii) a utlozobého (Pachyptila belcheri) je v Laboratofi populacni genetiky
Katedry buné¢né biologie a genetiky PfF UPOL k dispozici celkem 100 parQ primerd navrzenych
Techow et O'Ryan (2004), Bried et al. (2008), Lawrence (2008), Brown et Jordan (2009), Welch
et Fleischer (2011), Gonzales et al. (2009), Hardesty et al. (2013), Andris et al. (2010), Quillfeldt
et al. (2012) a Moodley et al. (2015).

AT %

Mikrosatelity izolované od druhii z ¢eledi burniackoviti

Z Celedi buinackoviti je v Laboratofi populaéni genetiky Katedry bunééné biologie
a genetiky PfF UPOL k dispozici celkem 54 parti primert navrzenych pro amplifikaci
mikrosatelitovych lokusi pochazejicich od tii druhti: buifiacka madeirského (Oceanodroma
castro), dlouhokiidlého (O. leucorhoa) a Monteirova (O. monteiroi) popsané Sun et al. (2009),

Bicknell et al. (2011) a Bried et al. (2012).
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V minulosti bylo v ramci Laboratote populacni genetiky KBB PfF UPOL provedeno jiz
18 praci, které se vénovaly cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokust izolovanych
z fadu trubkonosi u nepiibuznych jedinct ¢apa ¢erného (C. nigra), bilého (C. ciconia) a simbila
(C. abdimii), nesyta afrického (Mycteria ibis), bilého (M. cinerea) a indomalajského
(M. leucocephala), pelikana afrického (Pelecanus rufescens), bilého (P. onocrotalus),
kadefavého (P. crispus) a skvrnozobého (P. philippensis), potapky rohace (Podiceps cristatus),
plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) a rizového (P. roseus). Autofi jednotlivych praci,
pocet testovanych a polymorfnich mikrosatelitovych lokust a pocet alel detekovanych na lokus
u kazdého studovaného druhu jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 Cross-species PCR amplifikace polymorfnich mikrosatelitii z fadu trubkonosi u ptac¢ich druht
kladu Aequorlitornithes testovanych v Laboratofi popula¢ni genetiky KBB PfF UPOL.

Autor Studovany druh Testované Polymorfni Pocet alel
(pocet jedincii) lokusy lokusy na lokus
JanuSova Potapka roha¢
(2015, 2017) (6/13) 213 17 2-12
- . Nesyt
Nedvedova 4 domalajsky 212 45 2.5
(2015)
(6)
Strejckova Plamenak
karibsky 213 45 2-11
(2016, 2018) (6/30)
Kirova
(2017) Plamenak rtzovy
Zlochova (6/22) 213 44 2-13
(2019)
VereSova Pelikan kadetavy
(2018, 2020) (6/41) 213 1 2-3
Kopecna Pelikan africky
(2018) (6) 213 24 2-3
Hudzieczkova
(2019) Pelikan bily B
Adamkova (6/21) 213 36 2T
(2021)
Kriiavkova Cép bily
(2021, 2023) (6/23) 213 17 26
. Pelikan
Mackova skvrnozoby 213 22 2-5
(2021) (6)
Kopecky Cép simbil 3
(2022) (6) 213 26 2-6
Musilova Cép &erny
(2022) (6) 213 16 24
Hrabalova Nesyt africky
(2023) (6) 213 38 2-5
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro praci na experimentalni ¢asti diplomové prace byly jako biologicky material pouzity

vzorky krve 24 nepiibuznych jedinct ¢apa ¢erného (Ciconia nigra), pochazejici z volné piirody

v ramci Ceské republiky. Za pouZiti fenol-chloroformové metody byla z krve jedincti izolovana

genomicka DNA, ktera byla TE pufrem zfedéna na vyslednou koncentraci 5-50 pg-ml™.

4.2 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Sigma)

aTaq DNA polymeraza (5 U-ul?), M1241 (Promega)
Bromfenolova modt (Serva)

dNTPs (100 mmol-I?, 400 pl kazdého), U1240 (Promega)
Deionizovana voda

Dusi¢nan stiibrny (Sigma)

Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Lachner)
Formaldehyd (Lachner)

Formamid (Lachner)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachner)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

Kyselina chlorovodikovéa (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)

3 - methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachner)

N, N - methylenbisakrylamid (AppliChem)

N, N, N, N* - tetramethylethylendiamin (AppliChem)
Peroxodisiran amonny (Lachner)

Rain off - tekuté stérace (Sheron)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (AppliChem)
Triton X-100 (Amresco)

Uhli¢itan sodny (Lachner)

Xylenova modi (Xylencyanol FF) (Applichem)
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4.3 Pouzité roztoky

Akrylamid, 6% zasobni roztok:
- 420 g mocoviny
- 50ml 10x TBE

- 484 ml deionizované vody

- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N - methylenbisakrylamid 19:1

- VSechny slozky rozpustit, zfiltrovat a uchovat v chladni¢ce v tmavé lahvi

Dusi¢nan stribrny, 0,1% roztok

- 0,8 g dusi¢nanu stfibrného

- 800 ml deionizované vody

- Pfed pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu
Fix/stop roztok

- 80 ml ledové kyseliny octové

- 800 ml deionizované vody

Hydroxid sodny o koncentraci 1 mol-I*

- 40 g hydroxidu sodného

- 11 deionizované vody

Kyselina dusi¢na, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyseliny dusicné

- 800 ml deionizované vody

Nanaseci pufr:

- 25 ml deionizované vody

- 100 ml formamidu

- 0,125 g xylenové modte

- 0,125 g bromfenolové modre
Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

- 1 g peroxodisiranu amonného

- 10 ml deionizované vody

- Uchovavat v chladnicce
Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

- 40 uI N, N, N*, N* - tetramethylethylendiaminu
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e Reakéni pufru pro PCR, 10x:
- 1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
- 80 ml deionizované vody
- Upravit pH pomoci kyseliny chlorovodikové na hodnotu 9,0
- 3,73 g chloridu draselného
- 1 ml Triton X-100
- Rozpustit a doplnit do 100 ml
e Roztok 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
- 1ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
- 3 ul 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu
e TBE pufr, 10x zasobni roztok:
- 55 g kyseliny borité
- 108 g trishydroxymethylaminomethanu
- 40 ml ethylendiaminotetraoctanu sodného o koncentraci 0,5 mol-I*t, pH 8,0
- Doplnitdo 1 | deionizovanou vodou
e Vyvojka
- 24 guhlicitanu sodného
- 800 ml deionizované vody
- Uchovat v chladnicce

- Pred pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodného

4.4  Pouzité laboratorni pristroje
- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
- Hybridizaéni pec HB-2D (Techne)
- Chladnicka kombinovana (Whirlpool)
- Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)
- Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
- Mikropipety Finnpipette - 0,5 az 10 pl (osmikanalova) a 0,3 ul az 1 ml (Thermo
Labsystems)
- Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
- Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)
- Negatoskop NEGA 1 (Maneko)
- Sekvenacni elektroforetickd komiirka S2 (Whatman Biometra)
- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
- Susarna CAT 8050 (Contherm)
- Termocykler GenePro (BIOER)
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- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TP XP (BIOER)

- Trepacka Orbit 1900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (1ka)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

- Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema IceMakers)

45 PCR amplifikace DNA ¢apa ¢erného
Byla provedena PCR amplifikace za pouziti genomické DNA dvaceti ¢tyt nepiibuznych
jedinct ¢apa ¢erného (Ciconia nigra). Pro kazdy vzorek genomické DNA jedince byla pfipravena

PCR reakéni smés s parem primerti. NiZe jsou popsany jednotlivé kroky laboratorniho protokolu.

1. Jednotlivé slozky PCR reakéni smési rozmrazit, zvortexovat a zcentrifugovat.
2. Dle Tabulky 3 napipetovat slozky PCR reakéni smési do 1,5ml mikrozkumavky,

pfipravenou smés zvortexovat a zcentrifugovat

Tabulka 3 SloZeni PCR reakéni smési pro 24 vzorkd.

Slozka PCR smési Objem [pl]
Deionizovana voda 168,0
Reakéni pufr pro PCR (10x) 25,4
Roztok MgCl, (25 mmol-1?) 15,2
Roztok dNTPs (20 mmol-1?) 2,7
Primer F (10 pmol-1?) 12,5
Primer R (10 pmol-1*?) 12,5
aTaq DNA polymeraza (5 U-pl?) 338

3. Pomoci osmikanalové pipety nanést do 0,2ml PCR mikrozkumavek 1 pl genomické DNA
¢apa cerné¢ho. Ke genomické DNA kazdého vzorku nasledné ptidat 9 pul PCR reakéni
smési.

4. Vsechny 0,2ml PCR mikrozkumavky dobte uzavfit, umistit do termocykleru a nastavit

teplotni program dle nasledujiciho schématu:

1. 94°C: 5min
2. 94°C: 30s
Ta°C: 305 35 cyklt
72°C: 30

3. 72°C: 7min
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Teplota annealingu (Ta) byla nejprve nastavena podle podminek PCR amplifikace, které byly

optimalizovany jiz v mé bakalarské praci (Musilova, 2022) a poté byla v ptipadé potieby

upravovana.

Za pouziti 16 pard primerd byla provedena cross-species PCR amplifikace

15 mikrosatelitovych lokust izolovanych z tfadu trubkonosi (Procellariiformes) a 1 z fadu

dlouhok#idli, které jsem ve své bakalafské praci oznacila jako polymorfni. Piehled téchto

testovanych mikrosatelitovych lokusi v¢etné jejich zdrojového druhu je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 4 Testované mikrosatelitové lokusy z fadu trubkonosi, dlouhokfidli a ¢api.

" v Mikr litovy Literarni
Rad Celed Zdrojovydruh  krosatelitovy - Literdrnf
lokus zdroj
ﬁ':atms, 11H7 Dubois
(SDiOOmV;Veya 10C5 etal,
11H1 2005
exulans)
Albatros
Sedohlavy
Dc21
(Thalassarche ¢
Albatrosoviti chrysostoma) Burg,
(Diomedeidae) Albatros 1999
Sedohlavy,
albatros D6
stéhovavy
Al
bél(:)}?;l;zf’ Hernandez
(Phoebastza STALS etal,
Trubkonosi albatrus) 2014
(Procellariiformes) —
Burnak
balobrads Techow
y Paequl0 et O'Ryan,
(Procellaria
S 2004
aequinoctialis)
Buinak Sedy .
( ggjnez:fi}s] Cd3 Bried et
. Cd4 al., 2008
o diomedea)
Burnakoviti —
.. Buinak
(Procellariidae) .. , Brown
trinidadsky
(Pterodroma Parm03 et Jordan,
L 2009
arminjoniana)
Buinak
Moodl
atlozoby Pachel_16989 eotO:I g
(Pachyptila Pacbel_19907 ’
) 2015
belcheri)
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Tabulka 4 Pokradovani.

5 5 Mik litovv  Literarni
Rad Celed’ Zdrojovy druh throsatelitovy 1teral_'n1
lokus zdroj
Buinacek
louhokfidly Bicknell
(gé)el;n(:)d;grza Ole26 et ; 2%11
Trubkonosi Burnackoviti leucorhoa) B
(Procellariifornes)  (Hydrobatidae)
Buinacek .
Monteiriiv Omn8 Bried
(O. Monteiroi) Omn25 etal., 2012
Brown
, Y1, et Jordan,
Dlouhokidli Kulikoviti I?;ﬁzgg:fiy — 2009
(Charadriiformes)  (Charadriidae) . dle
alexandrinus) .
Kiipper
et al., 2007
Ccl10, Cc15
‘1, Cc18, Cc37 .
Cipi Capoviti %i:;g Cc42, Codd TZ?ZTan
(Ciconiiformes) (Ciconiidae) ciconia) Cc50, Cc58 2016’
Cc61, Cc69
Cc72

4.6 Elektroforeticka separace PCR produktii

Elektroforetickd separace PCR produktt byla provedena za denaturujicich podminek

Vv 6% polyakrylamidovém gelu o tloustce 0,4 mm. Gel byl nalit mezi skla o rozmérech

330 x 390 mm a 330 x 420 mm. Pro separaci byla pouzita vyhiivana sekvenacni komirka

S2 Whatman Biometra. NiZe jsou popsany jednotlivé kroky pouzitého laboratorniho protokolu.

Piiprava gelu

1.

4.

Obeé skla 2x oplachnout deionizovanou vodou a utfit do sucha papirovym ubrouskem,
poté obé skla 2x oplachnout ethanolem a znovu vysusit papirovym ubrouskem.
Plochu vétsiho skla, na kterou bude nalivan gel, potiit prostfedkem Rain-off pro
odpuzovani vody. Nechat ptiblizn¢ 5 min plsobit, poté oplachnout deionizovanou
vodou a utfit do sucha.

Na mensi sklo nanést v digestofi 1 ml roztoku 3-methakryloxypropyltri-
methoxysilanu a dikladné rozetfit po celé plose skla. Nechat pusobit piiblizné
5 minut a poté 4x oplachnout ethanolem.

Na okraje delSich stran oSetfené plochy vétsiho skla polozit spacery. Mensi sklo

pokladat oSetfenou plochou dolii, tak aby jeho kratSi strana byla pfitisknutd ke

gumam spacert. Po obou delSich stranach spacery mezi skly upevnit dvéma klipsy.
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V kédince pfipravit 6% polyakrylamidovy gel a diikladné¢ ho promichat. Pfipraveny
polyakrylamidovy gel ihned nalévat mezi skla do prostoru mezi spacery. V piipadé
potteby rukou poklepavat na sklo, aby se zamezilo vzniku bublin.

Po vyplnéni celého prostoru gelem zasunout hiebinek cca 0,5 cm mezi skla.

Pomoci ¢ty klipst v misté hfebinku sepnout skla a nechat gel alespoii hodinu

polymerizovat.

Separace vzorku

1.

Odd¢lat klipsy, skla oplachnout deionizovanou vodou a kartdcem vycistit zbytky
gelu, zejména prostor kolem hebinku a skla osusit.

Gel umistit do elektroforetické komutrky mens§im sklem smérem k hlinikové desce
uvnitf, upevnit pomoci Sroubti.

Prostor kladné i zaporné elektrody zalit po vyznacenou rysku 0,5x TBE pufrem,
vytdhnout hiebinek a injek¢ni stiikackou vycistit prostor mezi skly proudem pufru.
Oba elektrodové prostory elektroforetické komurky uzavfit, zasunutim vodi¢a
propojit komtirku se zdrojem stejnosmérného elektrického proudu. Nastavit hodnotu
vykonu 90 W, hodnotu elektrického napéti 3000 V a hodnotu proudu 150 mA jako
limitni faktor a gel nechat 30 minut nahftivat.

V priibéhu nahtivani gelu nanést do pfipravenych PCR produktt po 5 pl nanaseciho
pufru a takto ptipravené vzorky umistit kratce pred nanasenim do gelu na 3 minuty
do termocykleru za denatura¢nich podminek. Z divodu predejiti renaturace vlaken
DNA produktt vlozit vzorky ihned po vytazeni z termocykleru do ledové triste.
Vypnout zdroj stejnosmérného proudu, odpojit vodice a otevtit prostor zaporné
elektrody elektroforetické komurky. Pfed nanesenim vzorkt do gelu opét vycistit
prostor mezi skly a opatrné zasunout hiebinek cca 0,5-1 mm hluboko do gelu.
Osmikanalovou pipetou pomalu nanaset mezi zoubky hiebinku 2 pl pfipravenych
vzork.

Elektroforetickou komurku uzavfit, pfipojit vodi¢e a jako limitni faktor vykonu
nastavit 70 W, hodnotu elektrického napéti a proudu ponechat.

Po 1,54 hodinach separace v zavislosti na relativni molekulové hmotnosti PCR
produktl, vypnout zdroj stejnosmérného elektrického proudu, odpojit obé elektrody

a vypustit pufr.

Vizualizace PCR produkti

1.

2.

S predstihem pfipravit fix/stop roztok, 1% HNOs a vyvojku, tu uchovavat
v chladnicce.

Gel polozit na vodorovnou podlozku a noZzem od sebe odd¢lit skla.
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3. Mensi sklo umistit do fotomisky pfilepenym gelem nahoru, zalit fix/stop roztokem
a nechat 20 minut ptsobit na tfepacce. Roztok poté slit zpét do baiiky.

4. Gel ve fotomisce 4x proplachnout deionizovanou vodou a zalit roztokem 1% HNOs,
nechat piisobit 4 minuty na tfepacce a poté roztok vylit do odpadu.

5. Gel ve fotomisce znovu 4x proplachnout deionizovanou vodou. Do roztoku 0,1%
AgNO; ptridat 1200 pl formaldehydu. Gel ptfemistit do fotomisky pro barveni
stiibrem, zalit roztokem AgNOs3 a nechat 30 minut barvit na tfepacce.

6. Do vyvojky té€sné pred pouzitim napipetovat 1200 ul formaldehydu a 160 ul 10%
NazS;20s. Roztok 0,1% AgNO:s slit zpét do lahve. Gel ponofit na 5 sekund do misky
s deionizovanou vodou a poté dat gel do fotomisky pro vyvojku. Gel na tfepacce
zalit vyvojkou a pozorovat vyvoj hnédoSedych stiibrem barvenych pruhtit PCR
produktt. Zalit fix/stop roztokem ve chvili, kdy jsou pruhy dostate¢né vyrazné, ale
jesté nevystupuje tmavé pozadi. Po cca 2 minutach plsobeni gel pfiblizné na
3 minuty ponofit do misky s deionizovanou vodou, nechat okapat a umistit do
susarny vyhtaté 90 °C.

7. Po vysuseni gelu vyhodnotit vysledky pomoci negatoskopu a naskenovat je do
pocitace.

8. Vyhodnoceny gel se sklem nechat nékolik hodin v 1mol1? roztoku NaOH, po

sklouznuti gelu sklo umyt saponatem a mize byt opakované pouzito.

4.7 Statistické zpracovani experimentalnich dat

U 15 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi byly uréeny genotypy 24 neptibuznych
jedincl ¢apa cerného. Ziskané alelové konstituce byly nasledné vyhodnoceny v populacné
genetickém programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007), ktery poskytl informace
0 pozorované Ho a oekavané He heterozygotnosti, Hardy-Weinbergové rovnovaze, vyskytu
nulovych alel a spolehlivosti pti urovani paternity. Za vyuziti programu Genepop 4.7.5 (Rousset,

2008) byla testovana piipadna vazba mezi lokusy.
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5 Vysledky

V této diplomové praci jsem navazala na svou bakalafskou praci (Musilova, 2022), ve
které jsem pomoci cross-species PCR amplifikace hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy
u ¢apa cerného (Ciconia nigra). To spocivalo v otestovani celkem 213 parG primert na
6 neptibuznych jedincich ¢apa ¢erného. Z toho 207 testovanych part primert bylo navrzeno pro
amplifikaci mikrosatelitovych lokusit izolovanych od zastupci z fadu trubkonosi
(Procellariiformes), konkrétné 53 z nich pochéazelo od druhii z ¢eledi albatrosoviti, 100 od druht
z Celedi buinakoviti a 54 od druhti z ¢eledi buinidckoviti. Zbyvajicich 5 part primert pochazelo
od alkouna obecného, kulika moiského a racka novozélandského z fadu dlouhokfidli a od
lesiiacka zlutého z tadu pévei. V mé bakalarské praci poskytlo celkem 16 mikrosatelitovych
lokustt polymorfni produkt se 2-4 alelami na lokus. Z nalezenych polymorfnich
mikrosatelitovych lokusti pochéazelo 6 z ¢eledi albatrosoviti, 6 z ¢eledi buinakoviti a 3 z celedi
buinackoviti z fadu trubkonosi a 1 od kulika motského z fadu dlouhoktidli.

Néplni experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo provést PCR amplifikaci téchto
16 wvybranych polymorfnich mikrosatelitovych lokusit na 24 neptfibuznych jedincich
a charakterizovat jejich populaéné genetické vlastnosti, to zahrnovalo ur¢it jejich genotypy, pocet
alel, ziskat informace o heterozygotnosti, Hardy-Weinbergové rovnovaze, ptipadném vyskytu
nulovych alel a vazbé na lokus. Dale jsem na 6 nepiibuznych jedincich otestovala 11 parti primert

navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust ¢apa bilého (Turjeman et al., 2016).

Nejprve jsem provedla cross-species PCR amplifikaci na genomické DNA
24 neptibuznych jedinct ¢apa cerného a elektroforetickou separaci vSech 16 mikrosatelitovych
lokusti za stejnych podminek jako byly uvedeny v mé bakalaiské praci. Neékteré lokusy
vyZzadovaly zménu teploty annealingu oproti hodnoté uvedené v bakalaiské praci. Lokus 11H7
pfi teploté uvedené v bakalaiské praci (60 °C) opakované netvoril zadny produkt a vyzadoval
snizit teplotu az o 11 °C na 49 °C, aby poskytl hodnotitelny produkt. U lokust 10C5, STALS8
a Pacbel_16989 byla v PCR reakéni smési sniZzena koncentrace chloridu hofeénatého z ptavodni
koncentrace 1,6 mmol-1"t na koncentraci 1,2 mmol-I'Y, misto ptivodniho objemu 15,2 pl bylo tedy
do PCR reak¢ni smési pipetovano 11,4 pl chloridu hofec¢natého. V PCR reakéni smési pro lokus
Omn8 byla koncentrace chloridu hotfe¢natého naopak zvysena a to z ptvodni koncentrace
1,6 mmol-1"t na koncentraci 2 mmol-1? jiz v bakalaiské praci, do PCR reakéni smési bylo misto
15,2 ul pipetovano 19 pl roztoku chloridu hofe¢natého. O stejnou hodnotu byl vzdy upraven
objem deionizované vody, aby byl zachovan celkovy objem PCR reakéni smési. VétSina
mikrosatelitovych lokusti byla separovana po dobu 1,5 hodiny. Aby bylo mozné dobie odlisit
jednotlivé produkty nékterych lokustd, bylo potieba prodlouzit dobu jejich separace az na

4 hodiny.
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Z celkového poétu 16 mikrosatelitd byl potvrzen polymorfni produkt u 15 z nich. Pocet
alel pro jednotlivé lokusy byl v rozmezi 2-6. Nejpolymorfnéjsi produkt poskytly 2 lokusy
puvodné izolované od albatrosa stéhovavého. Prvni byl lokus 11H7, u kterého jsem nalezla 6 alel
a druhym byl lokus 10C5 s péti alelami. Dale jsem detekovala 3 alely u lokusu Omn8 pivodem
od buinacka Monteirova a u lokusu Calex-01 od kulika motského. U zbyvajicich lokust jsem
nalezla pouze po dvou alelach. Lokus Cd4, u kterého jsem ve své bakalaiské praci detekovala
2 alely, jsem po otestovani na 24 jedincich oznacila za monomorfni. Nékteré lokusy (Omn8
a Parm03) neposkytovaly piili§ kvalitni produkt pouzitelny pro dal$i populacni studie a dalsi dva
lokusy (Dc21 a Pacbel 16989) jsem kvili velkému mnozstvi pridatnych produktd, vznikajicich
ve stejnych rozestupech jako alely a nasledné stézujicich hodnotitelnost, oznacila jako velmi
problematicky hodnotitelné.

Dalsi ¢asti prace bylo ovérit polymorfismus 11 mikrosatelitovych lokusti popsanych pro
¢apa bilého na ¢apovi ¢erném. Amplifikaci 10 z nich jsem vSak ziskala monomorfni produkt
a 1 lokus (Cc18) neposkytl ani pii velmi nizké teploté annealingu (46 °C) zadny produkt.

Provedla jsem genotypizaci 15 polymorfnich mikrosatelitovych lokust
U 24 neptibuznych jedinct ¢apa Cerného a zjisténé genotypy jsem nechala statisticky zpracovat
populacné genetickym programem Cervus 3.0.7, pomoci které¢ho jsem u kazdého lokusu ziskala
data o Hardy-Weinbergové (HW) rovnovaze, frekvenci vyskytu nulovych alel, pozorované
a otekavané heterozygotnosti. Charakteristika 15 polymorfnich mikrosatelitovych lokusu je
uvedena v Tabulce 5. Pocet jednotlivych genotypt testovanych u 24 nepfibuznych jedinct pro
kazdy polymorfni lokus, pozorovana (Ho) a o¢ekavana (Hg) heterozygotnost jsou uvedeny
v Tabulce 6. Nejpolymorfn&jsi byly 2 lokusy: 11H7 a 10C5, u kterych bylo u kazdého uréeno
11 riznych genotypli pro 24 testovanych jedinct. Dle vysledkii ziskanych z programu
Cervus 3.0.7 bylo na 1 lokus v praméru detekovano 2,6 alel, primérna o¢ekavana heterozygotnost
¢inila 0,3897 a prumérna zjisténa vypovidaci hodnota (Polymorphic information content - PIC)
byla 0,3189, pticemz nejvyssi hodnotu PIC (0,703) vykazoval lokus 10C5. U lokusu
Pacbel_16989 jsem zaznamenala vysokou pravdépodobnost vyskytu nulovych alel (59,49 %)
a odchylku od HW rovnovahy na hlading€ vyznamnosti 1 %. U péti lokusti nebylo mozné stanovit
odchylku od HW rovnovahy. Dalsi ziskanou informaci byla pravdépodobnost chyby pfi
prifazovani rodi¢t k mladéti a pravdépodobnost vyskytu stejnych alelovych konstituci u nahodné
vybranych jedinct. Pravdépodobnost chyby 18,35x102 by byla pii pfifazovani prvniho rodice
k mladéti za predpokladu, Ze neni znam ani jeden z rodici, dale 3,86 x1072 za piedpokladu, Ze je
znam 1 z rodic a je tfeba pfifadit druhého rodice k mladéti a 4,39 x1073 v pfipadé pfifazeni paru
obou rodict. Pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce ve v§ech polymorfnich lokusech

u dvou ndhodné vybranych nepiibuznych jedincii byla 2,34x10® a u dvou sourozencti 20,48x10" 4,
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Tabulka 5 Charakteristika 15 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti amplifikovanych na DNA 24 jedinct ¢apa ¢erného. V tabulce je uveden kod daného lokusu z databaze
GenBank, zdrojovy druh, sekvence primerd, jednotka repetice, pocet alel (N), doba separace (ts), teplota annealingu (T,), odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW)
a procentudlni pravdépodobnost vyskytu nulovych alel (P).

rojovy dru ekvence primeru ednotka repetice :
(GenBaIL_nokkacc. No.) Zdrojovy druh SFIEEe pHHETE ) JRIEBLEIEEAED ¥ [rrﬁn] [°Té] HW [‘I;o]
11H7 F: GCAAGCTAAGTTGGGGGTAA
(AY945753) R: ACAGTAGGGCTGCTGCAGAT AC 6 180 49 NS -
10C5 o ) , F: TGGAGATGCAATTGCCTAGA
(AY945750) Albatros stehovavy R: CAGATGAGGTTTTGGCCAGT GAJGC 5 9% 59 NS -
11F3 F: TTTCCAGCACATTCCAACAA
(AY945751) R: GTTCAGCCAGAAAAGCAAGC GA/GT 2 180 5% ND -
D6 ) . . FTGGTTTGCTTCCCTCACTTC
(AF096791) Albatros stéhovavy a Sedohlavy RTTTGTCTCAGGGAAACAGGG TC 2 120 55 ND -
Dc 21 ) , F: CGGGGGAACTGAAGAAGATT
(AF096802) Albatros Sedohlavy R: TGGACAGCCAGTGGGATAAC CA 2 240 48 NS -
STALS*® . F: CCCTGCTGGGTTTCATTTC
(neuvedeno) Albatros belohfbety R: CATTTGTGCAGTAGGCATGG TG 29 52 NS -
Cd3 - F: TTGCCTCTTTTACAGGACTGC
(EU029085) Buffidk Sedy R: TCCCTGTGGCTAAGGATCTG GT/CT 2 120 65 NS 991
Paequl0 et , F: GAAGCTGCACTGGAACTG
(AY371075) Burhak belobrady R: CATGTGGTAAGAATCCAGATG CA 2 % 5 Nb -
Pacbel_19907 F: TTTCTCCTTAGCTCGGCAGG AG s o 54 NS -
(neuvedeno) Buifik ttlozoby R: CCATACTTGGTGGCAGTGTG
Pacbel_16989 e Y F: TGCTTTTGGACAATGTGGAGG CA 5 90 60 ** 5949
(neuvedeno) R: TCTGGTACACTTCTCATTTGGAC ’
Parm03 ey , F: CTTGCTGGGTTTTGTTGGTT
(EU360819) Buinak trinidadsky R AATTGCTCAGGGAGG TGCT CA/TA 2 90 53 NS 15,04
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Tabulka 5 Pokrac¢ovani.

ok Jednotka t T
. y . o I3 ” S a
(Gen?\i:];( Acc. Zdrojovy druh Sekvence primeri (5°'23") repetice [min] [°C| HW [%]
Ole 26 e ... F:TCAGCTTCTGGTGCAGTTATG
(FR696402) Buffidcek dlouhoktidly o o oTGCTGATGGATAGGTTATG TG N 65 NS
omn8 v F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC 0 50 ND
(JQ303232) Buftitek Monteiry - GCGGGCGAGCATTACATTAAA
omn25 u Y E TCTGCTCCCCCTGATTATTG ATGG 120 50 NS
(JQ303242) R: ACTCTGAGAGCCATCCATCA
Calex-01 L F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT
(AMO072445) Kulik mofsky R: GTTTCTTCTTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT  ©/GA/CC N 69 ND
Legenda:

e - 0 Y4 niz§i koncentrace MgCl, v PCR reakéni smési (1,2 mmol-17Y)
¥ - 0 Y vy$§i koncentrace MgCl; v PCR reakéni smési (2 mmol-17)
NS - lokus je v souladu s HW rovnovahou

ND - lokus nelze vyhodnotit

** - odchylka od HW rovnovahy na hladiné vyznamnosti 1%
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Tabulka 6 Polymorfni mikrosatelitové lokusy testované na 24 nepiibuznych jedincich ¢apa Eerného.
V tabulce je uveden zdrojovy druh, pocet alel (N), pocet genotypii (G) a pozorovana (Ho) a o¢ekavana (Hg)
heterozygotnost.

Lokus Zdrojovy druh N G Ho He

11H7 6 11 0,750 0,722

10C5 Albatros steéhovavy 5 11 0,792 0,759

11F3 2 2 0,083 0,082
Albatros stéhovavy

D6 2 2 0,125 0,120
Albatros Sedohlavy

Dc21 Albatros Sedohlavy 2 3 0,583 0,507

STALS Albatros bélohibety 2 3 0,458 0,439

Cd3 Burnak sedy 2 3 0,375 0,467

Paequl0 Buinak bélobrady 2 2 0,083 0,082

Pacbel_19907 2 3 0,500 0,507

Buinak utlozoby

Pacbel_16989 2 3 0,125 0,503

Parmo03 Buiiak trinidadsky 2 3 0,292 0,403

Ole26 Burnacek dlouhoktidly 2 2 0,583 0,422

Omn8 3 3 0,333 0,290
Buinacek Monteirtv

Omn25 2 2 0,583 0,422

Calex-01 Kulik motsky 3 3 0,125 0,121

Za pouziti dal$iho bioinformatického programu Genepop 4.7.5 jsem ovéfila, zda mezi
nékterymi testovanymi lokusy neni vazba. Zadna z dvojic mikrosatelitovych lokusti nebyla ve
vazbé. VSech 15 polymorfnich mikrosatelitovych lokust bylo néasledné provéfeno spolecné
s 30 polymorfnimi lokusy dfive testovanymi na ¢apovi ¢erném (Cahlikova, 2011). Na zakladé
vysledki byla detekovana 100% vazba lokusu Ole26 s lokusy Sn2A36 a Eru03 a 0 néco slabsi
vazba s lokusem WSp20. Lokusy jsou ve vazbé, je-li hodnota P-value mensi nez 0,0002. Hodnota
P-value mezi lokusy Ole26 a Sn2 A36 vypoétena programem Genepop byla rovna 0, coZ vypovida
0 absolutni vazb& mezi lokusy. Mezi lokusy Ole26 a WSu20 byla vypoctena hodnota P-value
0,000034, coz také vypovida o velmi silné vazb¢. Lokusy ve vazbé, které byly testované v této
diplomové praci a v diplomové praci Cahlikové (2011) vcetné hodnoty P-value vypoctené

programem Genepop 4.7.5 jsou uvedeny v Tabulce 7.
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Tabulka 7 Hodnoty P-value mezi vybranymi dvojicemi mikrosatelitovych lokust testovanych v této
diplomové praci a v diplomové praci Cahlikové (2011) u ¢apa Cerného ve vazbe.

Dvojice mikrosatelitovych lokusi P-value
Ole26 Eru03 0,000000
Ole26 Sn2A36 0,000000
Ole26 WSp20 0,000034
Eru03 Sn2A36 0,000000

Sn2A36 WSp20 0,000006
Eru03 WSp20 0,000008

Na zaklad¢ genotypizace jsem dale zjistila, Ze u lokusu Ole26 se mezi 24 nepiibuznymi
jedinci ¢apa ¢erného vyskytuji pouze 2 genotypy, jeden homozygotni u v§ech samcti (1/1) a druhy
heterozygotni u vSech samic (1/2). Vzhledem k tomu, Ze samci jsou homogametiéti ZZ a samice
heterogametické ZW, genotypy téchto markerti ptfesné¢ koresponduji s pohlavim jedinci,
pravdépodobné tedy lokus Ole26 i lokusy Eru03, Sn2A36 a Wsu20 (Cahlikova, 2011) lezi na
pohlavnim chromozomu Z. Na nize uvedeném schématu uvadim pravdépodobnou vzijemnou

pozici téchto lokusti Eru03, Ole26, Sn2A36 a Wsu20 na chromozomu:
---Ole26-Eru03-Sn2A36---Wsp20---

Na dalsi stran¢ je uveden piiklad nékterych elektroforeticky separovanych PCR
produktd vybranych polymorfnich mikrosatelitovych lokusti nalezenych u 24 neptibuznych
jedinct ¢apa Cerného. Nékteré lokusy byly hiife hodnotitelné kvili velkému mnozstvi ptidatnych
produktd, které vznikaly ve stejnych rozestupech jako alely a ztézovaly hodnotitelnost. Na
obrazcich 2-5 jsem vybrala mikrosatelitové lokusy 10C5, Pacbel 19907, 11F3 a Ole 26, které
bylo mozné spolehlivé vyhodnotit. U kazdého lokusu jsem pro piehlednost oznacila jedince €. 1,
10, 20 a 24. Jednotlivé alely jsou vyznaceny Sipkami.

Na obrazku 3 jsou elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho
mikrosatelitového lokusu 10C5, ktery je jeden ze dvou nejpolymorfngjsich lokusu, u kterého bylo
nalezeno 5 alel a 11 riznych genotypu. PrestoZe u tohoto lokusu vznikaly dalsi p¥idatné produkty,
bylo mozné urcit genotypy vSech 24 jedincti. Na obrazku 4 jsou elektroforeticky separované PCR
produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu Pacbel 19907, u kterého byly nalezeny 2 alely
a ureny 3 rizné genotypy. Nékteré vzorky (2 a 21) jsou na této fotografii méné zietelné, ale byly
nezavisle genotypovany na jiném gelu. Na obrazku 5 je uveden lokus 11F3, u kterého byly
detekovany 2 alely a nalezeny 2 riizné genotypy. Na obrazku 6 je uveden lokus Ole26 se 2 alelami,
u kterého byly urCeny 2 genotypy piesné korespondujici s pohlavim jedinct. Na této fotografii

chybi jedinec €. 19.
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Obrazek 3 Elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu 10 C5
s 5 alelami u 24 neptibuznych jedinct ¢apa cerného pfi teploté annealingu 59 °C.
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Obrazek 4 Elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu
Pacbel 19907 se 2 alelami u 24 neptibuznych jedinct ¢apa cerného pfti teploté annealingu 54 °C.
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Obriazek 5 Elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu 11F3
se 2 alelami u 24 nepfibuznych jedincti ¢apa ¢erného pii teploté annealingu 56 °C.

: Alela 1
e <+ Alela2
Obrazek 6 Elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu Ole26 se

2 alelami u 24 nepfibuznych jedincti ¢apa ¢erného pfi teploté annealingu 65 °C. Na obrazku chybi jedinec
¢.19.
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6 Diskuze

V experimentalni ¢asti této diplomové prace jsem charakterizovala mikrosatelitové
lokusy z tadu trubkonosi. Navazala jsem tak na svou bakalafskou praci (Musilova, 2022), kde
jsem hledala polymorfini mikrosatelitové lokusy u 6 jedinct ¢apa ¢erného. V této praci jsem tyto
lokusy genotypovala na genomické DNA 24 nepiibuznych jedincti ¢apa ¢erného a popsala jsem
jejich vlastnosti za vyuziti populaéné genetickych programti Cervus 3.0.7 a Genepop 4.7.5.
ProtoZe se jedna o sestersky druh, ovéfila jsem dalSich 11 mikrosatelitovych lokust, popsanych
pro ¢apa bilého (Turjeman et al., 2016), na polymorfismus u ¢apa ¢erného.

V bakalatské praci jsem z celkového poctu 213 testovanych mikrosatelitovych lokust
nalezla 16 polymorfnich lokust z fadu trubkonosi a dlouhoktidli. Jejich amplifikaci na
24 neptibuznych jedincich ¢apa ¢erného poskytlo polymorfni produkt 15 z nich. Jeden lokus
(Cd4), ktery byl v bakalaiské praci vyhodnocen jako dvoualelovy se dvéma genotypy, jsem v této
diplomové praci vyhodnotila jako monomorfni. V bakaléaiské praci jsem u tohoto lokusu ziejme
mylné jako polymorfni vyhodnotila néjaky PCR artefakt, ktery se v diplomové praci jiz
nezopakoval. Lokusy Parm03 a Omn8 byly obtizn¢ hodnotitelné a lokusy Dc21 a Pacbel_16989
jsem oznacila jako velmi problematicky hodnotitelné kviili velkému mnozstvi ptidatnych
produktt, které vznikaly v podobném rozestupu jako alely a ztéZovaly hodnotitelnost. Nelze se
tedy pln¢ spolehnout na naprosto spravné vyhodnoceni téchto genotypt a nedoporucovala bych
je pro dalsi populaéni studie u ¢apa ¢erného. Pro mikrosatelitové lokusy popsané pro ¢apa bilého
(Turjeman et al., 2016) jsem testovala PCR s 11 paru primert, z nich 10 poskytlo monomorfni
produkt a 1 (Cc18) ani po opakovaném testovani a snizeni teploty annealingu az na 46 °C

neposkytl zadny produkt.

Z Celedi albatrosoviti pochazelo celkem 6 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi.
Lokusy 11H7, 10C5 a 11F3 byly izolovany od albatrosa st€éhovavého (Dubois et al., 2005).
Testovanim na 20 neptibuznych jedincich albatrosa st¢hovavého nalezli pti Ta 58 °C u lokusu
11H7 10 alel au lokusti 10C5 a 11F3 po 3 alelach. Pii testovani téchto lokusti na 24 nepfibuznych
jedincich ¢apa ¢erného v mé diplomové praci jsem u lokusu 11H7 pti Ta 49 °C nalezla 6 alel,
u lokusu 10C5 pii T2 59 °C jsem nalezla 5 alel a u lokusu 11F3 pti Ta 56 °C pouze 2 alely. Lokus
Dc21 popsany pro albatrosa Sedohlavého poskytl PCR amplifikaci pii Ta 48 °C u 50 jedinct
albatrosa Cernobrvého 4 alely, 3 alely u 90 jedincti albatrosa st€éhovavého a u 50 jedinct albatrosa
Sedohlavého byl monomorfni (Burg, 1999). Lokus D6 popsany pro albatrosa Sedohlavého
a stthovavého byl u albatrosa Sedohlavého, st€éhovavého i cernobrvého vyhodnocen jako
monomorfni (Burg, 1999). V této diplomové praci jsem amplifikaci na 24 neptibuznych jedincich
¢apa ¢erného U lokusi Dc21 pii Ta 48 °C a D6 pii T, 55 °C detekovala po dvou alelach. Lokus
STALSR izolovany od albatrosa severniho (Hernandez et al., 2014) poskytl polymorfni produkt se

2 alelami u 3 jedinci albatrosa bélohibetého pii Ta 60 °C, u 36 jedinct albatrosa ¢ernonohého
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a 12 jedinct albatrosa laysanského byl monomorfni. Ve své diplomové préci jsem pii Ta 52 °C

rovnéz detekovala pouze 2 alely.

Z cCeledi burnakoviti pochazelo 5 polymorfnich mikrosatelitovych lokusd. Lokus
Paequl0 byl izolovan od buifidka bélobradého. U 69 jedinct bylo pii Ta 55 °C detekovano 7 alel.
(Techow et O" Ryan, 2004). U lokusu Cd3 izolovaného od buinaka Sedého bylo u 43 jedinct pii
Ta 58 °C detekovano 5 alel (Bried et al., 2007), u lokusu Parm03 izolovaného od buinaka
trinidadského bylo detekovano u 260 jedincti pti Ta 55 °C 9 alel (Brown et Jordan, 2009). Lokusy
Pacbel 16989 a Pacbel 19907 byly izolovany od buffidka tUtlozobého. Lokusy byly
amplifikovany pfi Ta 53 a 56 °C, u lokusu Pacbel 16989 bylo detekovano 10 alel u 75 jedinct
a u lokusu Pacbel 19907 bylo detekovano 8 alel u celkem 74 jedincti (Moodley et al., 2015).
V této diplomové praci jsem testovanim na 24 nepiibuznych jedincich ¢apa ¢erného vSechny tyto
lokusy Paequl0 pii Ta 52 °C, Cd3 pii Ta65 °C, Parm03 pii Ta53 °C, Pacbel 16989 pii Ta 60 °C
a Pacbel_19907 pii Ta 54 °C vyhodnotila jako dvoualelové.

MV s v

Z Celedi buiniackoviti pochazely 3 polymorfni mikrosatelitové lokusy. Lokus Ole26 byl
izolovan od buiniacka dlouhok#idlého a u 47 jedinci pii Ta 60 °C byly detekovany 2 alely
(Bicknell et al., 2011). Lokusy Omn8 a Omn25 byly izolovany od buiniacka Monteirova.
U celkem 125 testovanych jedinct detekovali pfi Ta 58 °C u lokusu OmnS8 10 alel a u lokusu
Omn25 5 alel (Bried et al., 2012). Ve své diplomové praci jsem u lokusu Ole26 pii Ta 65 °C
nalezla stejné jako autofi pouze 2 alely. Pii Ta 50 °C jsem jako dvoualelovy jsem vyhodnotila

i lokus Omn25 a u lokusu Omn8 jsem detekovala 3 alely.

Polymorfni lokus Calex-01 pochazel od kulika motského z celedi kulikoviti fadu
dlouhokiidli (Kiipper et al., 2007). U 42 jedinct pii Ta 62 °C bylo detekovano 10 alel. Cross-
species PCR amplifikaci provedenou na 340 jedincich buifidka trinidadského bylo pii Ta 55 °C
detekovano celkem 5 alel (Brown et Jordan, 2009). Testovanim tohoto lokusu na 24 neptibuznych

jedincich ¢apa ¢erného jsem detekovala 3 alely pii Ta 69 °C.

V ramci Laboratofe popula¢ni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky
Piirodovédecké fakulty univerzity Palackého v Olomouci poskytlo téchto 15 mikrosatelitovych
lokust polymorfni produkt pti cross-species PCR amplifikaci u dalsich 11 ptacich druht kladu
Aequorlitornithes. Jednotlivé druhy vcetné testovanych jedinci a pocet spoleénych alel jsou
uvedeny v Tabulce 8. Nejcastéji polymorfni byl lokus Omn8, ktery PCR amplifikaci poskytl
polymorfni produkt u 11 druht z celkového poctu 12 testovanych druhi s poc¢tem 3-8 alel, dale
lokus Calex-01, ktery byl polymorfni celkem u 7 druhi se 2-3 detekovanymi alelami. Naopak
nejmensi polymorfismus napfi¢ druhy vykazoval lokus 11F3, ktery byl kromé capa cerného
polymorfni pouze u nesyta afrického, u kterého byly detekovany 4 alely (Hrabalova, 2023). Cap

¢erny sdili nejvice polymorfnich mikrosatelitovych lokust S nesytem africkym (Hrabalova, 2023)
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a indomalajskym (Nedvédova, 2015), kdy s kazdym z nich sdili 7 polymorfnich lokust se 2—4
alelami. Celkem 5 lokusti: Omn8, Omn25, 11H7, Pacbel_19907 a 10C5 je polymorfnich zaroven
u vSech téchto 3 druhd. Lokus 11H7 poskytl u ¢apa cerného polymorfni produkt se 6 alelami, coz
bylo nejvice detekovanych alel na lokus v této diplomové praci. Tento lokus byl polymorfni
Unesyta afrického (Hrabalova, 2023) a indomalajského (Nedvédova, 2015) a c¢apa simbila
(Kopecky, osobni sdéleni), u vSech téchto druhu bylo detekovano po 2 alelach. Nejméné
polymorfnich lokusii sdili ¢ap cerny s pelikanem kadetfavym (VereSova, 2020) a plamenakem

karibskym (Sulakova, 2019), kdy s obéma druhy sdili pouze po jednom polymorfnim lokusu.
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Tabulka 8 Polymorfni mikrosatelitové lokusy u ¢apa ¢erného Vv této diplomové praci v porovnani s dal§imi ptac¢imi druhy kladu Aequorlitornithes, u kterych byl v ramci
Laboratofe populaéni genetiky KBB PfF UPOL testovan jejich polymorfismus. Testovano bylo 11 druhi: nesyt africky (Hrabalova, 2023), nesyt indomalajsky (Nedvédova,
2015), ¢ap simbil (Kopecky, osobni sdéleni), pelikan bily (Adamkova, 2021), potapka roha¢ (Janusova, 2019), pelikan skvrnozoby (Mackova, 2021), pelikan africky (Kopeéna,
2020), plamendk razovy (Zlochova, 2019), &ap bily (Kridvkova, 2023), pelikan kadetavy (Veresova, 2020) a plamendk karibsky (Sulakova, 2019). Potadi druhi je dle poétu
spoleénych polymorfnich lokust s ¢apem ¢ernym, ¢islem je oznaen pocet alel a pismenem M monomorfni produkt, v zavorce je uveden pocet testovanych jedinci, Y druhy
znaci pocet druhti, u kterych je lokus polymorfni a > lokusy znaéi po¢et polymorfnich lokusti u druhu.

Testovany druh
Cap  Nesyt Nesyt Cap Pelikan Potapka  Pelikin  Pelikdin Plamenak Cap Pelikan  Plamenak
Lokus Cerny africky indomalajsky simbil  bily roha¢  skvrnozoby africky  rizovy  bily kadefavy karibsky | > druhy
24) (6 (6) (10  (21) (13) (6) (12) (22)  (23) (41 (30)
Omn8 3 3 4 7 7 6 4 3 8 6 M 3 11
Calex-01 3 M 2 2 3 M 2 M 2 M 3 M 7
11H7 6 2 2 2 M M M M M M M M 4
Ole26 2 M 3 M 3 M M 2 M M M M 4
Omn25 2 3 2 3 M M M M M M M M 4
Pacbel_19907 2 3 2 2 M M M M M M M M 4
10C5 5 3 2 M M M M M M M M M 3
Cd3 2 M M M 4 M M 2 M M M M 3
STALS 2 2 M M M 2 M M M M M M 3
Parm03 2 M M M M 5 M M M M M M 2
11F3 2 4 M M M M M M M M M M 2
Dc21 2 M M M M M 2 M M M M M 2
Pacbel_16989 2 M M 2 M M M M M M M M 2
Paequl0 2 M M M M M M M M 2 M M 2
> lokusy 14 7 7 6 4 3 3 3 2 2 1 1
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Ptaci druhy z Kladu Aequorlitornithes uvedené v Tabulce 8, u kterych byly nalezeny
tyto polymorfni mikrosatelitové lokusy, pochazeji z rGznych tadd: Ciconiiformes,
Pelecaniformes, Phoenicopteriformes a Podicipediformes. Zajimavé je, Ze pocet polymorfnich
lokust u jednotlivych druht Gplné nekoresponduje s fylogenetickymi vztahy uvnité kladu
Aequorlitornithes. Z hlediska zatazeni jednolivych druhii do systému jsou nejpiibuznéjsi ¢api
anesyti (Prum et al., 2015), proto bylo oc¢ekavano, Ze tyto druhy budou sdilet nejvice
polymorfnich lokusi. U ¢apa ¢erného, simbila a bilého se jedna o sesterské druhy, ¢ap ¢erny vsak
scapem bilym sdili pouze 2 polymorfni lokusy, sdilené lokusy s nesytem africkym
a indomalajskym odpovidaji o¢ekavani. Naopak s fylogeneticky vzdalengjsimi druhy: pelikanem
bilym, skvrnozobym nebo dokonce potapkou rohacem ma cap Cerny vice spoleénych
polymorfnich lokusti nez s ¢apem bilym. V ramci rodu pelikan spolu sdileji pelikan bily,
skvrnozoby, africky a kadefavy pouze 1-3 polymorfni lokusy. Stejné¢ tak plamenak rtuzovy
a karibsky a potapka rohac, ktera je soucasti jejich sesterského kladu maji navzajem spolecné
pouze 1-2 polymorfni lokusy.

Nékteré mikrosatelitové lokusy u mnoha druhti, ptestoze byly testovany na vyrazné
mensim poc¢tu jedincd, poskytly PCR amplifikaci polymorfni produkt s vice alelami nez jsem
nalezla u ¢apa ¢erného na 24 jedincich. Napiiklad u lokusu Omn8 byly u ¢apa ¢erného nalezeny
3 alely, zatimco u plamenaka rizového bylo nalezeno 8 alel, u pelikana bilého a ¢apa simbila
7 alel au ¢apa bilého 6 alel. U ¢apa Cerného se vzhledem k poklesu ¢etnosti a opétovnému nardstu
jeho populace v minulosti, velmi pravdépodobné odrazi nizsi variabilita druhu, coz by mohlo byt

povazovano za vysledek efektu hrdla lahve (Hampl, 2007).

U c¢éapa Cerného bylo v Laboratofi popula¢ni genetiky Katedry bunétné biologie
a genetiky testovano na polymorfismus celkem 636 part primert, které byly navrZeny pro
amplifikaci mikrosatelitovych lokusii pochazejicich od zastupci kladu Aequorlitornithes.
Polymorfni produkt poskytlo celkem 45 z nich, coz ¢ini 7,1% uspéSnost cross-species PCR
amplifikace. Na 24 nepiibuznych jedincich ¢apa ¢erného bylo kromé 15 polymorfnich lokust
z této diplomové prace jiz diive charakterizovano dalSich 30 polymorfnich lokusti (Cahlikova,
2011), které¢ vykazovaly 2-22 alel. Cahlikova (2011) ve své praci za vyuziti programu
Genepop 4.0.10 zaznamenala vazbu mezi nekterymi testovanymi lokusy. Konkrétné lokusy
Eru03 a Sn2A-36 vykazovaly hodnotu P-Value rovnou 0, coz vypovida o absolutni vazbé mezi
lokusy. Dvojice lokustt Eru03 a WSu20 a dvojice Sn2A-36 a WSu20 vykazovaly hodnotu P-
Value 0,00002, coz znali také velmi silnou vazbu. Lokusy Cc01, Cc02, WSpu20 a Eru03
vykazovaly u vsech ze 14 testovanych samic homozygotni genotypy. Predpoklad, ze tyto
polymorfni lokusy jsou vazany na pohlavi, konkrétn€ na chromozom Z, Cahlikova (2011) ovéfila
otestovanim dalSich 12 samic ¢apa Cerného, u kterych pro tyto lokusy ziskala opét pouze

homozygotni genotypy. Samci byli homozygoti i heterozygoti. Lokus Sn2A-36 byl také vazan na
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pohlavi, u vSech samic vSak vykazoval heterozygotni genotypy, pravdépodobné je lokus téz
lokalizovan na chromozomu Z. Samice je heterogametickd (ZW) a ma tedy jen jednu kopii
chromozomu Z a i kdyz se jevi jako homozygot, je ve skuteénosti hemizygotni S jednou kopii.
Samec, ktery ma 2 kopie chromozomu Z, mize byt heterozygot i homozygot (Snustad et
Simmons, 2017).

Ve své diplomové praci jsem vyuzila program Genepop 4.7.5 pro detekci piipadné
vazby mezi lokusy. Z 15 polymorfnich lokust nevykazovala vazbu zadna dvojice lokusu, tyto
lokusy jsem nasledné provéfila spolecné s lokusy testovanymi v praci Cahlikovou (2011),
ale 1 lokus z mé diplomové prace (Ole26) vykazoval vazbu s n¢kolika diive testovanymi lokusy
Vv jeji praci. U lokusu Ole26 byla s lokusy Eru03 a Sn2A36 zjisténa P-Value rovna 0, coZ znaci
absolutni vazbu, mezi lokusy Ole26 a WSu20 byla hodnota P-Value 0,000034, coz vypovida
0 velmi silné vazbé mezi témito lokusy. RovnéZ jsem pfi genotypizaci 24 nepiibuznych jedinct
¢apa Cerného u lokusu Ole26 zaznamenala vyskyt pouze 2 genotypl, vSichni samci byli
homozygotni (genotyp 1/1) a samice heterozygotni (genotyp 1/2). To vypovida o tom, ze lokus
Ole26 je pravdépodobné lokalizovan na pohlavnim chromozomu Z. Porovnanim tohoto lokusu
s ostatnimi lokusy oznacenymi jako vazané na pohlavi jsem zjistila, ze u vSech 24 nepiibuznych
jedincti ¢apa ¢erného vykazuje Ole26 totozné genotypy s lokusem Sn2A36 a stejny typ vazby na
pohlavni chromozom Z. Po srovnani sekvenci téchto dvou lokusti v GenBank jsem zjistila, Ze se
nejedna o totozny lokus amplifikovany dvéma riznymi pary primerd, ale opravdu o dva rizné

lokusy.

Celkem bylo na ¢apovi ¢erném v ramci Laboratoie populacni genetiky KBB PiF UPOL
testovano 636 part primerd. Testované mikrosatelitové lokusy pochazely z fadu brodivi, ktery
plamenaci, potaplice, veslonozi a trubkonosi (Sibley et Ahlquist, 1988). Celkem 45 polymorfnich
lokusii bylo charakterizovano na 24 nepiibuznych jedincich, piiblizné 10 mikrosatelitovych
lokusil je mozné pouzit pro analyzu paternity (Cahlikova, 2011), pro bézné populaéni studie Ize
vyuzit veSkeré tyto markery. Problémem téchto stavajicich polymorfnich mikrosatelitovych
lokust vzhledem K nizké genetické variabilité ¢apa cerného zlstava prevaha lokust S nizkym
polymorfismem (pievazné dvoualelovych). Celkem 14 polymorfnich lokust pochazelo z fadu
Procellariiformes, dalsich 10 polymorfnich lokusti pochéazelo z fadu Pelecaniformes, 8 lokust
z fadu Ciconiiformes, 5 lokusi z fadu Suliformes, 4 lokusy z fadu Phoenicopteriformes a z fada
Anseriformes, Phaethontiformes, Sphenisciformes a Charadriiformes pochézelo vzdy po jednom
polymorfnim lokusu. Procentudlni zastoupeni polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u ¢apa

cerného vzhledem k jejich zdrojovému fadu podle nového systému je zndzornéno na Obrazku 7.
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Obrazek 7 Procentualni zastoupeni polymorfnich mikrosatelitovych lokust u ¢apa ¢erného vzhledem ke
zdrojovému fadu podle nového systému (Prum et al., 2015).

Do budoucna u ¢apa ¢erného zbyva otestovat na polymorfismus mikrosatelitové lokusy
pochazejici z fadu tucnaci a univerzalni pta¢i mikrosatelity, které jsou v Laboratofi popula¢ni
genetiky KBB PfF UPOL k dispozici a mohly bytak byt u ¢apa cerného nalezeny dalsi polymorfni

lokusy s vy$8im poctem alel pro piesnéjsi populaéni studie.
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7 Zavér

Ve své diplomové praci jsem navazala na svou bakaldiskou praci (Musilova, 2022).
V experimentalni ¢asti této diplomové prace jsem charakterizovala mikrosatelitové lokusy z fadu
trubkonosi (Procellariiformes) a dlouhokiidli (Charadriiformes), které jsem oznacila jako
polymorfni v mé predchozi bakalatské praci, na genomické DNA 24 neptibuznych jedincich ¢apa
¢erného (Ciconia nigra). Dale jsem testovala 11 mikrosatelitovych lokusi popsanych u ¢apa

bilého (Ciconia ciconia) (Turjeman et al., 2016).

U 24 neptibuznych jedincti ¢apa Cerného poskytlo celkem 15 mikrosatelitovych lokusi
polymorfni produkt s 2—6 alelami na lokus. Celkem 14 polymorfnich lokust pochézelo z fadu
trubkonosi a 1 lokus od kulika motského z fadu dlouhoktidli. Z 11 testovanych mikrosatelitovych

lokust izolovanych od ¢apa bilého nebyl zadny polymorfni.

Za vyuziti populacné genetického programu Cervus 3.0.7 jsem stanovila odchylku od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy, frekvenci vyskytu nulovych alel a o¢ekavanou a pozorovanou
heterozygotnost. Primérny pocet alel detekovanych na lokus byl 2,6 a primérna ocekavana
heterozygotnost €inila 0,3897. Pomoci programu Genepop 4.7.5 jsem ovéfila, zda mezi nékterymi
lokusy neni vazba. Zadny z testovanych pari nebyl ve vazbg, viech 15 polymorfnich lokusi
charakterizovanych v mé diplomové praci bylo néasledné¢ provéteno s 30 polymorfnimi lokusy
testovanymi v ptedchozi praci (Cahlikova, 2011) a byla detekovana absolutni vazba lokusu Ole26
s lokusy Sn2A36 a Eru03 a slabsi vazba s lokusem WSp20. Déle bylo zjisténo, ze u lokusu Ole26
se vyskytuji pouze 2 genotypy, vSichni samci jsou homozygotni s genotypem 1/1 a samice
heterozygotni s genotypem 1/2. Tento lokus se pravdépodobné nachazi na pohlavnim

chromozomu Z.

42



8 Pouzita literatura
Abdurakhmonov, 1. Y. (Ed.) (2016): Microsatellite Markers. IntechOpen, Rijeka.

Abu Shnaf, A. S. M., Al-Khalifa, M. S. (2023): First constitutive heterochromatin characterization
and karyotype of white stork Ciconia ciconia (Aves: Ciconiidae). Brazilian Journal of Biology,
83, 1-7.

Amat, J.A., Green, A. J. (2010): Waterbirds as Bioindicators of Environmental Conditions.
Conservation Monitoring in Freshwater Habitats. Springer, Dordrecht, dostupné online na:
https://doi.org/10.1007/978-1-4020-9278-7_5, navstiveno dne 24. 3. 2024.

Anonymous (2011): Capi ¢erni malem zmizeli z nasi ptirody. ZOO report Brno, 1-4.

Barbara, T., Palma-Silva, C., Paggi, G. M., Bered, F., Fay, M. F., Lexer, C. (2007): Cross-species
transfer of nuclear microsatellite markers: potential and limitations. Molecular Ecology, 16,
3759-3767.

Belterman, R. H. R., De Boer, L. E. M. (1990): A miscellaneous collection of bird karyotypes.
Genetica 83, 17-29.

Bicknell, A. W. J., Dawson, D. A., Horsburgh, G. J., Knight, M. E., Bilton, D. T., Votier, S. C.
(2011): Characterisation and predicted genome locations of Leach’s stormpetrel (Oceanodroma
leucorhoa) microsatellite loci (Procellariidae, Aves). Conservation Genetics Resources, 3, 711—
716.

Bobek, M., Hampl, R., Peske, L., Pojer, F., Simek, ., Bures., S. (2008): African Odyssey project:
satellite tracking of black storks (Ciconia nigra) breeding at a migratory divide. Journal of Avian
Biology, 39, 500-506.

Bried, J., Andris, M., Dubois, M.-P., Jarne, P. (2012): Eighteen polymorphic microsatellite
markers in Monteiro’s storm-petrel, Oceanodroma monteiroi, and cross-species amplification in
three other Procellariiformes. Molecular Ecology Resources. Manuskript, dostupné online na:
https://mwww.yumpu.com/en/document/view/39976169/eighteen-polymorphic-microsatellite-

markers-in-monteiros-storm, navstiveno dne 16. 3. 2024

Bried, J., Dubois, M. P., Jouventin, P., Santos, R. S. (2008): Eleven polymorphic microsatellite
markers in Cory’s shearwater, Calonectris diomedea, and cross-species amplification on

threatened Procellariiformes. Molecular Ecology Resources, 8, 602—604.

Brouwer, J. R., Willemsen, R., Oostra B. A. Microsatellite repeat instability and neurological

disease. Bioessays, 71-83.

43



Brown, R. M., Jordan, W. C. (2009): Characterization of polymorphic microsatellite loci from
Round Island Petrels (Pterodroma arminjoniana) and their utility in other seabird species. Journal
of Ornithology, 150, 925-929.

Burg, T. M. (1999): Isolation and characterization of microsatellites in albatrosses. Molecular
Ecology, 8, 338-341.

Burg, T. M., Croxall, J. P. (2001): Global relationships amongst black-browed and greyheaded
albatrosses: analysis of population structure using mitochondrial DNA and microsatellites.
Molecular Ecology, 10, 2647-2660.

Burg, T. M., Croxall, J. P. (2004): Global population structure and taxonomy of the wandering
albatross species complex. Molecular Ecology, 13, 2345-2355.

Burianova, E. (2011): Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species mikrosateliti pro
determinaci paternity u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Diplomova prace. Depon in: Knihovna
biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Dawson D. A., Horsburgh G., Kiipper C., Stewart . R. K., Ball A. D., Durrant K. L., Hansson B.,
Bacon Il., Bird S., Klein A., Krupa A. P., Lee J.-W., Martin-Galvéz D., Simeoni M., Smith G.,
Spurgin L. G., Burke T. (2010): New methods to identify conserved microsatellite loci and
develop primer sets of high cross-species utility — as demonstrated for birds. Molecular Ecology
Resources, 10, 475-494.

Dawson, R. J. G., Gibbs, H. L., Hobson, K. A., Yezerinac, S. M. (1997): Isolation of microsatellite
DNA markers from a passerine bird, Dendroica petechia (the yellow warbler), and their use in
population studies. Heredity, 79, 506-514.

del Hoyo, J., Elliott, A., Sargatal, J. (1992): Handbook of the Birds of the World. Vol.1. Lynx
Editions, Barcelona, 1-696.

Dieringer, D., Schlétterer, Ch. (2003): Microsatellite analyser (MSA): a platform independent

analysis tool for large microsatellite data sets. Molecular Ecology Notes, 3, 167-169.

Dubois, M. P., Jarne, P., Jouventin, P. (2005): Ten polymorphic microsatellite markers in the

wandering albatross Diomedea exulans. Molecular Ecology Notes, 5, 905-907.

Elliott, A, Christie, D. A., Garcia, E. F. J., Boesman, P. F. D. (2020): Black Stork (Ciconia nigra).
Cornell Lab of  Ornithology, Ithaca, NY, USA, dostupné online na:
https://doi.org/10.2173/bow.blasto1.01, navstiveno dne 24. 3. 2024.

Fecek C., Emmady P. D. (2023): Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy. StatPearls, dostupné
online na: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32644454/, navstiveno dne 24. 3. 2024.

44



Feldman Turjeman, S., Centeno—Cuadros, A., Nathan, R. (2016): Isolation and characterization
of novel polymorphic microsatellite markers for the white stork, Ciconia ciconia: applications in

individual-based and population genetics. Animal Biodiversity and Conservation, 39.1, 11-16.

FiSerova, E. (2014): Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species mikrosatelitt u ¢apa
bilého (Ciconia ciconia), ¢erného (C. nigra) a simbila (C. abdimii). Diplomova prace. Depon in:
Knihovna biologickych oborti PtF UPOL, Olomouc.

Gajdosikova, T. (2020): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu tuénaci
a konzervovanych ptacich mikrosatelitd u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Bakalaiska prace.
Depon in: Knihovna biologickych oborit PfF UPOL, Olomouc.

Gemayel, R., Cho, J., Boeynaems, S., Verstrepen, K. J. (2012): Beyond junk-variable tandem

repeats as facilitators of rapid evolution of regulatory and coding sequences. Genes, 3, 461-480.

Ghimire, P., Palacios, C., Tremble, J., Lamichhaney, S. (2023): Unraveling cryptic diversity:
Genomic approaches to study the taxonomy and evolution of Woolly-necked storks using
museum specimens. Dostupné online na: https://doi.org/10.1101/2023.11.22.568311. Navstiveno
dne 24. 3. 2024.

Gonzalez, E. G., Genovart, M., Oro, D., Zardoya, R., Juste, J. (2009): Polymorphic microsatellite
markers for the critically endangered Balearic shearwaters, Puffinus mauretanicus. Molecular
Ecology Resources, 9, 1044-1046.

Habbane, M., Montoya, J., Rhouda, T., Sbaoui, Y., Radallah, D., Emperador, S. (2021): Human

Mitochondrial DNA: Particularities and Diseases. Biomedicines, 9, 1364.

Hampl, R. (2007): Biology of Black Stork: diet, migration and reproduction. Diserta¢ni prace.
Depon in: Knihovna biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Hampl, R., Beran, V., Dolata, P. T. (2007): Potrava mlad’at ¢apa Gerného (Ciconia nigra) v Ceské
republice a v Polsku. Sylvia, 43, 165-172.

Handley, L. L., Ceplitis, H., Ellegren, H., (2004): Evolutionary Strata on the Chicken Z

Chromosome: Implications for Sex Chromosome Evolution. Genetics, 167, 367—376.

Hardesty, B. D., Metcalfe, S. S., Wilcox, C. (2013): Genetic variability and population diversity
as revealed by microsatellites for Flesh-footed shearwaters (Puffinus carneipes) in the southern

hemisphere. Conservation Genetics Resources, 5, 27-29.

Havecker, E. R., Gao, X., Voytas, D. F. (2004): The diversity of LTR retrotransposons. Genome
Biology, 5, 225.

45



Hernandez, L. D., Lounsberry, Z. T., Collins, P. W., Henry, R. W., Newsome, S. D., Sacks, B. N.
(2014): Development and characterization of 15 polymorphic microsatellite markers for North
Pacific albatrosses using paired-end Illumina shotgun sequencing. Conservation Genetics
Resources, 6, 491-493.

Holmes, N., G. (1994): Microsatellite markers and the analysis of genetic disease. British
Veterinary Journal, 150, 411-421.

Hora, J., Kloubec, B., Stastny, J. (2015): Ptéaci jiznich Cech, Jihogesky kraj, Ceské Budgjovice.

Hrabalova, S. (2023): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi u nesyta
afrického (Mycteria ibis). Bakalarska prace. PtF UPOL, Olomouc.

Hudec, K., St’astn}'f, K. akol. (2016): Fauna CR, Ptaci 1, Academia, Praha.

Hudzieczkova, A. (2019): Cross-species amplifikace mikrosatelitti z fadu trubkonosi u pelikana
bilého (Pelecanus onocrotalus). Bakalafska prace. Depon in: Knihovna biologickych oboru PfF
UPOL, Olomouc.

Hutchins, M., Jackson, A. J., Bock, W. J., Olendorf, D., (Ed.) (2002): Grzimek’s Animal Life
Encyclopedia, Gale Group, Farmington Hills, MI.

Chevallier, D., Maho., Y., Baillon, F., Duponnois, R., Dieulin, C., Brossault, P., Franclieu, P.,
Lorge, P., Aurouet, A., Massemin, S. (2010): Human activity and the drying up of rivers
determine abundance and spatial distribution of Black Storks Ciconia nigra on their wintering
grounds. British Trust for Ornithology, Bird Study, 57, 369-380.

JanuSova, D. (2015): Cross-species amplifikace mikrosatelitd z fadu trubkonosi u potapky rohace
(Podiceps cristatus). Bakalafska prace. Depon in: Knihovna biologickych obord PfF UPOL,

Olomouc.

Janu$ova, D. (2017): Charakteristika vybranych polymorfnich cross-species mikrosatelitii z kladu
Aequorlitornithes u potapky rohace (Podiceps cristatus). Diplomova prace. Depon in: Knihovna
biologickych oborti PfF UPOL, Olomouc.

Jurackova, N. (2014): Cross-species amplifikace mikrosatelitd z fadu brodivi u nesyta bilého
(Mycteria cinerea). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PiF UPOL,

Olomouc.

Kaminsin, D., Warrit, N., Sankhom, R., Piamsanga, K., Sanannu, S., Baicharoen, S.,
Wiwegweaw, A. (2023): Detecting introgressive hybridization to maintain genetic integrity

in endangered large waterbird: a case study in milky stork. Scientific Reports, 13, 8892.

46



Kantartzi, S. K., (Ed.) (2013): Microsatellites: methods and protocols. Methods in molecular
biology, v. 1006. Humana Press ; Springer, New York.

Konradova, D. (2013): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu brodivi u nesyta
indomalajského (Mycteria leucocephala). Bakalarska prace. Depon in: Knihovna biologickych
oborti PfF UPOL, Olomouc.

Kopecna, K. (2018): Cross-species amplifikace mikrosatelitd z fadu trubkonosi u pelikana
afrického (Pelecanus rufescens). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PfF
UPOL, Olomouc.

Kopec¢na, K. (2020): Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich mikrosateliti z fada
trubkonosi a tu¢iaci a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitti u pelikana afrického (Pelecanus

rufescens). Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych oborti PiF UPOL, Olomouc.

Kriavkova, P. (2021): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi u ¢apa bilého
(Ciconia ciconia). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obori PiF UPOL,

Olomouc.

Krnavkova, P. (2023): Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich mikrosateliti z fadu
trubkonosi u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Diplomova prace. PfF UPOL, Olomouc.

Kumar, S., Palve, A., Patel, S. K, Selvanayagam, S., Sharma, R., Rathore, A. (2020):
Development of genomic microsatellite markers in cluster bean using next-generation DNA

sequencing and their utility in diversity analysis. Current Plant Biology, 21, 100134.

Kiipper, C., Horsburgh, G. J., Dawson, D. A., French-Constant, R., Szekely, T., Burke, T. (2007)
Characterization of 36 polymorphic microsatellite loci in the Kentish plover (Charadrius
alexandrinus) including two sex-linked loci and their amplification in four other Charadrius

species. Molecular Ecology Notes, 7, 35-39.

Kurova, V. (2017): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi u plamenaka
ruzového (Phoenicopterus roseus). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort
PiF UPOL, Olomouc.

Lawrence, H. A. (2008): Conservation genetics of the world’s most endangered seabird, the
Chatham Island taiko (Pterodroma magentae). Dissertation. Auckland, New Zealand, dostupné

online nahttps://mro.massey.ac.nz/handle/10179/657, navstiveno dne 16. 3. 2024.

Lee, A. T. K., Whitecross M. A., Smit-Robinson, H. A., Allan, D. G., van den Heever. L., Jenkins,
A., Retief, E. F., Colyn, R., B., Tarboton, W., Chetty, K., Brink, Ch., W. (2023): A review of the

conservation status of Black Stork Ciconia nigra in South Africa, Lesotho, and Eswatini. Bird

47



Conservation International, 33, e56, 1-15. Dostupné online na:
https://doi.org/10.1017/S0959270923000059, navstiveno dne 24. 3. 2024.

Liang, W. L., Zhu, J., Ren, Z. M. (2019): Complete mitochondrial genome of Ciconia nigra
(Ciconiiformes: Ciconiidae), a threatened stork in China. Mitochondrial DNA Part B, 4, 2509—
2510.

Liao, X., Zhu, W., Zhou, J., Li, H., Xu, X., Zhang, B., Gao, X. (2023): Repetitive DNA sequence

detection and its role in the human genome. Communications Biology, 6, 954.

Llanes—Quevedo, A., Gonzales, M. A., Mena, R. C., Frankel, C., Lopez, G. E. (2018):
Microsatellite variability of the wood stork Mycteria americana (Aves, Ciconidae) in Cuba:
implications for its conservation. Animal Biodiversity and Conservation, 41.2, 357-364.

Lo, C., M., Jiang, J. K,, Lin, C. C. (2024): Detecting microsatellite instability in colorectal cancer

using Transformer-based colonoscopy image classification and retrieval. Plos One, 1, 19.

Mackova, B. (2021): Cross-species amplifikace mikrosatelitd z fad trubkonosi u pelikana
skvrnozobého (Pelecanus philippensis). Bakalatska prace. Depon in: Knihovna biologickych
obort PiF UPOL, Olomouc.

Mackova, B. (2023): Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich mikrosateliti z fadu
tuénaci a konzervovanych ptacich mikrosatelitt u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Diplomova

prace. PiF UPOL, Olomouc.

Maduna, S., N., Rossouw, C., Roodt-Wilding, R., Bester-van der Merwe, A., E. (2014):
Microsatellite cross-species amplification and utility in southern African elasmobranchs:

A valuable resource for fisheries management and conservation. BMC Research Notes, 7, 352.
Mason, A., S. (2015): SSR genotyping. Methods in molecular biology, 1245, 77-89.

Mazloom, N. (2006): Ciconia nigra. Animal Diversity Web, dostupné online na:

https://animaldiversity.org/accounts/Ciconia_nigra/, navstiveno dne 24.3.2024.

Miltschev, B., Kodshabaschev, N., Tschobanov, D. (2000): Zur Nahrung des Schwarzstorchs
Ciconia nigra nach der Brutzeit in Stidost-Bulgarien. Vogelwelt, 121, 51-53.

Modi, W. S., Romanov, M., Green, E. D., Ryder, O. (2009): Molecular Cytogenetics of the
California Condor: Evolutionary and Conservation Implications. Cytogenetic and Genome
Research, 127, 26-32.

Moodley, Y., Masello, J. F., Cole, T. L., Calderon, L., Munimanda, G. K., Thali, M. R., Alderman,
R., Cuthbert, R. J., Marin, M., Massaro, M., Navarro, J., Phillips, R. A., Ryan, P. G., Suazo, C.
G., Cherel, Y., Weimerskirch, H., Quillfeldt, P. (2015): Evolutionary factors affecting the cross-

48



species utility of newly developed microsatellite markers in seabirds. Molecular Ecology
Resources, 15, 1046-1058.

Musilova, K. (2022): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi u ¢apa ¢erného
(Ciconia nigra). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obori PfF UPOL,
Olomouc.

Nadir, E., Margalit, H., Gallily T., Ben-Sasson, S. A. (1996): Microsatellite spreading in the
human genome: evolutionary mechanisms and structural implications. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 93, 6470-6475.

Nedvédova, M. (2015): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi u nesyta
indomalajského (Mycteria leucocephala). Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych
obort PiF UPOL, Olomouc.

Nevimova, K. (2012): Cross-species amplifikace mikrosatelitii z fadu brodivi u ¢apa simbila
(Ciconia abdimii). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obori PfF UPOL,

Olomouc.

Némeckova, A. (2014): Cross-species amplifikace mikrosatelitd z fadu veslonozi a plamenaci
U nesyta bilého (Mycteria cinerea). Bakalafska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort
PiF UPOL, Olomouc.

Obrucova, E. (2009): Polymorfni DNA mikrosatelity u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Bakalaiska
prace. Depon in: Knihovna biologickych obori PfF UPOL, Olomouc.

Oliveira, E. J., Padua, J. G., Zucchi, M. 1., Vencovsky, R., Vieira, M. L. C. (2006):
Origin, evolution and genome distribution of microsatellites. Genetics and Molecular Biology,
29, 294-307.

Pigozzi M. |, Solari A. J. (2005): The germ-line-restricted chromosome in the zebra finch:

recombination in females and elimination in males. Chromosoma, 114, 403—409.

Pojer, F. (2009): Hnizdi u nas ¢&api cerni? Ochrana pfirody, 4, dostupné online na:
https://www.casopis.ochranaprirody.cz/vyzkum-a-dokumentace/hnizdi-u-nas-nasi-capi-cerni/,
navstiveno dne 24. 3. 2024.

Primmer, C. R., Raudsepp, T., Chowdhary, B. P., Mgller, A. P., Ellegren, H. (1997): Low

Frequency of Microsatellites in the Avian Genome. Genome Research, 7, 471-482.

Quillfeldt, P., Masello, J. F., Segelbacher, G. (2012): Extra-pair paternity in seabirds: a review
and case study of Thin-billed Prions Pachyptila belcheri. Journal of Ornithology, 153, 367-373.

Saitou, N. (2013): Eukaryote Genomes. Introduction to Evolutionary Genomics, 17, 193-222.

49



Seligmann, I. C. A., Furo, I. O., dos Santos, M. S., Tagliarini, M. M., Araujo, C. C. D., O'Brien,
P. C. M., Ferguson-Smith, M. A., de Oliveira, E. H. C. (2019): Comparative Chromosome
Painting in Two Brazilian Stork Species with Different Diploid Numbers. Cytogenetic and
Genome Research, 159, 32-38.

Senan, S., Kizhakayil, D., Sasikumar, B., Sheeja, TE (2014): Methods for development of
microsatellite markers: an overview, Notulae Scientia Biologicae, 6, 1-13.

Shammas, M. A. (2011): Repetitive sequences, genomic instability and Barrett's esophageal

adenocarcinoma. Mobile Genetic Elements, 1, 208-212.

Sharma, B. B., Banerjee, B. D., Urfi, A. J. (2017): A preliminary study of cross-amplified
microsatellite loci using molted feathers from a near-threatened Painted Stork (Mycteria
leucocephala) population of north India as a DNA source. BMC Research Notes, 10, 604.

Sheldon, F. H., Slikas, B. (1997): Advances in Ciconiiformes Systematics 1976—-1996. Colonial
Waterbirds 20, 106-114.

Shephard, J. M., Galbusera, P., Hellemans, B., Jusic, A., Akhandaf, Y. (2008): Isolation
and characterization of a new suite of microsatellitemarkers in the European White Stork, Ciconia
ciconia. Conservation Genetics, 10, 1525-1528.

Slikas, B. (1997): Phylogeny of the Avian Family Ciconiidae (Storks) Based on Cytochrome b
Sequences and DNA-DNA Hybridization Distances. Molecular Phylogenetics and Evolution, 8,
275-300.

Slikas, B. (1998): Recognizing and Testing Homology of Courtship Displays in Storks (Aves:
Ciconiiformes: Ciconiidae). Society for the Study of Evolution, 52, 884-893.

Snustad, D. P., Simmons, M. J. (2017): Genetika. Druhé, aktualizované vydani. Vydavatelstvi
MU, Brno.

Sopko, M. (2014): Cross-species amplifikace mikrosatelitii z fadu brodivi u nesyta afrického

(Mycteria ibis). Bakalatska prace. Depon in: Knihovna biologickych obortt PfF UPOL, Olomouc.

Steinkellner, H., Fluch, S., Turetschek, E., Lexer, C., Streiff, R., Kremer, A., Burg, K., Glossl, J.
(1997): Identification and characterization of (GA/CT) n - microsatellite loci from Quercus
petraea. Plant Molecular Biology, 33, 1093-1096.

Stevens, L. (1997): Sex chromosomes and sex determining mechanisms in birds. Science
Progress, 80, 197-216.

50



Strejckova, B. (2016): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fad trubkonosi u plamenaka
karibského (Phoenicopterus ruber). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort
PiF UPOL, Olomouc.

Strejckova, B. (2018): Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species mikrosateliti od
trubkonosych u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber). Diplomova prace. Depon in:
Knihovna biologickych oborti PtF UPOL, Olomouc.

Sun, Z., Goémez-Diaz, E., Bailie, A., Friesen, V. (2009): Isolation and characterization of

microsatellite loci for storm-petrels. Molecular Ecology Resources, 9, 913-915.

Sychrova, V. (2024): Captim bilym zacala sezona. Leto3ni rok je navic ve znameni velkych ¢apich
s¢itani. Ceska spole¢nost ornitologicka. Dostupné online na: https://www.birdlife.cz/capum-
bilym-zacala-sezona-letosni-rok-je-navic-ve-znameni-velkych-capich-scitani/, navstiveno dne
1. 4.2024.

Tarboton, W. (1982): Breeding status of the Black Stork in the Transvaal. Ostrich, 53, 51-156.

Techow, N. M. S. M., O'Ryan, C. (2004) Characterization of microsatellite loci in Whitechinned
Petrel (Procellaria aequinoctialis) and cross-amplification in six other procellariiform species.
Molecular Ecology Notes, 4, 33-35.

Tomasulo-Seccomandi, A. M., Schable, Bryan, A. L., Jr., Brisbin, I. L. Jr, Del Lama, S. N., Glenn,
T. C. (2003): Development of microsatellite DNA loci from the wood stork (Aves, Ciconiidae,
Mycteria americana). Molecular Ecology Notes, 3, 563-566.

Trent, R. J. (2012): Genes to Personalized Medicine. Molecular medicine (Fourth Edition),
Academic Press, 1-37.

Van den Bussche, R. A., Harmon S. A. (1999): Low levels of genetic variability in north american
populations of the Wood Stork (Mycteria americana). The Auk, 116, 1083-1092.

VereSova, D. (2018): Cross-species amplifikace mikrosatelitd z fadu trubkonosi u pelikana
kadetavého (Pelecanus crispus). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PYF
UPOL, Olomouc.

VereSova, D. (2020): Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich mikrosateliti z ada
trubkonosi a tuénaci a konzervovanych ptacich mikrosatelitd u pelikana kadefavého (Pelecanus
crispus) a u plamenaka razového (Phoenicopterus roseus). Diplomova prace. Depon in:
Knihovna biologickych oborti PtF UPOL, Olomouc.

51



Wang, H., Luo, X., Zhu, Q., Huang, Y., Zhou, L., Zhang, B. (2011): Isolation and characterization
of microsatellite DNA markers for the Oriental White stork, Ciconia boyciana. Zoological
Science, 28, 606—608.

Welch, A. J., Fleischer, R. C. (2011): Polymorphic microsatellite markers for the endangered
Hawaiian petrel (Pterodroma sandwichensis). Conservation Genetics Resources, 3, 581-584.

Vieira, M., L., C., Santini, L., Diniz, A., L., Munhoz, C. F. (2016): Microsatellite markers: what
they mean and why they are so useful. Genetics and Molecular Biology, 39, 312-328.

Yamamoto, Y., Murata, K., Matsuda, H., Hosoda, T., Tamura, K., Furuyama, J. (2000):
Determination of the complete nucleotide sequence and haplotypes in the D-loop region of the
mitochondrial genome in the oriental white stork, Ciconia boyciana. Genes & Genetic Systems,
75, 25-32.

Yirgu, M., Kebede, M., Feyissa, T., Lakew, B., Woldeyohannes, A. B., Fikere, M. (2023): Single
nucleotide polymorphism (SNP) markers for genetic diversity and population structure study in

Ethiopian barley (Hordeum vulgare L.) germplasm. BMC Genomic Data, 7, 24.

Zhang, L., Yuan, D., Yu, S,, Li, Z., Cao, Y., Miao, Z., Qian, H., Tang, K. (2004): Preference of
simple sequence repeats in coding and non-coding regions of Arabidopsis thaliana.
Bioinformatics, 7, 1081-1086.

Zlochova, A. (2019): Amplifikace vybranych polymorfnich mikrosateliti z fadu trubkonosi
u plamenaka ruzového (Phoenicopterus roseus). Diplomova prace. Depon in: Knihovna
biologickych oborti PfF UPOL, Olomouc.

52



