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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice, které se vyskytuji vét§inou v nekodujicich
oblastech DNA v eukaryotickych 1 prokaryotickych genomech. Opakujici se struktura
mikrosatelitu je nachylna k chybam béhem replikace, coz zpusobuje kolisani poctu opakujicich
se jednotek a tim i jejich délky. Polymorfismus mikrosateliti je zpasoben jejich vétsi
nachylnosti k urCitym typam mutaci. U ptaka se mikrosatelity vyskytuji v men§im poc¢tu nez
u jinych tfid obratlovcl, proto se bézn€ pouzivaji protokoly obohaceni k izolaci dostate¢ného
poctu mikrosatelitnich lokusi. Identifikace mikrosatelitnich lokust spoleénych pro nékolik

blizce ptibuznych druhi umoziuje srovnavaci ekologické a evolucni studie.

V této diplomové praci navazu na vysledky bakalarské prace (GajdoSikova, 2020), ve
které byly otestovany a najity polymorfni mikrosatelity pivodné pochazejici od zastupct z fadu
tucniaci a univerzalni ptaci mikrosatelity u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Tyto mikrosatelity

zanalyzuji a charakterizuji u 23 nepfibuznych jedinct ¢apa bilého.



2 C(ile prace

1.
2.
3.

Vypracovani reserSe na téma diplomové prace.

Shromazdeéni dostupnych literarnich zdroju.

Amplifikace a charakteristika vybranych mikrosatelitnich lokusd na DNA 23
nepiibuznych jedincich ¢apa bilého; jedna se o mikrosatelity oznacené jako polymorfni
v bakalarské praci Gajdosikova, T. (2020): Cross-species amplifikace mikrosatelit
z fadu tucniaci a konzervovanych ptacich mikrosatelita u ¢apa bilého (Ciconia ciconia).

Bakalatska prace (Dep. In: Knihovna oborti PfF UP v Olomouci).



3 Literarni prehled
3.1 Cap bily

Cap bily (Ciconia ciconia) se fadi do &eledi Ciconiidae, ktera je jedinou &eledi fadu
Ciconiiformes. Celed zahmuje celkem 19 druh@i rozsifenych piedev§im v tropickych
a subtropickych oblastech. Celed je tvofena jednim rodem Ciconia rozdélenym celkem do
sedmi druht. Tyto druhy se vyznacuji n€kolika spolecnymi charakteristikami behavioralnimi
i morfologickymi. Maji dlouhé nohy s holeni kosti srostlou se zanartnimi kastkami
(tibiotarsus), holeni kost neni pokrytd petfim, kratka chodidla, po dvanacti primarnich
a sekundarnich letkach, holé Casti hlavy, mazovou zlazu, silny zobak, prevazné bilé a Cerné
opefeni a podobné socialni chovani. Santos et al. (2018) popsali osteologii lebky péti druha
rodu Ciconia, konkrétné ¢apa simbila (C. abdimii), Capa bilého (C. ciconia), ¢apa beélokrkého
(C. episcopus), capa jihoamerického (C. maguari) a capa Cerného (C. nigra), u téchto druha
urcili mezidruhové vztahy vyuzitim fylogenetické systematiky. Ve své studii se nezabyvaji
zbyvajicimi dvéma druhy ¢apu, capem pestrym (C. stormi) a Capem vychodnim (C. boyciana).
Kladogram, ktery vytvorili (obrazek 1) pro pét druhti capt potvrzuje hypotézu monofyletického

pavodu rodu Ciconia, pti¢emz ¢ap bily je nejbazalnéjsi z rodu.

r------ Ciconia boyciana

Ciconia ciconia

Ciconia nigra

Ciconia abdimii

— Ciconia episcopus
1

Ciconia stormi

Ciconia maguari

Obrazek 1: Kladogram druht rodu Ciconia podle Santos et al. (2018) doplnény o zbyvajici
dva druhy: C. boyciana a C. stormi.

Cap bily je téméf metr vysoky a vazi dva az pét kilogramd. Jeho télo je pokryto bilym
pefim, které je na kiidlech doplnéno pefim Cerné barvy. Ma dlouhé, $tihlé nohy zbarvené do
oranzova (Anonymous, 2020). Jeho rozpéti kiidel je 155 az 165 cm. Je to dlouhovéky,
oportunisticky ptak, ktery ma schopnost se adaptovat na ménici se prostiedi, m4 silnou vazbu
na hnizdo aje vémy svému stanovisti, takze své hnizdo pouziva po mnoho let za sebou. V Ceské

republice je mozné ho pozorovat od poloviny bfezna do zacatku zafi. Pfi odletu na zimovisté



tvori ¢api velka hejna o stovkach jedinct, avsak z Afriky se vraceji jednotlivé (Klvanova et al.,

2014, Jagiello et al., 2018).

3.1.1 Hnizdéni a potrava

Cap bily se b&zn& vyskytuje v bazinach a otevienych polich v &astech Evropy, Asie
a Afriky, vyhyba se oblastem s pretrvavajicim chladnym, vlhkym pocasim nebo velkym
plocham vysoké, husté vegetace. Stavi si hnizda na skalach, stromech, ale i v blizkosti lidskych
obydli ¢i na sloupech elektrického vedeni. Diive byly vidény i lesni kolonie tohoto druhu, dnes

se vSak jen vzacné vyskytuji na jizni Moravé.

vV v

vysky pres 1,8 m, praiméru pres 2,0 m a hmotnosti presahujici 1 000 kg. Béhem stavby nebo
upravy hnizda ptaci shromazd’uji a pfinaseji do hnizda organickou a mineralni hmotu, ktera
zahrnuje vétve stromu ruznych velikosti, drny, slamu a seno. Hnizdo je tvofeno po obvodu
a vespod nejcastéji suchymi vétvemi. Vnitiek hnizda je vystylan drny, travou nebo srsti zvitat.
Horni cast je prostorna a pomérné rovna, vejce jsou snasena do mélké jamky. V pripadé
vylihnuti mlad’at a jejich nasledného ristu, rodice stavéji po obvodu ohradku ze suchych vétvi.
Tato ohradka je neustale upravovana, aby nemohlo dojit k padu mlad’at z hnizda a zaroven aby
Casteén€ znemoznovala konkurenénim ¢apum pii souboji usedat na hnizdo (Klvanova et al.,
2014). Pievazné organické materialy pfinesené do hnizd v pribéhu let postupné v téchto
hnizdech vytvareji ornitogenni pudy s rozliSitelnymi vrstvami s riznymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi a biochemickymi aktivitami. Jako ornitogenni material je oznaCovan ten, ktery ma
tloustku alespon 15 cm a jsou v ném slozky indikujici zivotni aktivitu ptaka. Dale je dalezitym
kritériem minimalni obsah P2Os. Oba tyto pozadavky jsou u hnizda capa bilého splnény. Hnizda

tohoto druhu obsahuji také spolecenstva hub a ¢lenovci.

Pro stavbu svych hnizd v poslednich desetiletich vyuzivaji také antropogennich
material®. Cap bily miZe byt potencionalnim indikatorem zneGisténi okolniho prostiedi,
protoze zabudovani materialt z lidské Cinnosti do hnizd muze souviset s jejich dostupnosti
v prostiedi kolem téchto hnizd. NejCastéjsi kousky, které nejsou piirodniho pavodu a jsou
zabudovany do hnizda ¢apa bilého, jsou predevsim plastové provazky a folie. Zabudovani
takovych predméti mize mit ale negativni dusledky, napi. mohou zpusobit zapleteni, uskrceni
nebo zranéni ptaka (Anonymous, 2016, 2020; Jagiello er al., 2018; Btonska et al., 2021).
Hnizda capa bilého jsou bézné€ vyuzivana prevazné pévci jako hnizdisté. Jedna se predevsim
o tfi druhy pévci, které se mohou nachazet v hnizdé tohoto druhu ptaka a to: vrabec domaci
(Passer domesticus), vrabec polni (P. montanus) a Spacek obecny (Sturnus vulgaris). Hnizdéni

4



jinych druht ptaka ma vyhody ve zvySené detekci predatort, poskytnuti dobré tepelné izolace,
v komunalni obrané a v usnadnéni hledani potravy. Pfinasi vSak i nevyhody v dusledku stresu,

agresivniho chovani a pfenosu parazitt (Zbyryt et al., 2017).

Potravu Capa bilého tvoti zizaly, cvrcci a kobylky, které lovi na polich nebo v bazinach.
Capi na polich lovi také mladata hlodavci, a dokonce i mladata jinych ptakd, ktefi hnizdi na
zemi (Anonymous, 2020). Také na loukéch tito ptaci shanéji potravu. Nejcasté]i je mozné Capy
vidét na loukach, které jsou poseCeny. Secené louky jim usnadiiuji sbér potravy, ale na druhou
stranu zde vydaji nejvice energie na jeji vyhledani. Pti strojovém seceni travy byva Casto hmyz
zranén ¢i usmrcen a nasledné je snadno sebran ¢apy. Pii lovu na seCenych loukach ¢ap nasleduje
7aci stroje a sbira kofist. Capi na t&chto loukach ulovi také vysoky poéet obratloved, predevsim
hrabost (Golawski et al., 2021). Potravu Capi v poslednich letech shangji i na skladkach.
Potrava ze skladek nahradila pfirozenou potravu téchto ptakll a vystavila je potencionalnim
novym hrozbam, jako je napfiklad pozivéani nepfirodniho ¢i jinak upraveného materidlu, coz
zahrnuje rizika spojena s chemickymi produkty a zranénimi zpiisobenymi nahodnou konzumaci
nestravitelnych predméta. Skladky poskytuji ¢apim dodatecné zasoby potravin. Pritomnost
skladek v oblastech Capa bilého pro zimovani i rozmnozovani ma pozitivni vliv na velikost
snusky, objem vajec, lihnuti a Gspésnost rozmnozovani (Djerdali et al., 2016; Rabaga et al.,
2020). Ptaci hledajici potravu v odpadcich mohou byt kontaminovani velkym mnozstvim
patogent nebezpecnych nejen pro voln€ zijici, ale i pro domaci zvifata a lidi. V poslednich
letech se v neékterych oblastech usidluji ¢api v blizkosti dribezich farem. Odpady z téchto farem

mohou byt dal§im zdrojem potravy (Djerdali et al., 2016).

3.1.2 Rozmnozovani a péce o mlad’ata

Dobu pareni zahajuje ¢ap bily kazdé jaro v obdobi od bfezna do dubna. Samci prilétaji
do hnizda o né¢kolik dni dfive nez samice, aby hnizdo, které bylo pouzivano v minulém roce,
zvetsili a upravili. Kopulace probihd vyhradné na hnizdé, iniciuje ji samec a neptedchazi ji
specialni namluvy. Samice nevybizi ke kopulaci aktivn€, pouze zaujme zvlastni postoj, télo drzi
v horizontalni linii, obvykle se sklonénou hlavou a klove do hnizda. Po celou dobu
rozmnozovani, kdy ¢api prilétaji na sva hnizdisté, mize dochazet k potyckam mezi ptaky jiz
usazenymi a nove piilétajicimi. K témto interakcim muze dochazet s riznou intenzitou a irovni
agrese, od pouhych gest a ritualnich pozic az po nasilné, krvavé i celodenni a smrtelné boje.
Samice snasi 3 az 6 vajec, kterd se lihnou pfiiblizn€ po jednom meésici. Vejce samice klade
zpravidla kazdy druhy den, inkubace zacina po sneseni prvniho nebo druhého vejce. Dospéli

jedinci, nejCasteji samice, musi zajistit, aby byla vejce udrzovana v relativné€ tzkém teplotnim

5



rozmezi, aby se podporil rist vyvijejicich se embryi. Inkubace u tohoto druhu trva 29—-34 dni.
Boje, které probihaji mezi ¢apy a jinymi ptaky, jsou jednim z hlavnich diivodu ztraty mlad’at,
at’ uz béhem inkubace nebo nasledné péce o mlad’ata. Mlad’ata opoustéji sva hnizda asi po osmi
tydnech od vylihnuti a stavaji se nezavisla na svych rodi¢ich (Bochenski et Jerzak, 2006;

Dewey, 2006).

Orientace téla inkubujici samice je zavisla na neékolika faktorech. Nejvyznamnéj§im
faktorem je vitr, kdy v zavislosti na jeho sile a sméru ptaci srovnaji hlavu a télo tak, aby
poskytovali co nejmensi odpor vzduchu a snizili energetické naklady na inkubaci. Orientace
inkubujici samice je zavisla také na vyskytu predatora. Predatorem pro ¢apa bilého je naptiklad
orel motsky (Haliaeetus albicilla), kané lesni (Buteo buteo) a jestiab lesni (Accipiter gentilis).
Samice nepotiebuje predatora rychle spatfit, vSimnou si ho ostatni ¢api vCetné partnera a vyskyt
predatora je pak sdé€lovan specifickym chovanim. V pfitomnosti dravce ¢ap bily nejprve zasyci,
natahne krk nahoru a dozadu az se dotkne hlavou hibetu. Poté cap natdhne krk a zobak smérem
k vetrelci, neustale sy¢i a natahuje ocas. Pokud takové chovani nepfitele nezastavi, ¢ap projevi
agresivnéj§i chovani tim, ze drzi t€lo ve vodorovné linii, stahuje krk, orientuje zobak smérem
k protivnikovi a preslapuje z jedné nohy na druhou. Kdyz se predator pokusi pfistat na hnizde¢,
cap se snazi zakryt své hnizdo sezenim nebo lezenim s otevienymi kiidly. Predatora obvykle
zazene branici se ptak, vétSinou samec, ktery ho pronasleduje ne€kolik stovek metra od hnizda
s klapanim zobaku ve vzduchu. V pfipad€, kdy samec 1éta na velké vzdalenosti kvili sbéru
potravy, samice inkubuje vejce v poloze, ktera ji umoziiuje otacet ¢astéji hlavu a rozsifi si tak
své zorné pole, aby vcas zahlédla predatora. Pokud samice inkubujici vejce ma hnizdo na sloupu
elektrického vedeni, orientace jejiho téla muze byt zménéna pravdépodobné v dusledku
naruSeni prirozeného magnetického pole, které ptaci detekuji (Bochenski et Jerzak, 2006;

Zbyryt et al., 2022).

U capt je mozné Casto pozorovat jev zvany kronismus, to znamena ze rodice vyhazuji
z hnizda vlastni vejce nebo mlad’ata nebo pokud jsou mlad’ata jesté mala, pokusi se je rodice
sezrat. Zpravidla zabijeji mladata nejmensi nebo nejméné vyvinutd. Infanticida je
pravdépodobné zpusob, kdy rodice aktivné redukuji pocet svych potomki, pfizptisobuji pocet
mlad’at aktualni dostupnosti krmeni a vlastni schopnosti odchovat mlad’ata (Bochenski

et Jerzak, 2006).

3.1.3 Migrace a rozSireni
Cap bily je palearkticky migrant, ktery cestuje s pomoci termickych proudd. Jejich
vyskyt omezuje migracni trasy Capa. Let Capu je umoznén pasivn€, vyuzivanim stoupavych

6



teplych proudd nad pevninou, aktivni pohyb ¢api vykonavaji pouze pii vzletu nebo pristani
(Klvaiiova et al., 2014; Anonymous, 2016). Cap bily se musi napiiklad vyhybat dlouhym
usekiim oteviené vody, jako je Stfedozemni mofte. Faze stéhovani ptakd se déli na dva hlavni
stavy: mezipfistani a skute€né migracni lety. Pro vznasejici se ptaky, jako jsou €api, je noc
zvlasté dilezita pro usporu energie. U Capa bilého je migrace mozna pouze za piiznivych
povétrnostnich podminek, typicky sluneénych dna s dostateCnym vétrem. Ptaci musi Casto
cekat na bezpeCnych mistech (tzv. mezipfistanich), dokud nebudou pfiznivé podminky pro
pokradovani v migraci (Siekiera er al., 2022). Capi bili v Evropé se vyznaluji odlisnym
migracnim chovanim ve dvou subpopulacich: zapadni populace migruje pres Gibraltar a zimuje
v zépadni a severni Africe a vychodni populace migruje ptes Blizky vychod a zimuje ve
vychodni a severni Africe. Vyskytuji se zde ve volnych koloniich do 30 pard nebo solitérné.
Capi se mohou v daisledku §patnych povétrnostnich podminek odchylit od svych obvyklych tras
(Itonaga, et al., 2010; Anonymous, 2016; Arslangiindogdu et al., 2017).

Pocty jedinci Capa bilého dramaticky klesaly az do poloviny 80. let. Béhem
nasledujicich 20 let nasledoval pozitivni populacni vyvoj. Tento druh je ohrozen zménami
stanovi$t napfiklad odvodiiovanim vlhkych luk, prevenci povodni na zaplavovych tzemich,
pfeménou krmnych ploch, industrializaci a intenzifikaci zemédélstvi. Ohrozeni capa bilého je
zpusobeno napiiklad nedostatkem nebo ni¢enim jeho hnizd, dale kolizi s draty elektrického
vedeni a usmrcenim elektrickym proudem, tento problém je intenzivné studovan prevazné

v Evropé (Klvanova et al., 2014; Anonymous, 2016).

3.2 Mikrosatelity

Repetitivni sekvence tvofi podstatnou Cast eukaryotického genomu. Velké useky
repetitivnich sekvenci, nachazejicich se v oblasti centromery eukaryotickych chromozomd, se
nazyvaji satelitni DNA. Satelitni DNA se muze lisit velikosti v rozmezi od 100 kb do vice nez
1 Mb. Jako minisatelity jsou oznaovany vysoce variabilni tandemové repetice s celkovou
délkou 500 bp az nékolik kbp. Diky vysokému stupni variace v délce jsou minisatelity také
znamé jako VNTR (variabilni pocet tandemovych repetic) a vyuzivaji se jako genetické
markery. Mikrosatelity jsou tandemové repetitivni sekvence DNA s kratkou opakovaci

jednotkou a extrémné vysokou variabilitou (Shammas, 2011).

3.2.1 Obecna charakteristika mikrosatelitu
Mikrosatelity neboli kratké tandemové repetice (STR) jsou vétSinou nekddujici

repetitivni oblasti DNA slozené z motivu o velikosti 1 az 6 nukleotidii opakovanych v tandemu



(Oliveira et al., 2006). Pocet téchto repetic je proménlivy, ale zfidka presahuje stovky jednotek.
Vétsina mikrosateliti obsahuje 2 bp repetitivni jednotky, obvykle slozené z (CA), repetic.
Opakujici se struktura mikrosateliti je nachylna k chybam béhem replikace, to zptsobuje
kolisani poctu opakujicich se jednotek a tim 1 jejich délky. Nerovnomérnou rekombinaci
a sklouznutim DNA (DNA slippage) z templatového fetézce b&éhem replikace nejcaste)i
dochazi k inzerci ¢i deleci celych repetitivnich motivi. Takovymi mutacemi v sekvencich
mikrosatelitl je zpisoben polymorfismus. Pouze nékteré mikrosatelity jsou polymorfni, to

znamena, ze se vyskytuji ve vice variantach (alelach).

Mikrosatelity jsou hojné zastoupeny a je mozné je nalézt v genomu v kodujicich
i nekodujicich oblastech. Vyjimkou je ale genom ptakd, kde se vyskytuji v mensim poctu nez
u jinych tfid obratlovct, jako jsou savci a ryby. Studie u ptakt proto bézné pouzivaji protokoly
obohaceni k izolaci dostatecného poctu mikrosatelitnich lokust. Izolace mikrosatelitd je Casoveé
a financn€ narocnd, proto se izolace vétSinou provadi ve specializovanych vyzkumnych
zarizenich nebo v komercnich laboratorich (Bennet, 2000; Toth er al., 2000; Dawson et al.,

2010; Shammas, 2011; Wang et al., 2022).

Podle Toth et al. (2000) se mikrosatelity rozdéluji na mono-, di-, tri-, tetra-, penta-
a hexanukleotidy. Oliveira et al. (2006) klasifikuji mikrosatelity podle uspotfadani repetitivni
sekvence na dokonalé, nedokonalé, pferuSované a slozené. Dokonaly mikrosatelit je takovy,
jehoz repetitivni sekvence je slozena pouze z opakovani jednoho stejného motivu a neni
prerusena zadnym nukleotidem, ktery neni soucasti motivu napi. TATATATATATATATA.
Oproti tomu se v nedokonalém mikrosatelitu vyskytuje nukleotid, ktery neodpovida sekvenci
motivu napt. TATATATACTATATA. Prerusovany mikrosatelit ma repetitivni motiv prerusen
sekvenci n€kolika nukleotidd, které nejsou soucasti motivu napi. TATATACGTGTATATA.
Slozeny mikrosatelit je tvoreny dvéma sousedicimi tandemovymi repeticemi s ruznou

jednotkou napt. TATATATATAGTGTGTGTGT.

Dulezitym faktorem, ktery usnadiiuje pouzivani mikrosateliti, je mezidruhova
amplifikace. Diky této prenositelnosti se snizuji naklady na vyvoj specifickych primert. Pary
primert navrzené pro ruzné druhy, 1ze Casto vyuzit pro jiné druhy stejného rodu, méné Castéji
pro zastupce rodu stejné Celedi a vzacné pro druhy z piibuznych fada. Pouziti mikrosatelitt pro
rizné druhy je vSak spojeno s problematickym hodnocenim, kvtli moznému vyskytu nulovych
alel, coz mize vést ke zkresleni ekologickych a evolucnich zavéri vyvozenych dat. Nulové
alely se vyskytuji, pokud se jedna alela neamplifikuje kvili mutacim v sekvenci, na niz ma
nasednout primer. Nicmén€ pouziti riznych mikrosatelitd de novo pro kazdy druh omezuje
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srovnavaci studie mezi taxony. Z tohoto divodu umoziuje identifikace mikrosatelitnich lokust

spolecnych pro né€kolik blizce pfibuznych druht, které jsou predmétem zajmu, srovnavaci

ekologické a evolu¢ni vyzkumy (Oliveira et al., 2006; Dawson et al., 2010; Vianna et al., 2017).

3.2.2 Mikrosatelity izolované od druhu z Fadu tucnaci

V soucasnosti se rozliSuje 18 druht tucnakt rozdélenych do 6 rodu (Aptenodytes,

Eudyptes, Eudyptula, Megadyptes, Pygoscelis a Sphenicus) (Bradford, 2014). U 10 druha z 5

roda tucnakt (Eudyptes chrysolophus, Eudyptula minor, M. antipodes, P. adelie, P. antarcticus,

P. papua, S. demersus, S. humboldti, S. mediculus a S. magellanicus) bylo charakterizovano

celkem 147 polymorfnich mikrosatelitl v 11 studiich (viz tabulka 1).

Tabulka 1: Seznam polymorfnich mikrosateliti pochazejicich z fadu tucnaci.

Rod Druh Polymorfni mikrosatelity Literarni zdroj
Ech003, Ech005, Ech007, Ech008,
Ech009, Ech010, EchO11, Ech012,
Y1~ . Ech014, Ech020, Ech024, Ech029,
Eudyptes Tg"gg‘k i‘;;or;hy Ech030, Ech036, Ech039, Ech050, Ahn;%%;’ al.
- chrysolophus g 1051, Ech060, Ech063, Ech065, (2009)
Ech071, Ech081, Ech091, Ech113,
Ech130
Emm1l, Emm2, Emm3, Emm4, Biling et al.
Emm5, Emm, 6, Emm7, Emm8 (2007)
Tugiak nejment Eml, Em2, Em4, Em5, Em6.2,
Eudyptula E minor EmS8, Em9, Em12.2, Em13, Em14, Grosser ef Waters
) Em15, Em21, Em22, Em23, Em24, (2015)
Em26, Em27, Em28, Em29.2,
Em30
Y1 v , Man03, Man08, Man13, Man21,
Megadyptes lel‘flnzlzélutgoky Man22, Man27, Man39, Man47, Boesse;(l)i(())é) Vet al.
- antipodes — \rns50, Man51, Man54, Man55 (2008)
AM3, AM12, AM13, TP500, RM3, Roeder et al.
Tuciak RM6 (2001)
krouzkovy AP-26, AP-61, AP-78, AP-85, AP-
. 3 90, AP-12, AP-14, AP-19, AP-87,
Pygoscelis P. adeliae

AP-3, AP-29, AP-79,
AP-57, AP-52

Tucnak osli
P. papua

GP-4, GP-6, GP-13, GP-15,
GP-18, GP-19, GP-36, GP-2,
GP-30, GP-1, GP-24

Vianna et al.
(2017)




Tabulka 1: Pokracovani.

Rod Druh Polymorfni mikrosatelity Literarni zdroj
CP-6, CP-25, CP-29, CP-27, Vianna et al.
CP-5, CP-17, CP-22, CP-4, CP-21 (2017)

Pygantarc02, Pygantarc03,
Pygantarc06, Pygantarc07,

Pyeoscelis Tucnak uzdickovy Pygantarc11, Pygantarcl5,
g P. antarcticus Pygantarc16, Pygantarc18, Kang et al.
Pygantarc19, Pygantarc22, (2015)

Pygantarc24, Pygantarc25,

Pygantarc26, Pygantarc27,

Pygantarc28, Pygantarc29
Sh1Ca9, Sh1Cal2, ShiCalé,
Sh1Cal7, Sh2Cal2, Sh2Ca2l,

Schlosser et al.

Tuéiak Humboldtiy Sh2Ca22 (2003)
S. humboldti Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49, Schlosser et al.
Sh2Ca55, Sh2Ca58 (2009)
H2-6
Spheniscus Tucniak magellansky
S. magellanicus MI-HII Akst et al.
Tuénak gal'apazsky G2-2. G3-6. G3-11 (2002)
S. mendiculus
Tuéiiék brylovy B2-2
S demersis PNNO1, PNNO3, PNNO6, PNNO7, Labuschagne et al.
PNNOS, PNNO09, PNN12 (2013)

3.2.2.1 Mikrosatelity pro tu¢naky z rodu Eudyptes

Ahmed et al. (2009) charakterizovali 25 mikrosatelitnich lokust izolovanych u tuc¢iaka
zlutorohého (Eudyptes chrysolophus). Vzorky krve byly odebrany dospélym tucniakam, ktefi
byli béhem inkubace nebo stadia mlad’at v kolonii nachazejici se na Pta¢im ostroveé v souostrovi
Jizni Georgie. Genomicka DNA byla extrahovana pomoci octanu amonného (Nicholls et al.,
2000). Byla zkonstruovana knihovna, ktera byla obohacena o dinukleotidové: (GT),, (CT)a
a tetranukleotidové (CTAA),, (TTTc), a (GATA), mikrosatelitni motivy. Pro 32 unikatnich
sekvenci byly navrzeny pary primert softwarem PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 200). Z téchto
32 testovanych pard primert bylo sedm vytazeno kvuli selhani PCR amplifikace.

Dvacet pét polymorfnich lokust bylo testovano na 28 jedincich, z toho sedmnact jedinct
byly samice a sedm samcu. Dvacet Ctyfi polymorfnich lokusti se projevilo jako heterozygotni
u samic a zarovern se amplifikovaly u samct, coz naznacuje, Ze nejsou vazané na pohlavi. Lokus
Ech020 byl homozygotni u vSech 20 jedinct, u kterych se amplifikoval (13 samic, Ctyfi samci

a tfi jedinci neznamého pohlavi). Ahmed et al. (2009) uvadéji, ze tento lokus je velmi
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pravdépodobné vazany na chromozom Z. Genotypy Sesti lokust (Ech005, Ech012, Ech063,
Ech091, Ech113 a Ech130) se odchylovaly od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Autofi ¢lanku
se domnivaji, ze nekteré z téchto lokusi mohou obsahovat nulové alely, ale jiné budou

potfebovat pouze optimalizovat PCR. Jednotlivé lokusy obsahovaly 4-33 alel.

Téchto 25 lokust bylo testovano cross-species PCR amplifikaci i u dalSich ¢tyt druht
tucnakt (tuénaka krouzkového, uzdiCkového, osliho a patagonského). Sedmnact lokust
(Ech007, Ech008, Ech009, Ech010, EchO11, Ech012, Ech024, Ech030, Ech036, Ech051,
Ech060, Ech063, Ech065, Ech71, Ech081, Ech091 a Ech130) bylo polymorfnich alespon
u jednoho ze Ctyf testovanych druhd. Z téchto sedmnacti lokust bylo osm lokust polymorfnich
(Ech008, Ech012, Ech030, Ech051, Ech060, Ech071, Ech081 a Ech091) u tii ze Ctyf
testovanych druhli. Lokusy Ech003, Ech029 a Ech050 byly monomorfni u vsech ctyt
testovanych druht. Diky témto vysledkim byly mikrosatelitni lokusy u tucniaka Zlutorohého
shledany uzite¢nymi pro populacni a genetické studie dalSich druht tucnakt (Ahmed er al.,

2009).

3.2.2.2 Mikrosatelity pro tu¢naky z rodu Eudyptula

Billing et al. (2007) izolovali a charakterizovali osm mikrosatelitnich lokusi u tuciiaka
nejmensiho (Eudyptula minor). Krev byla izolovana z tu¢nakti nejmensich odchycenych
v Australii a DNA z ni byla extrahovana vysolovaci metodou. Tato DNA byla rozstipana na
fragmenty pomoci enzymu Sau3A, ty byly ligovany do adaptorovych oligonukleotidu.
V agarozovém gelu fragmenty byly rozseparovany elektroforézou. Fragmenty (400-900 bp)
byly purifikovany a hybridizovany s (GAA), a (GA). oligonukleotidy znacenymi biotinem.
Obohacené fragmenty byly amplifikovany s pouzitim primert specifickych pro adapter

a klonovany do vektoru pGEM (Promega).

Ze 192 kolonii testovanych v obohacené genomové knihovné (GA), bylo sekvenovano

18 klont, pro devét z nich byly navrzeny pary primert. Polymorfismus byl testovan na 20
nepiibuznych jedincich z populace na Filipové ostrové a na patnacti jedincich z populace na
Troubridgeove ostrove. Pro jedince tu¢nakt nejmensich z Filipova ostrova bylo nalezeno sedm
polymorfnich lokust (Emm1, Emm2, Emm3, Emm5, Emm6, Emm7 a Emm8). Mikrosatelit
Emm4 byl monomorfni u populace z Filipova ostrova, ale ukazal se jako polymorfni pro
populaci z Troubridgeova ostrova. Proto byl tento mikrosatelit oznacen jako nevhodny pro
analyzu paternity, ale potencionalné uziteCny pro populacni genetiku. Naopak lokus Emm§ byl
polymorfni u tu¢fiaki z Filipova ostrova, ale monomorfni pro populaci z Troubridgeova
ostrova. Billing er al. (2007) zjistili, ze lokusy Emm2 a Emm8 se odchyluji od Hardy-
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Weinbergovy rovnovahy, to by mohlo poukazovat na pritomnost nulovych alel. Lokusy

vykazovaly az 14 alel.

Byla provedena také cross-species PCR amplifikace lokusu B3-2 od tuc¢iidka brylového
(Akst et al., 2002). Lokus byl u tu¢iidka nejmensiho polymorfni a vykazoval 8 alel.

Grosser et Waters (2015) navrhli dvacet mikrosatelitnich lokust pro tuciiaka
nejmensiho (Eudyptula minor). Genomovou DNA extrahovali fenol-chloroformovou metodou
byly navrzeny pary primerd a 30 z nich bylo testovano. Deset pard primert amplifikovalo
monomorfni produkt nebo se jej nepodafilo amplifikovat. Lokusy mély od dvou (Em21
aEm29.2) do dvaceti Sesti (Em13) alel. Em15 je doporuCen pouze pro studie australskych
populaci, jelikoz u populace z Nového Zélandu vykazoval odchylky od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy. U Em2, Em6 a Em28 byly pozorovany odchylky od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy pouze v jedné populaci. Divodem byl pravdépodobné vyskyt nulovych alel. Autori
oznacili tyto objevené mikrosatelitni lokusy ze pfinosné pro hodnoceni genetickych

a taxonomickych vztaht rodu Eudyptula.

3.2.2.3 Mikrosatelity pro tu¢naky z rodu Megadyptes

Pomoci obohacenych genomickych knihoven bylo izolovano a charakterizovano
dvanact mikrosatelitnich lokusi pro tucnaka Zzlutookého (Megadyptes antipodes). Tyto
polymorfni lokusy byly nasledné genotypovany. Autofi ¢lanku celkem navrhli 58 parti primera.
Polymorfismus byl testovan u 43 jedinct z Campbellova ostrova. Lokusy mély dvé (Man03,
Man27, Man50, Man54 a Man55) az osm (Man51) alel. Byly pozorovany vyrazné odchylky
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy u lokusu Man47 kvili nizké cCetnosti heterozygot
(Boessenkool et al., 2008).

3.2.2.4 Mikrosatelity pro tu¢naky z rodu Pygoscelis

Roeder et al. (2001) popsali sedm mikrosatelitnich lokust pro tu¢naka krouzkového
(Pygoscelis adeliae). Vzorky krve byly odebrany 442 jedincim ze 13 hnizdist v Antarktideé.
Odbér vzorka probihal pouze jednu sezonu, aby se zabranilo odbéru krve stejného ptaka
dvakrat. Genomickd DNA byla extrahovana fenol-chloroformovou metodou nebo pomoci kitu
Progenome II (Progen Industries). Byly sestaveny dvé genomové knihovny. Pro vytvoreni prvni
genomové knihovny byl pouzit plazmid pUCI18, do kterého byly ligovany fragmenty DNA
o délce 250 az 900 bp a nasledné byly transformovany do kompetentnich bunék. Buriky byly

dale péstovany na agarovém médiu. Plazmidy byly purifikovany, DNA fragmenty sekvenovany

12



arozdéleny v polyakrylamidovém gelu. Primery byly navrhnuty pomoci softwaru PRIMER3
(Rozen et Skaletsky, 2000). Druha genomova knihovna byla sestavena ligaci fragmentd DNA
o délce 300 az 600 bp na SAULA linkery a se SAULA primery byla dale provedena
polymerazova fetézova reakce. DNA fragmenty byly ligovany do pUC18 plazmidu, pfeneseny
do bunék MAX Efficiency (GIBCO BRL) a inkubovany na médiu s ampicilinem. Byly
sekvenovany klony s CA repeticemi, které byly vybrany hybridizaci a byly pro né vytvoteny

primery.

Pro genotypizaci bylo celkem pouZito sedm mikrosatelitd. Sest z nich (AM3, AM12,
AM13, RM3, RM6 a TP500) bylo izolovano z tuc¢tidka krouzkového, sedmy lokus (HrU2) byl
izolovany z vlastovky obecné (Hirundo rustica) a byl u tu¢idka krouzkového pouzit jako cross-
species marker (Ellegren, 1992, Primmer ef al., 1996). Pét mikrosatelitd (AM3, AM12, AM13,
RM3 a RM6) bylo vyuzito ke genotypizaci 442 vzorkit DNA. Lokusy TP500 a HrU2 byly
vyuzity ke genotypovani populace z Antarktidy. Pocet alel se pro kazdy lokus pohyboval od
ctyt (AM3) do dvaceti (AM13). Pouze jeden lokus (TP500) vykazoval vyznamnou odchylku
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (Roeder et al., 2001).

Kang et al. (2015) charakterizovali Sestnact polymorfnich mikrosatelitnich lokust pro
oblasti Narebski Point byly odebrany vzorky krve. Genomicka DNA byla extrahovana pomoci
DNeasy blood a tissue kit (Qiagen). Z 30 navrzenych para primert se neamplifikoval pouze
jeden par a Sestnact jich vykazovalo polymorfni produkt. Pocet alel na lokus se pohyboval od
dvou (Pygantarc02, Pagyntarc22, Pygantarc06 a Pygantarc07) do deviti (Pygantrangl6).
Nejvice lokusi mélo tfi alely (Pygatranc24, PygatrancO3, Pygatranc26, Pygatranc28,
Pygatranc25 a Pygatranc29). Dva lokusy (Pygatrancl1 a Pygatranc18) vykazovaly odchylku
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

Autori provedli cross-species PCR amplifikaci téchto polymorfnich lokust u dalSich tii
druht tucnakl: tucnaka osliho, krouzkového a Zlutorohého. U tucnaka osliho se podafilo
amplifikovat 14 lokust, u tu¢naka krouzkového 15 a u tucniaka zlutorohého 11 lokust. Kang
et al. (2015) zmiruji pouze tspéSnost amplifikace, neuvadéji pripadny polymorfismus ani pocet

alel.

Vianna et al. (2017) charakterizovali 34 polymorfnich lokust u tfi druhl tucnaku
(tucnak osli, krouzkovy a uzdickovy) z rodu Pygoscelis. Z. téchto 34 lokusa bylo 14 izolovano

z genomu tucnaka krouzkového, 11 od tucridka osliho a 9 od tu¢naka uzdickového. Lokusy byly
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hodnoceny u 26 jedinci. Genomicka DNA byla izolovana ze vzorkl krve téchto tfi druht
tucnaka vysolovaci metodou. Autofi ve své studii nalezli témef dvanact tisic mikrosatelitd a pro
34 z nich navrhli pary primerd za pouziti softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000),
z nichz bylo vybrano 34 part primert, které amplifikovaly produkt alespon u jednoho druhu
studovanych tuc¢nakt. U tucnaka krouzkového ze ¢trnacti testovanych part primert poskytlo
polymorfni produkt dvanact. U tuciidka osliho poskytlo polymorfni produkt devét z jedenacti
part primerd. U tuc¢naka uzdickového bylo navrzeno 9 para primert a amplifikovalo se u tohoto

druhu 5 polymorfnich lokusu.

Vianna et al. (2017) provedli cross-species PCR amplifikaci téchto polymorfnich
mikrosatelitd u tfi druha tu¢nakt z rodu Pygoscelis, pro které nebyly navrzeny. Produkty
15 lokust byly polymorfni u vsech tfi druhti, 13 bylo polymorfnich u dvou druht tucnaku
a 6 bylo polymorfnich pouze u jednoho druhu. Celkem bylo identifikovano 30 polymortnich
mikrosatelitt u tuc¢fidka krouzkového, 25 u tucniaka osliho a 22 u tuc¢fiaka uzdi¢kového. Pocet
alel na lokus se u tu¢naka krouzkového pohyboval od dvou do deviti, u tu¢niaka osliho od dvou

do Sesti a u tucéniaka uzdickového od dvou do sedmi.

3.2.2.5 Mikrosatelity pro tu¢naky z rodu Spheniscus

Akst et al. (2002) pouzili mikrosatelitni markery ziskané ze Ctyt druhil tucniakti z rodu
Spheniscus (tucnak brylovy, galapazsky, Humboldtiv a magellansky), k posouzeni genetické
variability u tucnaka galapazského a magellanského. Krev byla odebrana galapazskym
tucnakam na ostrovech Isabela a Fernandina v Galapagach. Krev tu¢iiaka magellanského byla
odebrana v Punta Tombo v Argentiné. Krev byla odebrana punkci bud’ brachialni zily nebo zily
v noze a vzorky byly ulozeny v lyza¢nim pufru. ZOO Baltimore a M. Schwartz poskytli vzorky
krve tucnaka brylového a tucnaka Humboldtova. Pro tuto studii byly vyuzity pary primert pro
amplifikaci Sesti mikrosatelitd. Pét z téchto lokust bylo polymorfnich alesponi u jednoho druhu.
Jeden lokus (B3-2) byl izolovan pro tu€iidka brylového, jeden (H2-6) pro tucridka
Humboldtova, jeden (M1-11) pro tu¢iaka magellanského a tfi (G2-2, G3-6 a G3-11) byly

izolovany pro tu¢iiaka galapazského.

AKks et al. (2002) testovali pét lokust (B3-2, G2-2, G3-6, G3-11 a H2-6) u 46 dospélych
jedinca tucniaka galapazského a magellanského. U tucriaka galapazského byly detekovany tii
polymorfni lokusy: G3-11 se dvéma alelami, G3-6 a H2-6 se shodnym poctem alel (3).
U tucinaka magellanského byly detekovany 4 polymorfni lokusy: B3-2 a G2-2 se shodnym
poctem alel (8). Dale G3-6 byl detekovan jako polymorfni s 19 alelami a H2-6 se Sesti alelami.
Akst et al. (2002) polymorfni lokusy testovali na Hardy-Weinbergovu rovnovahu, kromé
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lokusu G3-6 byly polymorfni lokusy v rovnovaze. Studie ukazala, ze tucnaci magellansti meli

vyznamné vys§i heterozygotnost nez tuciaci galapazsti.

Schlosser et al. (2003) uspésné amplifikovali sedm polymorfnich lokust u tuc¢naka
Humboldtova (Sphenicus humboldti). Dvaceti Ctyfem jedincim ze tii chilskych a jedné
peruanské hnizdni kolonie byla odebrana krev a byl hodnocen polymorfismus
a heterozygotnost. Extrahovana DNA byla §tépena a fragmenty (500—1000 bp) byly izolovany
a ligovany do linkert. Po provedeni PCR byly produkty hybridizovany, klonovany a naneseny
na selektivni agarové médium. Primery byly navrzeny softwarem PRIMER3 (Rozen
et Skaletsky, 2000). Sest polymorfnich lokust (Sh1Ca9, Shi1Cal2, Sh1Cal6, ShlCal7,
Sh2Cal2 a Sh2Ca2l) bylo v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Lokus Sh2Ca22 vykazoval
vyznamny deficit heterozygotnosti. Autofi uvadéji, ze odchylka nebyla pravdépodobné
zpusobena nulovymi alelami, jelikoZ nebyli pozorovani zadni nulovi homozygoti. Polymorfni

lokusy obsahovaly od péti do jedenacti alel.

Schlosser et al. (2003) testovali téchto sedm lokust cross-species PCR amplifikaci na
osmi dalSich druzich tuc¢naki: na tucidku magellanském a brylovém po 20 jedincich, na 5
jedincich tucnidka osliho, na 2 jedincich tu¢nidka uzdickového, po 5 jedincich tuciidka skalniho,
zlutorohého, nejmensiho a patagonského. Kazdy lokus byl polymorfni alespoii u jednoho
druhu. Lokus Sh2Ca22 byl polymorfni u vSech osmi testovanych druhti. U tucnaka
magellanského, brylového, osliho, skalniho a nejmensiho se vSech sedm mikrosatelitd

amplifikovalo jako polymorfni. Pocty alel autofi neuvadéji.

Schlosser et al. (2009) popsali pét mikrosatelitnich lokust pro tué¢iiaka Humboldtova.
Vzorky krve byly odebrany ze zily 336 jedincii pochazejicich ze Ctyf riznych lokalit. Bylo
navrhnuto 28 parti mikrosatelitnich primerti, dvanact z téchto navrzenych parti amplifikovalo
polymorfni produkt. Z téchto dvanacti polymorfnich mikrosateliti bylo pét popsano nove,
zbytek byl popsan jiz v publikaci Schlosser ef al. (2003), konkrétné se jedna o lokusy Sh2Ca31
(11 alel), Sh2Ca40 (16 alel), Sh2Ca49 (9 alel), Sh2Ca55 (14 alel) a Sh2Ca58 (4 alely).

U tuciidka brylového (Sphenicus demersus) Labuschagne et al. (2013) charakterizovali
osm mikrosatelitnich markerti. Vzorky krve byly odebrany od 25 dospélych tu¢nakt chovanych
v zajeti v oblasti KwaZulu v Jizni Africe. Extrakce DNA byla provedena pomoci Qiagen
DNeasy Blood a tissue kitu. Lokusy PNNO1, PNNO3, PNNO6 a PNNO8 vykazovaly kazdy po
4 alelach. Lokusy PNNOS a PNNO7 mély po dvou alelach a lokusy PNN09 a PNN12 mély po
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Sesti alelach. U zadného markeru nebyla pozorovana odchylka od Hardy-Weinbergovy

rovnovahy.

3.2.3 Univerzalni ptaci mikrosatelity

Mikrosatelity jsou Casto druhové specifické, proto se Dawson e al. (2010 a2013) snazili
navrhnout univerzalni pary primerd, které by mohly byt vyuzitelné v ramci tfidy ptaka. Ke
svym studiim vyuzili znamych sekvenci dvou fylogeneticky vzdalenych druht, zebficky pestré
(Taeniopygia guttata) a kura bankivského (Gallus gallus). V téchto dvou pracich
charakterizovali 36 part primerti pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelitt a 24 parti primert

pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosatelitd (viz tabulka 2).

Tabulka 2: Seznam univerzalnich ptacich mikrosatelita.

Zdroj Mikrosatelitni lokus Literarni zdroj

TG01-000, TGO1-040, TG01-077, TGO1-086,
TG01-092, TGO1-114, TGO1-124, TGO1-147,
TGO1-148, TG02-078, TG02-088, TG02-120,
TG03-002, TG03-031, TG03-034, TG03-035,
EST ptadi TG03-098, TG04-004, TG04-012, TG04-012A,  Dawson et dal.,
mikrosatelity TG04-041, TG04-061, TG05-030, TG05-046, 2010
TG05-053, TG06-009, TGO7-022, TG08-024 (1),
TG08-024 (2), TG09-014, TG11-011,
TG12-015, TG13-009, TG13-017, TG17-017,

TG22-001
CAMO1, CAMO02, CAMO03, CAM04, CAMOS,
Konzervované CAMO6, CAMO7, CAMO08, CAM09, CAM10, Dawson et al
ptaci CAMI11, CAM12, CAM13, CAM14, CAMI15, 2013 ’
mikrosatelity CAM16, CAM17, CAM18, CAM19, CAM20,

CAM21, CAM22, CAM23, CAM24

3.2.3.1 EST ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2010) popsali jednoduchou metodu pro navrzeni mikrosatelitnich
primerd. Aplikovali metodu in silico k nalezeni univerzalnich ptacich mikrosatelitd.
K identifikaci nejkonzervovanéjSich mikrosatelitnich lokusi v ptadim genomu nejprve
porovnali homologni sekvence cDNA u dvou fylogeneticky vzdalenych druht, zebficky pestré
a kura bankivského. Mikrosatelitni sekvence zebiicky pestré pouzili z divodu, ze sekvence EST
jsou konzervovangjsi, maji vys§i homologii s kurem bankivskym a méli k dispozici velké

mnozstvi EST mikrosatelitu.

Dawson et al. (2010) identifikovali 687 EST mikrosatelitnich sekvenci u zebficky
pestré. Pomoci programu BLAST prifadili EST sekvence zebficky pestré k sekvencim kura
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bankivského a vybrali 135 homolognich sekvenci. Pro 35 autozomalnich lokust bylo vytvoreno
36 konzervovanych part primerd. Pro lokus TG08-024 byly navrzeny dva pary primeru. Pary
primert byly navrzeny tak, aby byly 100% identické u zebficky pestré a kura bankivského. Pro
maximalni uspésnost pii multiplexni PCR amplifikaci u jednotlivych druha byly degenerované
baze vylouCeny a teplota annaelingu para primertu byla navrzena co nejblize 58 °C. Lokusy
byly pojmenovany podle zdrojovych druht ptedponou TG (Taeniopygia guttata a Gallus
gallus) a Cisla v nazvech byla odvozena od polohy lokusu v genomu kura bankivského.

Tticet Sest navrzenych part primert bylo vyuzito ke genotypizaci jedinct z 52 druht
vybranych z 15 riznych ptacich radu. Z téchto 52 druht testovanych ptakd bylo 22 druht z fadu
pévci a 30 druhti z dalsich ptacich radd. Pfi testovani minimalné€ Ctyf jedinct z dvaceti dvou
druht ptakd, poskytly produkt vSechny testované pary primerd (48 % bylo polymorfnich)
au ostatnich druht ptakd poskytlo produkt 99 % testovanych pard primera (21 %
polymortnich).

S vyjimkou lokusu TGO1-086 byly vSechny lokusy amplifikovany u zebficky pestré
i kura bankivského. Lokus TGO1-086 neamplifikoval zadny produkt u vSech testovanych
druht. U zebficky pestré bylo detekovano u polymorfnich lokust 2—6 alel, u kura bankivského
byl pocet alel od 2 do 5 na lokus.

Z celkového poCtu 36 testovanych para primerd jich amplifikovalo produkt tficet tfi.
U vSech testovanych druhd byl TG09-014 monomorfni a lokus TG01-086 neamplifikoval
zadny produkt. U pévct klesal polymorfismus s rostouci genetickou vzdalenosti testovaného
druhu od zebficky pestré. U osmi a vice druhii poskytla polymorfni produkt vét§ina testovanych
pard primert. Lokusy TGO1-040, TG02-088, TG04-012, TG11-011 a TG10-015 byly
polymorfni u 13-16 druht pévcl ze sedmnacti testovanych. Autofi provedli také amplifikaci
deviti part primert u 13 dalSich druha ptaka z fadu dlouhokfidli (Charadriiformes), sedm para

primert amplifikovalo polymorfni produkt (Dawson et al., 2010).

3.2.3.2 Konzervované ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2013) navazali na svoji predeslou praci identifikace velmi podobnych
sekvenci u dvou vzdalen€ pribuznych druht (zebficky pestré a kura bankivského). V této praci
vSak vybrali homologni sekvence, ve kterych oba druhy obsahovaly opakujici se motivy,
pokusili se porovnat sekvence, které obsahovaly vice opakujicich se jednotek nez osm u obou
druht a prohledali cely genom pro konzervované mikrosatelitni lokusy. K navrhu para primera
pouzili konsenzualni mikrosatelitni sekvence zebficky pestré a kura bankivského. Primery byly

navrzeny tak, aby mély teplotu annealingu v rozmezi od 57 do 63 °C. Navrhli 24 para primert
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pro genotypovani, které se 100% shodovaly se sekvencemi zebiicky pestré a byly alespori
z 86 % podobné sekvencim kura bankivského. Lokusy byly pojmenovany s predponou CAM,
coz vychazi z anglického ,,Conserved Avian Microsatellite”. Pouze Sest CAM sekvenci bylo
identickych u zebficky pestré a kura bankivského a byly dostate¢né dlouhé pro navrhnuti
primert. Zbylych osmnact parti primeri obsahovalo jednu nebo dvé degenerované baze.
Genotypizace byla provedena vzdy na 4 jedincich od osmi druhti pévct a na jednom
jedinci ze Ctyf ostatnich druhti ptaki. Podatilo se uspésné amplifikovat vétsSinu CAM markera
u vSech 12 testovanych druhti. V praméru 94 % lokust se amplifikovalo u pévci a 68 %
vykazovalo polymorfni produkt. U  nepévci“ se uspésné amplifikovalo 95 % lokust
a v prumeéru 42 % amplifikovalo polymorfni produkt. Devatenact lokust z celkem testovanych
24 bylo polymorfnich alespori u poloviny druhii pévctu. Mikrosatelity CAM-13 a CAM-19
amplifikovaly polymorfni produkt u vSech osmi testovanych druht pévci (Dawson et al.,

2013).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro experimentalni ¢ast této prace byla pro cross-species PCR amplifikaci pouzita krev

23 neptibuznych mlad’at capa bilého (Ciconia ciconia). Krev jim byla odebrana na hnizdé

v ramci tizemi Ceské republiky a odbé&r byl vzdy proveden u jednoho mladéte z jednoho hnizda,

aby byla zaruCena nepfibuznost. Z odebranych vzorki krve byla izolovana genomicka DNA za

pouziti fenol-chloroformové metody. Tato izolace byla provadéna vedoucim diplomové prace.

4.2 Pouzité chemikalie

Akrylamimd (Sigma)

aTaq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modrf (Serva)

Deionizovana voda

dNTPs (100 mmol/l, 400 pl od kazdého), U1240 (Promega)
Dusicnan stfibrny (Sigma)

Ethanol, 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny - Na2EDTA (Lachner)
Formaldehyd (Lachner)

Formamid (Lachner)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na 65% roztok (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)

Mocovina (Lachner)

N, N’ - methylenbisakrylamid (Serva)

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

Rain-off - tekuté stérace (Sheron)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan - Tris (AppliChem)
Uhlicitan sodny (Lachner)

Xylenovéa modr - Xylenecyanol FF (AppliChem)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
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4.3 Pouzité roztoky

1.

Akrylamid, 6% zasobni roztok

a. 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamidu: N, N"-methylenbisakrylamid (19:1)

b. 420 g mocoviny
c. 50ml 10x TBE

d. 484 ml deionizované vody

- po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v 1ahvi v chladnicce

Dusicnan sttibrny, 0,1% roztok

a. 0,8 g AgNO;

b. 800 ml deionizované vody

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

a. 800 ml deionizované vody

b. 80 ml ledové kyseliny octové
Hydroxid sodny, 1 mol/l

a. 40 g hydroxidu sodného

- deionizovanou vodou doplnit do 11
Kyselina dusi¢na, 1% roztok

a. 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

b. 800 ml deionizované vody
Nanaseci pufr pro elektroforézu

a. 0,125 gxylenové modre

b. 0,125 g bromfenolové modie

c. 100 ml formamidu

d. 25 ml deionizované vody
Peroxodisiran amonny, 10% roztok

a. 1 g peroxodisiranu amonného

b. 10 ml deionizované vody

- roztok uchovévat v chladni¢ce
Polyakrylamidovy gel, 6% pracovni roztok

a. 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

b. 400 pul 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4)2S20s

c. 40 ul N, N, N, N'- tetramethylethylendiaminu
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0.

10.

1.

12.

Reakeni pufr pro PCR, 10x

a. 80 ml deionizované vody

b. 1,211 g Tris

- upravit pH pomoci HCI na hodnotu 9,0

c. 3,73 gKCl

d. 1 ml Triton X-100

- po rozpusténi doplnit na 100 ml
Roztok 3-methakryloxypropyltrimetoxysilanu

a. 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% etanolu

b. 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
TBE puft, zasobni roztok 10x

a. 55 gkyseliny borité

b. 108 g trishydroxymethylaminomethanu

c. 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou
Vyvojka

a. 24 guhlicitanu sodného

b. 800 ml deionizované vody

- ulozit do chladnicky

- pred pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 ul roztoku thiosiranu sodného

4.4 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette - 0,5-10 pl (osmikanéalova) a 0,3 pl-1 ml (Thermolab Systems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 p I-1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

Negatoskop Nega 1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komutrka S2 (Whatman Biometra)

Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
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- Susarna CAT 8050 (Contherm)

- Termocykler GenePro (BIOER)

- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TP XP (BIOER)

- Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (Ika)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
- Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema IceMakers)

4.5 PCR amplifikace DNA ¢dpa bilého
Pro PCR amplifikaci byla pouzita genomicka DNA dvaceti tfi nepfibuznych jedinct
capa bilého. Pro dvacet tii vzorka byla pripravena PCR reakcni smés podle tabulky 3. Do kazdé
smési byl pfidan vzdy jeden par testovanych primert. Celkem bylo pro genotypovani téchto
jedinca pouzito 19 part primert.
1. Slozky PCR mixu byly pii laboratorni teploté rozmrazeny, nasledné zvortexovany
a zcentrifugovany.

2. Do 1,5ml zkumavek byly napipetovany reagencie podle tabulky 3 a poté byly znovu

zvortexovany a zcentrifugovany.

Tabulka 3: Slozeni PCR reakéni smési pro dvacet tfi vzorkda.

Slozky PCR mixu Objem [ul]

Deionizovana voda 157,0
Reakeni pufr (10x) 24,0
Roztok MgCl> (25 mmol/l) 14,3
Roztok dNTPs (20 umol/l) 2,5
Primer F (10 pmol/1) 11,9
Primer R (10 umol/l) 11,9
aTag DNA polymeraza (5U/ul) 6,0

3. Byly pfipraveny 0,2ml mikrozkumavky, do kterych bylo napipetovano po 1,0 pl
genomické DNA a 9,0 ul PCR reakéni smési.
4. Uzaviené 0,2ml mikrozkumavky byly vlozeny do termocykleru, kde probihala reakce

podle schématu €. 1.
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Schéma ¢. 1: Teplotni a Casovy profil PCR reakce.

1. 94 °C 5 min

2. 94 °C 30s
Ta* °C 30 35 cykli
72 °C 30s

3. 72 °C 7 min

* Teplota annealingu (Ta) byla nastavena podle finalni teploty uvedené v bakalaiské praci

Terezy Gajdosikové (Gajdosikova, 2020) a podle potieb byla upravovana.

Ke cross-species PCR amplifikaci bylo pouzito 19 part primert, které byly vybrany
v bakalarské praci Terezy GajdoSikové (Gajdosikova, 2020) jako polymorfni. Tyto pary
primert byly testovany na 23 neptibuznych jedincich ¢apa bilého. Mikrosatelitni lokusy, které
byly testovany v této praci jsou uvedeny v tabulce 4 a 5.

Tabulka 4: Devét testovanych mikrosatelitnich lokusti od druhli z fadu tucnaci, které byly
oznaceny jako polymorfni u ¢apa bilého v bakalatské praci Terezy GajdoSikové (2020).

Rod Zdrojovy druh Mikrosatelity Literarni zdroj
a1 , Ahmed et al.
Eudyptes tucnak zlutorohy Ech020, Ech030 (2009)
. ‘s o Schlosser et al.
Spheniscus tu¢nak Humboldtiv Sh2Cal2 (2003)
etk krouzkovy RM6 Ro‘zgggf | al
Pygoscelis
tucniak uzdickovy Pygantarc16 Kang et al.
(2015)
EmS, Em14 Grosszazroelts\;\faters
Eudyptula tucnidk nejmensi —
Emms Biling et al.
(2007)
a1 , Boessenkool et al.
Megadyptes tucnak zlutooky Man27 (2008)

Tabulka 5: Deset testovanych univerzalnich ptacich mikrosateliti, ktery byly oznaCeny jako
polymorfni u ¢apa bilého v bakalarské praci Terezy Gajdosikové (2020).

Zdrojovy druh Mikrosatelity Literarni zdroj
EST ptaci mikrosatelity TGO01-124, TG03-002, TG03-098, Dawson et al.
TGO08-024(1), TG13-017 (2010)
Konzervované ptaéi mikrosatelity CAM-05, CAM-10, CAM-11, Dawson et al.
CAM-15, CAM-24 (2013)
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4.6 Elektroforeticka separace PCR produktu

Pracovni postup popsany nize byl optimalizovan pro pouziti sekvenacni elektroforetické

komurky S2 Whatman Biometra, s rozmeéry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 a tloustkou gelu

0,4 mm.

1.

Obé skla byla dikladné omyta saponatem a oplachnuta deionizovanou vodou. Po osuSeni
skla byla plocha, ktera se bude dotykat gelu, oplachnuta 96% ethanolem a osusena.
Plocha velkého skla byla oSetfena pfipravkem pro odpuzovani vody (Rain-off). Po
zaschnuti pfipravku byla plocha skla omyta dvakrat deonizovanou vodou a osusena.

S malym sklem se pracovalo v digestofi. Na plochu malého skla byl rozetfen 1 ml roztoku
3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Po zaschnuti byla plocha ctyfikrat oplachnuta
96% ethanolem a osuSena.

Velké sklo bylo presunuto do digestore na polystyrenovou podlozku oSetfenou plochou
nahoru. Na delsi strany byly umistény 0,4 mm silné spacery. Malé sklo bylo polozeno
oSetfenou plochou na velké sklo. Spacery byly srovnany podél okraji skel, gumicky
spaceru byly pfitlaCeny k hrané mensiho skla. Spacery se skly byly sepnuty dvéma klipsy
na kazdé strané.

V kadince byl ptfipraven 6% polyakrylamidovy gel a byl nim vyplnén prostor mezi skly.
Mezi skla byl zasunut hiebinek rovnou stranou cca 5 mm hluboko. V misté hiebinku byla
skla sepnuta ¢tyimi klipsy a gel byl nechan hodinu ztuhnout.

Po ztuhnuti gelu byly klipsy odstranény. Kartacem a vodou bylo sklo umyto od zbytka gelu
a malé sklo bylo osuseno.

Skla byla vlozena do elektroforetické komurky, malym sklem k hlinikové desce komurky.
Do katodového a anodového prostoru byl nalit 0,5x TBE pufr. Hiebinek byl vytahnut
a vzniklad mezera byla vycisténa od vzduchovych bublin a ¢astecek gelu pomoci injekcni
stiikacky a plastové Spachtle.

Nasledné byl anodovy a katodovy prostor uzavien a elektrody byly pfipojeny ke zdroji
stejnosmérného elektrického proudu. Byla nastavena hodnota vykonu na 90 W, napéti

3000 V a proudu 150 mA. Gel za téchto podminek byl nahfivan po dobu 30 minut.

10. Po dobu nahfivani byly pfipraveny vzorky PCR. Ke kazdému PCR produktu bylo ptidano

5 wl nanaSeciho pufru. Pfed uplynutim doby nahfivani byly vzorky vlozeny do
termocykleru nastaveného na teplotu 94 °C. Po uplynuti denaturace (3 min) byly vzorky

vlozeny do ledové tfisté z divodu zabranéni renaturace vlaken DNA produkta.
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1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Po uplynuti 30 minut byl vypnut zdroj napéti. Katodovy prostor byl otevien a prostor mezi
skly byl opét vycistén od zbytkt polyakrylamidu a rozpusténé mocCoviny. Do vycisténého
prostoru mezi skla byl vlozen hiebinek 1 mm hluboko.

Do vzniklych mezer hiebinku bylo osmikanalovou pipetou napipetovano po 2 ul vzorku.
Po napipetovani byl katodovy prostor uzavien, elektrody byly piipojeny ke zdroji
stejnosmérného proudu a byl nastaven vykon na 70 W, napéti 3000 V a proud 150 mA.
Doba elektroforetické separace byla nastavena dle finalni doby uvedené v bakalarské praci
Terezy Gajdosikové (Gajdosikova, 2020).

Béhem elektroforetické separace byly piipraveny roztoky: fix/stop roztok, roztok 1%
kyseliny dusi¢né, 0,1% roztok AgNO3 a vyvojka, ktera byla umisténa do chladnicky.

Po uplynuti doby elektroforetické separace byl vypnut zdroj elektrického napéti, byly
odpojeny elektrody, Sroubem byl uvolnén prostor pro odtok pufru z katodového prostoru.
Skla s gelem byla vyjmuta a umisténa na misku mensim sklem nahoru. Byly vytahnuty
spacery a nozem bylo odd¢€lano velké sklo od gelu pfichyceného na malém skle. Malé sklo
bylo vlozeno do fotomisky gelem nahoru na tfepacku v digestofi a bylo zalito roztokem
fix/stop na dobu 20 min.

Po uplynuti 20 min byl roztok slit do baiky a sklo s gelem bylo tfikrat promyto
deionizovanou vodou.

Sklo s gelem ve fotomisce bylo dano zpatky na tfepacku a zalito 1% roztokem kyseliny
dusicné. Po 5 minutach byl roztok vylit do odpadu a gel byl ¢tyfikrat promyt deionizovanou
vodou.

Do 0,1% roztoku AgNOs3 bylo pfidano 1,2 ml formaldehydu. Roztokem byl zalit gel. Po
30 minutach byl roztok slit zpatky do zasobni lahve. Gel byl vlozen na 5 s do misky
s deionizovanou vodou. Po vytazeni byl gel vlozen do fotomisky na tfepacce a zalit
vychlazenou vyvojkou, do které bylo pfidano 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku
NaS>0s.

Po zaliti roztokem bylo sledovano vyvijeni hnédocernych stfibrem barvenych prouzku
PCR produkti. Po dostatecném zbarveni byl gel zalit roztokem fix/stop.

Jakmile ptestaly unikat bublinky, byl gel dan do misky s deionizovanou vodou a pfenesen
do susarny na alesponi 1 hod pfi 60 °C. Po vysusSeni byl gel vyhodnocen na negatoskopu
a poté naskenovan.

Sklo s jiz nepotiebnym gelem bylo ponofeno do roztoku hydroxidu sodného o koncentraci
1 mol-I"!, ve kterém se gel od skla odlepil. Po umyti skla vodou, saponatem a oplachnuti

deionizovanou vodou byla skla pfipravena k dal§imu pouziti.
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4.7 Statistické vyhodnoceni experimentalnich dat
Po ukonceni experimentalni prace jsem u patnacti polymorfnich mikrosateliti urcila
alelové konstituce, které jsem statisticky vyhodnotila v programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski
et al., 2007). Pomoci tohoto softwaru jsem ziskala informace o pozorované heterozygotnosti
(Ho), ocekavané heterozygotnosti (Hg), o tom, zda jsou lokusy v Hardy-Weinbergovée
rovnovaze, a o pritomnosti nulovych alel. Program také udava pravdépodobnost chyb
v urcovani rodiovstvi. Dale jsem pouzila program Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008) ke zjisténi,

jestli jsou nalezené lokusy ve vazbg.
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S Vysledky

V praktické Casti této diplomové prace jsem se veénovala analyze a charakteristice
mikrosatelitd, které byly oznaCeny jako polymorfni u c¢apa bilého (Ciconia ciconia)
v bakalarské praci Terezy Gajdosikové (Gajdosikova, 2020). Autorka prace testovala na Sesti
nepiibuznych jedincich ¢apa bilého celkem 113 part primert, které byly izolovany od zastupca
z tadu tucnaci a dale 24 parG primert konzervovanych a 36 EST ptaCich mikrosatelitd.
Devatenact mikrosateliti poskytlo polymorfni produkt. Devét polymorfnich mikrosateliti bylo
izolovano pro druhy z fadu tucndaci, dale bylo polymorfnich po péti EST a konzervovanych

ptacich mikrosatelitech.

Provedla jsem PCR amplifikaci a elektroforetickou separaci, kdy teplota annealingu
a Cas elektroforetické separace byly pouzity podle bakalarské prace (GajdosSikova, 2020).
V nékterych ptipadech bylo potfeba upravit teplotu annealingu PCR, Cas elektroforetické
separace a koncentraci hofecCnatych ionti v PCR reak¢ni smési, jelikoz mikrosatelity
neposkytovaly dobife hodnotitelné produkty. Finalni teploty annealingu byly u vsech para
primert v rozmezi od 48 °C do 69 °C. Dobu separace jsem upravila tak, aby PCR produkty
poskytovaly hodnotitelny produkt. Nejkratsi Cas separace byl 90 minut, naopak nejdelsi byl 180
minut. U jednoho mikrosatelitniho lokusu (CAMOS) jsem snizovala koncentraci (objem)

horecnatych ionti (MgCl») na 2/3(z 25 mmol/l na 16,67 mmol/l, respektive ze 14,5 ul na 9,5 ul).

Gajdosikova (2020) ve své bakalarské praci detekovala celkem devatenact
polymorfnich produkti. Po otestovani téchto para primert poskytlo celkem patnact pii PCR
amplifikaci polymorfni a hodnotitelny produkt. Jeden par primerd (RM6) poskytl polymorfni
produkt, av§ak nehodnotitelny, z tohoto diivodu jsem ho z dalsi analyzy vytadila a dale ho uz
nebudu zminovat. Mikrosatelitni lokusy Ech020, TG303-098 a CAMIO0, které byly
v bakalarské praci (Gajdosikova, 2020) vyhodnoceny jako polymorfni se dvéma alelami, byly

po testovani na 23 jedincich ¢apa bilého vyhodnoceny jako monomorfni.

Celkem patnact para primera poskytlo polymorfni a hodnotitelny produkt u ¢apa bilého.
Tyto lokusy jsem analyzovala a charakterizovala prostfednictvim populacné-genetickych
programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008). Diky témto
programum jsem ziskala informace o Hardy-Weinbergoveé rovnovaze jednotlivych lokusq,
heterozygotnosti, frekvenci vyskytu nulovych alel a pfipadné vazbé na lokus. Tyto informace

jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Charakteristika patnacti polymorfnich lokust, které byly amplifikovany u 23 nepiibuznych jedinct ¢apa bilého. V tabulce je uveden
nazev lokusu s kodem z databaze GenBank, zdrojovy druh, sekvence primert, jednotka repetice, pocet alel (N), teplota annealingu Ta [°C], délka
elektroforetické separace [min], pfipadna odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW) a frekvence vyskytu nulovych alel (F).

(Gelzlizaelrkl(z)&kcflgo.) Zdrojovy druh Sekvence primeru (5 23") J:e(::::it:(ea [;ré] I?lll;ﬁl(]) [;;]
o P v I
AFSWON)  humboldi R CTAGGATCCCGGCTTTTGTC. TCNA 40 0 NS
T ool L TOOKCCGMNT k2 os omow o
ot e, w0
i T LOSOTOMTNSTE w2 @ wow
TR oo 2 e mow e
o, OISO o 1w 0w
TGO01-124 F: GTACTACTT TGCAGAGTTTAT
(CI((;;)O6631) R: ?GTETA?GGC(}??A%CATTTACAA AT > 10 NS 580
DVSISE)  miwaslty R TACAAAGCACTGTGGAGAG  TOUATACGC 2 6 120 Np -
K312 R ACTGGCTTATAAAGTCCATGGTGG  AVAGAA 2 63 120 ND -

28



Tabulka 6: Pokracovani.

Nazev lokusu Zdrojovy Sekvence primerii (5>3") Jednotka Ta ELFO F
(GenBank Acc. No.) druh p repetice [°C] [min] [%]
TG13-017 EST ptaci F: GCTTTGCATCTTGCCTTAAA AT 6 180 NS
(CK313422) mikrossatelity R: GGTAACTACAACATTCCAACTCCT i
CAMO5* F: TTACACAGACTGCAAACCGC
(neuvedeno) R: TGTTKCTCTAGTAATGAGATCCTG CA >7 180 NS 069
CAM11  F: TGGTACAGGGACAGCAAACC
(neuvedeno) Konzli;?vane R: AGATGCTGRGAGCGGATG GT > 0 NS
CAM15 F: GACGACTCCTTTATTTCCC
ikrosatelit
(neuvedeno) EOSEEY R TTCTGACTTCCCAGGTAACAC GA b 13 NS 213
CAM24 F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC CA 60 90 ND ]
(neuvedeno) R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG
Legenda:

*koncentrace (objem) hofe¢natych iontd snizen na %/3 (z 25 mmol/l na 16,67 mmol/l, respektive ze 14,5 ul na 9,5 pl)

ND lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s HW rovnovahou
NS lokus je v souladu s HW rovnovahou
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Z celkem devatenacti testovanych part primerd jsem u patnacti z nich detekovala
polymorfni produkt. Z té€chto polymorfnich mikrosateliti bylo po jednom mikrosatelitu
izolovano od tucnaka zlutorohého, tu¢naka Humboldtova, tu¢naka uzdic¢kového a od tucnaka
zlutookého. Tti polymorfni mikrosatelity byly izolovany od tu¢iidka nejmensiho. Po Ctyfech
parech primert bylo navrzeno pro amplifikaci EST a konzervovanych ptacich mikrosatelitt

(Obrazek 2).

m EST ptaci mikrosatelity (4)

m Konzervované pta¢i mikrosatelity (4)
B Tucnak nejmensi (3)

m Tucnak Zlutorohy (1)

B Tucnak Humboldtuv (1)

B Tucnak uzdickovy (1)

m Tucnak zlutooky (1)

Obriazek 2: Rozlozeni patnacti polymorfnich mikrosatelitd vzhledem k jejich zdroji. Cisla
udavaji pocet polymorfnich mikrosateliti od jednotlivého zdroje.

Téchto patnact analyzovanych polymorfnich markerd obsahovalo od dvou do Ctyt alel
na lokus. Nejvice alel jsem nalezla u dvou lokusti (Ech030 a Sh2Cal2), konkrétné oba mély po
Ctyfech alelach. Dale u lokusu Em8 jsem nalezla 3 alely. U zbyvajicich dvanacti
mikrosatelitnich markerti jsem nalezla nejnizs§i pocet alel na lokus (2), konkrétné se jedna
o mikrosatelity Pygantarc16, Em14, Emm8, Man27, TGO1-124, TG3-002, TG08-24(1), TG13-
017, CAMOS5, CAM11, CAM15 a CAM24.

U patnacti nalezenych polymorfnich lokust charakterizovanych u 23 jedinca Capa
bilého bylo prostfednictvim programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski er al., 2007) nalezeno
v prumeéru 2,3 alel na lokus, primérna ocekavana heterozygotnost byla 0,3766. Programem
byla vyhodnocena pravdépodobnost chybného provedeni paternitni analyzy: pravdépodobnost,
ze by mladé bylo nespravné piifazeno prvnimu z rodict za predpokladu, Ze nezname ani
jednoho rodice, je 0,285, pravdépodobnost, ze by mladé bylo nespravné piifazeno druhému

z rodi¢u za predpokladu, Ze jiz zname prvniho rodice, je 0,068, pravdépodobnost, ze by mladé

30



bylo pfifazeno nespravnému rodiCovskému paru je, 0,011. Déle byla vyhodnocena
pravdépodobnost, ze dva ndhodné zvoleni jedinci budou mit stejnou alelovou konstituci na
viech lokusech (8,250-10°) a pravdépodobnost, ze dvé nahodné zvolena mlad’ata budou mit

stejnou konstituci alel na viech nalezenych lokusech, je 2,933-107 (viz piiloha 1).

Na zakladé vysledkt genotypizaci bylo zjiSténo, Ze u vSech 23 jedinca Capa bilého
vykazoval jeden polymorfni lokus vazbu na pohlavi, konkrétn€ se jedna o mikrosatelit CAM11.
Program pouzity pro testovani této vazby mezi vS§emi moznymi dvojicemi polymorfnich lokusa
byl Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008), ktery vyhodnotil vazbu mezi parem mikrosatelitnich lokusa
CAMI11 a Eru3, kdy hodnota P-Value byla 0,000001 a parem CAM11 a Sn2A36, kdy hodnota
P-Value byla 0,000006.

V souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou bylo 10 polymorfnich lokust z celkem
patnacti nalezenych. Pro detekci Hardy-Weinbergovy rovnovahy byl pouzit program Cervus
3.0.7, ktery u celkem péti polymorfnich lokust nebyl schopen urcit tento udaj. VSechny tyto
neurcené lokusy mély po dvou alelach. U 3 lokust byla frekvence vyskytu nulovych alel
v rozmezi 10-20 % a u dalSich tfi lokust byla frekvence vyskytu pod 6 %. Informace jsou

detailn€ uvedené v pfiloze 1.

Elektroforetogramy vsech vyhodnocenych geli byly v prubéhu experimentalni prace

naskenovany a ulozeny do PC. Na nasledujicich obrazcich 3, 4 a 5 jsou vyfezy geli

s rozseparovanymi a vizualizovanymi PCR produkty. Konkrétn€¢ jsou na obrazcich tfi

polymortni mikrosatelity CAM11, Em14 a TG03-002.

Obrazek 3: Mikrosatelitni lokus CAM11 (dvé alely) genotypovany na 23 jedincich ¢apa
bilého. Teplota annealingu 59 °C a doba elektroforetické separace 90 min (1. a 2. - alely).
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Obrazek 4: Mikrosatelitni lokus Em14 (dvé alely) genotypovany na 23 jedincich capa bilého.
Teplota annealingu 67 °C, doba elektroforetické separace 90 min (1. a 2. - alely).

Obrazek 5: Mikrosatelitni lokus TG03-002 (dvé alely) genotypovany na 23 jedincich ¢apa
bilého. Teplota annealingu 63 °C a doba elektroforetické separace 120 min (1. a 2. - alely).
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6 Diskuse

V této diplomové praci jsem provedla cross-species PCR amplifikaci 19
mikrosatelitnich markert, které byly v bakalatské praci (Gajdosikova, 2020) vyhodnoceny jako
polymorfni. Mikrosatelity jsem amplifikovala na DNA 23 nepfibuznych jedinci ¢apa bilého.
Téchto devatenact mikrosatelitnich markert bylo pivodné navrzeno pro amplifikaci u 6 druhti
tucnakt a univerzalnich ptacich mikrosateliti. Po vyhodnoceni alel a genotypt jsem data
analyzovala za pouziti dvou populacné-genetickych programt Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al.,

2007) a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008).

Nejprve pomoci cross-species PCR jsem amplifikovala devét lokust, které byly
puvodné navrzeny pro Sest druhti z fadu tuénaci. Konkrétné po jednom mikrosatelitu pochazelo
od tu¢niaka Humboldtova, uzdickového, zlutookého a krouzkového. Dva mikrosatelity byly
puvodné izolovany od tunidka Zlutorohého a tfi od tucnaka nejmensiho. Z téchto deviti
testovanych part primert poskytl jeden z nich (Ech020 od tu¢naka zlutorohého) monomorfni
produkt. Mikrosatelit RM6, od tuc¢ridka krouzkového byl vyhodnocen jako polymorfni, avSak
nehodnotitelny, proto byl z dalsi analyzy vyloucen.

Poté jsem provedla cross-species PCR amplifikaci deseti mikrosatelitnich marker(,
z nichz po péti bylo navrzeno pro amplifikaci EST ptacich mikrosateliti a konzervovanych
ptacich mikrosateliti. Z téchto analyzovanych para primerd osm poskytlo polymorfni produkt.
Po jednom paru primerd navrzeném pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelitt
a konzervovanych ptaCich mikrosatelitl, které byly oznaCeny jako polymorfni v bakalarské
praci (Gajdosikova, 2020), poskytlo po amplifikaci na DNA 23 jedincii ¢apa bilého produkt
monomorfni, konkrétn€ se jednalo o pary primera TG3-0898 a CAM-10.

Na zaklad€ vysledka genotypizaci bylo zjisténo, Ze jeden mikrosatelit vykazuje vazbu
na pohlavi. Konkrétné se jedna o mikrosatelit CAM11, ktery oznacili Dawson et al. (2013) jako
vazany na pohlavni chromozom Z. CAMI11 je vSak zvlastni svym genotypem, ma pouze dvé
alely, pficemz samci maji homozygotni konstituci alel, zatimco vSechny samice jsou
heterozygotni. Svym genotypem se tedy shoduje s markery, které se pouzivaji pro determinaci
pohlavi, neodpovida v§ak pravidlim, podle nichz je urCovana vazba mikrosateliti na pohlavni
chromozom Z. Obvykle genotypy mikrosatelitli vazanych na chromozom Z jsou takové, ze
samice jsou ve skutecnosti hemizygotni, ale maji jeden produkt jako homozygoti a samci jsou
homozygoti (jeden produkt) nebo heterozygoti (dva rizné produkty). Vzacnym typem jsou

mikrosatelity vazané pouze na chromozom W, kdy samice ma produkt a samec nikoliv.
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Programem Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008) je vypocteno mimo jiné tzv. P-Value. Pokud
je hodnota této veli¢iny mensi nez 0,0002, pak se testované mikrosatelity nachazeji ve vazbé
a naopak. Hodnota P-Value u paru mikrosatelitt CAM11 a Eru03 byla 0,000001 a u paru
CAMI11 a Sn2A-36 byla 0,000006, coz znacti, ze lokusy jsou ve vazbg.

Podle udaji o vazbé mikrosatelitu CAM11 s pohlavné vazanymi lokusy Eru03 a Sn2A-
36 vyplyva, ze i kdyz svym genotypem tento mikrosatelit neodpovida genotypu, ktery by mél
mit mikrosatelit vazany na chromozom Z, je na tomto chromozomu lokalizovan. Cahlikova
(2011) v diplomové praci zjistila vazbu mezi mikrosatelity Eru03 a Sn2A-36 a vazbu obou na

pohlavni chromozom Z, to potvrzuje, Ze tyto tii lokusy jsou vzajemné ve vazbé.

6.1 Porovnani polymorfnich mikrosateliti nalezenych u ¢apa bilého se
zdrojovymi druhy

Ahmed et al. (2009) izolovali a charakterizovali mikrosatelitni lokusy od tuciiaka

zlutorohého. Pary primerd, které byly navrzeny, testovali na 28 jedincich tohoto druhu a nalezli

celkem 25 polymorfnich lokust. Ja jsem na DNA 23 jedinct ¢apa bilého charakterizovala jeden

polymortni mikrosatelit Ech030. Autofi u tohoto lokusu nalezli 11 alel pfi testovani u 28

jedinct tucnaka zlutorohého, teplotu annealingu ve své praci neuvadéji. Ja jsem nalezla 4 alely,

teplota annealingu byla 69 °C.

Schlosser et al. (2003) popsali mikrosatelitni lokusy u tu¢iiaka Humboldtova. Pary
primert, které byly navrzeny, testovali na 24 jedincich a nalezli celkem sedm polymorfnich
lokust. Ja jsem charakterizovala na 23 jedincich ¢apa bilého jeden polymorfni mikrosatelit
Sh2Cal2 se 4 alelami a teplotou annealingu 60 °C. Autofi ¢lanku u tohoto lokusu nalezli 6 alel

téz pti teploté annealingu 60 °C.

Kang et al. (2015) charakterizovali mikrosatelitni lokusy od tuc¢fidka uzdickového,
testovali je na sedmi jedincich tohoto druhu a nalezli Sestnact polymorfnich lokusi. Ja jsem na
23 jedincich capa bilého charakterizovala jeden polymorfni mikrosatelit Pygantarc16. Autofi
u tohoto lokusu nalezli 9 alel, kdy amplifikace byla rozdélena podle teplot annealingu do Ctyt
Casti: prvni tii ¢asti byly po sedmi cyklech s teplotami annealingu 65, 61 a 58 °C a posledni

byla 21 cykll s teplotou 55 °C. Ja jsem nalezla u tohoto lokusu 2 alely pti Ta 58 °C.

Billing er al. (2007) izolovali a charakterizovali mikrosatelitni lokusy od tu¢iiaka
nejmensiho. Pary primert, které byly navrzeny, testovali na dvou populacich tohoto druhu.
Jedna populace se skladala z dvaceti jedinci z Filipova ostrova a druha z patnacti jedinca

z Troubridgeova ostrova. Nalezli celkem osm polymorfnich mikrosatelitnich markerd. Na 23
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jedincich ¢apa bilého jsem charakterizovala jeden mikrosatelitni lokus (Emm3), u kterého jsem
nalezla dvé¢ alely pfi Ta 62 °C. Autofti u tohoto lokusu nalezli u populace z Filipova ostrova 3

alely pfi teploté annealingu 56 °C au druhé populace byl monomorfni.

Grosser et Waters (2015) navrhli a charakterizovali dalsich 20 mikrosatelitd pro tuciiaka
nejmensiho. J4 jsem na 23 jedincich ¢apa bilého charakterizovala dva polymorfni mikrosatelitni
lokusy Em8 (3 alely) a Em14 (2 alely) s teplotou annealingu 68 °C (EmS8), respektive 67 °C

(Em14). Autofi u obou lokust detekovali po deseti alelach pfi teploté annealingu 60 °C.

Boesenkool et al. (2008) popsali mikrosatelitni lokusy u tu¢iaka zlutookého a testovali
je na dvaceti jedincich a vybrali z nich dvanact polymorfnich. Ja jsem charakterizovala jeden
polymortni mikrosatelit Man27 se dvéma alelami a teplotou annealingu 57 °C. Autofi u tohoto

mikrosatelitu nalezli téz dvé alely s Ta 48 °C.

Dawson et al. (2010 a 2013) navrhli univerzalni mikrosatelity vyuzitelné v ramci tfidy
ptakt. Nejdiive nalezli 35 ptaCich EST mikrosatelitnich lokust, které mély vysoky stupen
sekvencni homologie mezi dvéma fylogeneticky vzdalenymi druhy (zebfi¢kou pestrou a kurem
bankivskym). V pozd¢jsi praci vyuzili konzervované sekvence s vysokym poctem kratkych
repetitivnich motivi u téchto dvou geneticky vzdalenych druhG a nalezli celkem 24

konzervovanych ptacich mikrosatelitu.

Dawson et al. (2010) nalezli 36 pard primerd, které byly amplifikovany u zebficky
pestré a kura bankivského. Stejné¢ jako Gajdosikova (2020) jsem potvrdila polymorfni produkt
u Ctyt part primerti (TGO01-124, TG03-002, TG08-24(1) a TG13-017), ale lokus TG03-002 byl
monomorfni. U v§ech polymorfnich mikrosatelitd jsem nalezla shodné po dvou alelach. Teplota
annealingu u mikrosateliti TG3-002 a TGO08-24(1) byla 63 °C, 48 °C u TG01-124 a 62 °C
u TG13-017. Autorti tyto Ctyfi mikrosatelity vyhodnotili pfi testovani u kura bankivského jako
monomorfni. Pfi testovani u zebficky pestré vyhodnotili dva mikrosatelity: TG01-124 a TGOS-
24(1) jako monomorfni. Mikrosatelit TG03-98 byl u zebficky pestré polymorfni se tfemi
alelami a TG13-017 byl polymorfni s péti alelami. Teplotu annealingu Dawson et al. (2010)

nastavili u v§ech testovanych part primerti na 56 °C.

Dawson et al. (2013) popsali 24 konzervovanych ptacich mikrosatelitt, které
amplifikovali u zebficky pestré a kura bankivského. V bakalarské praci (Gajdosikova, 2020)
byly otestovany tyto pary primerd na 6 jedincich ¢apa bilého. Pét z téchto mikrosatelitt bylo
polymorfnich (CAMO5, CAM10, CAM11, CAM15 a CAM24). Po otestovani téchto lokusi na
DNA 23 jedincu c¢apa bilého, jsem potvrdila polymorfismus u ¢tyf z nich, mikrosatelit CAM10
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byl monomorfni. Autofi ¢lanku amplifikovali tyto mikrosatelity na 7-12 jedincich zebficky
pestré a 2—4 jedincich kura bankivského pii teploté annealingu 56 °C. U lokusu CAMOS jsem
pfi testovani musela snizit koncentraci (objem) hofe¢natych iontd na %3 (z 25 mmol/l na
16,67 mmol/l, respektive ze 14,5 ul na 9,5 ul) pavodni koncentrace (objemu). U CAMOS jsem
nalezla dvé alely pfi teploté annealingu 57 °C. Autoti u mikrosatelitu CAMOS nalezli na sedmi
jedincich zebficky pestré Sest alel a u kura bankivského na c¢tyfech jedincich dvé alely.
Mikrosatelit CAM11 byl nalezen jako polymorfni pfi testovani na 23 jedincich ¢apa bilého se
dvéma alelami pfi teploté annealingu 59 °C. Autofi u lokusu CAM11 nalezli pfi testovani na
dvanacti jedincich zebficky pestré Sest alel a u kura bankivského na Ctyfech jedincich jednu
alelu. U lokusu CAM15 jsem nalezla pfi testovani na 23 jedincich ¢apa bilého dvé alely pii Ta
51 °C. Autori nalezli u zebficky pestré (12 jedincu) tfi alely a u kura bankivského (u 4 jedinct)
dve alely. U mikrosatelitu CAM24 jsem detekovala na DNA 23 jedinct ¢apa bilého dvé alely
pii Ta 60 °C. U 12 jedinct zebticky pestré nalezli autofi Sest alel a u 4 jedinct kura bankivského

byl monomorfni.

6.2 Cross-species PCR amplifikace mikrosateliti u vybranych druhu rodu
Ciconia

Laboratof populacni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky PfF Univerzity
Palackého v Olomouci se mimo jiné zabyva cross-species testovanim mikrosateliti u capu. Pét
praci (Burianova, 2011; FiSerova, 2014; Gajdosikova, 2020; Kriiavkova, 2021 a Kriiavkova,
osobni sdéleni), se jiz diive zabyvalo testovanim a charakteristikou mikrosateliti u ¢apa bilého.
Testovanim a charakteristikou mikrosateliti u capa Cerného se zabyvaly dvé bakalaiské
(Navratilova, 2009 a Musilova, 2022) a dvé diplomové prace (Cahlikova, 2011 a FiSerova,
2014). Poslednim druhem, u kterého byly testovany a charakterizovany mikrosatelity, byl ¢ap
simbil, tomuto druhu se vénovaly Ctyfi bakalarské prace (Nevimova, 2012; Novosadova, 2012;
Kosatova, 2020 a Kopecky, 2022) a jedna diplomova (Fiserova, 2014). Rady brodivi

a veslonozi jsou nize brany ve star§im pojeti systému.

Czip simbil

Bakalatska prace (Nevimova, 2012) se zabyvala cross-species PCR amplifikaci 187 paru
primert puvodné navrzenych pro druhy z fadu brodivych, potapek, potaplic, dlouhoktidlych,

vrubozobych a tu¢naklt u ¢apa simbila. Pomoci cross-species PCR amplifikace detekovala

celkem 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust s poctem alel od dvou do Sesti.
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Novosadova (2012) ve své bakalarské praci provadeéla cross-species PCR amplifikaci
198 mikrosatelitti pochazejicich od ptaki z fadu veslonozi a plamenaci u ¢apa simbila. Dvacet

Ctyfi part primerd amplifikovalo polymorfni produkt se dvéma az Sesti alelami.

FiSerova (2014) ve své diplomové praci hledala polymorfni mikrosatelitni lokusy u ¢apa
simbila. Pro testovani pouzila 22 part primert pavodné navrzenych pro volavku rusohlavou
(Bubulcus ibis) z tadu brodivi a potapku zapadni (Aechmophorus occidentalis) z tadu potapky
(Podicipediformes). Z celkového poCtu 22 parG primerd nenalezla u tohoto druhu zadny
polymorfni produkt. Dale provedla genotypizaci part primerd u Capa simbila, které byly
oznaceny jako polymorfni ve dvou bakalafskych pracich (Nevimova, 2012 a Novosadova,
2012). Celkem tedy analyzovala a charakterizovala 50 part primerti od druhti z fadu brodivi,
dlouhokfidli, plamernaci a veslonozi. U deseti nepiibuznych jedinci c¢apa simbila

charakterizovala 45 nezavislych polymorfnich mikrosatelitnich lokus.

Kosatova (2020) ve své bakalarské praci provadéla cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelith z fadu tucrniaci a konzervovanych ptafich mikrosatelitd u ¢apa simbila. Pouzila
173 para primerq, z toho 113 part primert bylo navrzeno pro druhy z fadu tucnaci a 60 paru
primerd bylo pouzito pro amplifikaci univerzalnich ptacich mikrosateliti. Ze vSech part
primert se ji podafilo u 21 amplifikovat polymorfni produkt. Polymorfni mikrosatelity mély od

dvou do deviti alel na lokus.

Kopecky (2022) se zabyval cross-species PCR amplifikaci mikrosateliti z fadu
trubkonosi u ¢apa simbila. V praci bylo otestovano 213 part primerd, z nichz 207 bylo diive
popsano u druhti z fadu trubkonosi, dalSich pét part primert bylo popsano u zastupct z fadu
dlouhoktidli a jeden par pochazel z fadu pévci. Celkem 26 pard primerd amplifikovalo

polymortni produkt. Tyto zjisténé polymorfni mikrosatelity mély od dvou do Sesti alel na lokus.
Cap &erny

Testovanim polymorfismu mikrosatelitnich lokusi na DNA Sesti nepfibuznych jedincti
capa Cerného se zabyvala bakalarska prace Navratilova (2009). Cross-species PCR amplifikaci
bylo testovano 174 para primera od ruznych druht vodnich ptaka patficich do fadu brodivych,
veslonohych, vrubozobych, potapek, tucnaku a jeden par primert od tura domaciho. V ramci

této prace nalezla 21 polymorfnich PCR produktt s po¢tem alel od dvou do Sesti.

Diplomova prace (Cahlikova, 2011) se zabyvala analyzou a charakteristikou

polymorfnich cross-species mikrosatelitd pro determinaci paternity u ¢apa Cerného. Autorka
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otestovala nejdiive 204 cross-species paru primert na Sesti neptibuznych jedincich ¢apa bilého,
které byly ptivodné navrzeny pro amplifikaci mikrosatelitnich lokust ptakd pochazejicich
z fadu brodivi, dlouhoktidli, plamenaci, potaplice a veslonozi. Dale ve své praci testovala 14
mikrosatelitnich lokust, které byly v bakalarské praci (Navratilova, 2009) oznaCeny jako
monomorfni, ale v testech provadénych na DNA ¢apa bilého vykazovaly polymorfismus. Tyto
mikrosatelity pochéazely z fadu veslonozi (vSechny amplifikovaly monomorfni produkt) a z fadu
brodivi, kdy pouze u Cc01 nalezla polymorfni produkt. Autorka prace provedla genotypizaci
nalezenych dvanacti polymorfnich mikrosatelitnich lokusti spolecné s 18 polymorfnimi
mikrosatelity, které byly nalezeny v bakalarské praci (Navratilova, 2009). V ramci diplomové
prace (Cahlikova, 2011) autorka vybrala Sest mikrosateliti pro co nejrychlejsi, financné

relativn€ nenaroc¢nou ale spolehlivou molekularni determinaci paternity u ¢apa cerného.

FiSerova (2014) se ve své diplomové praci zabyvala hledanim polymorfnich
mikrosatelitnich lokust u ¢apa cerného. Pro testovani pouzila pary primert pavodné navrzené
pro ¢apa vychodniho, volavku rusohlavou a potapku zapadni. U ¢apa Cerného ani jeden z 31

testovanych part primerti neposkytl polymorfni produkt.

Musilova (2022) se ve své bakalarské praci zabyvala cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitd z fadu trubkonosi u ¢apa cerného. Dohromady otestovala 213 part primert na
Sesti nepfibuznych jedincich ¢apa cerného. Z tohoto poctu testovanych parti primert pochazelo
207 part primert z fadu trubkonosi, pét part z fadu dlouhokfidli a jeden par z fadu pévci. Po
otestovani vSech pard primerd poskytlo Sestnact z nich polymorfni produkt s poctem alel od

dvou do Sesti na lokus.
Cap bily

V bakalafské praci Obrucova (2009) testovala cross-species PCR amplifikaci 167 para
primert u ¢apa bilého pivodné€ navrzenych pro druhy z fadu brodivi, plameriaci, potapky,
veslonozi, vrubozobi a pro tucniaky a dale jeden par primert od savca z fadu sudokopytnici
(Artiodactyla). U ¢apa bilého poskytlo 20 para primera polymorfni produkt. Nasledné se ve své
diplomové praci (Burianova, 2011) zabyvala analyzou a charakteristikou polymorfnich cross-
species mikrosateliti pro determinaci paternity u ¢apa bilého. U tohoto druhu otestovala na
DNA 23 nepftibuznych jedinct 210 cross-species paru primert odvozenych od zastupcu ze 7
raznych fadi - vrubozobi (Anseriformes), brodivi (Ciconiiformes), plamernaci

(Phoenicopteriformes), potaplice (Gaviiformes), veslonozi (Pelecanifromes), dlouhokiidli

(Charadriifformes) a tucnaci (Sphenisciformes). Celkem nalezla 14 polymorfnich
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mikrosatelitnich lokust, které byly odvozeny z DNA taxonomicky pfibuznych druha
pochazejicich z tadu brodivych, dlouhokiidlych, plameniakd, potaplic a veslonohych. Do
nasledné genotypizace zahrnula dalSich 20 polymorfnich mikrosatelitd, které nalezla
v bakalarské praci. Pii genotypizaci 20 polymorfnich mikrosatelitd z bakalaiské praci zjistila,
ze jeden mikrosatelit byl mylné hodnocen jako polymorfni a dva pary (WSu 17 a WSu 18,
Eru07 a Eru09) byly ortologni mikrosatelity a pro dalsi analyzu byl vybran vzdy jeden z nich.
Dohromady nalezla 31 polymorfnich mikrosatelitt, které mély od dvou do desiti alel na lokus.
Dale charakterizovala dalSich osm polymorfnich mikrosateliti (od 2 do 23 alel) od ¢apa bilého.
Vsechny polymorfni lokusy charakterizovala prostfednictvim popula¢né-genetickych
programu na zakladé kterych vybrala 7 lokusu, které by byly vhodné pro budouci analyzu

ptibuzenskych vztahti, zejména pak determinaci paternity u ¢apa bilého.

FiSerova (2014) ve své diplomové praci hledala polymortni mikrosatelitni lokusy u ¢apa
bilého. Pro testovani vyuzila pary primerd pivodné navrzené pro ¢apa vychodniho, volavku
rusohlavou a potapku zapadni. U ¢apa bilého amplifikovalo polymorfni produkt pét z 31 paru

primert s poctem alel od dvou do Ctyf na lokus.

Gajdosikova (2020) otestovala 173 parG primerd z fadu tucniaci a univerzalni ptaci
mikrosatelity na DNA Sesti jedinct ¢apa bilého. Testovanim téchto pard primeru se ji podafilo
detekovat devatenact polymorfnich mikrosateliti. Kromé jednoho mikrosatelitu, ktery mél tfi
alely, byly u vSech nalezeny dvé alely na lokus. Tyto mikrosatelity jsou analyzovany

a charakterizovany v ramci této diplomové prace.

Kriavkova (2021) se ve své bakalarské praci zabyvala cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitd z fadu trubkonosi u ¢apa bilého. V ramci této prace otestovala pomoci cross-
species PCR amplifikace celkem 213 part primeru na Sesti nepfibuznych jedincich ¢apa bilého.
207 mikrosatelit pochazelo od zastupct z fadu trubkonosi, pét mikrosateliti pochazelo z fadu
dlouhoktidli a jeden z fadu pévci. Testovanim té€chto pard primert se ji podafilo detekovat
osmnact polymorfnich mikrosatelitd. Tyto pary primert analyzuje a charakterizuje v diplomové
praci (Kriiavkova, osobni sdé€leni). Pii testovani téchto part primert na 23 nepiibuznych
jedincich capa bilého jeden par primert poskytl produkt monomorfni. Celkem poskytlo

polymorfni produkt sedmnact parti primert a pocet alel na lokus se pohyboval od dvou do Sesti.

6.3 Porovnani polymorfnich mikrosateliti u druhi z kladu Aequorlitornithes
Mikrosatelity z fadu tu¢fidci a univerzalni ptaci mikrosatelity byly zatim testovany

u zastupcu rodu Ciconia ve dvou bakalafskych pracich u ¢apa bilého (Gajdosikova, 2020)
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a simbila (KoSatova 2020), u capa Cerného zatim tyto testy nebyly provedeny. U capa bilého
jiz byly nalezené polymorfni mikrosatelity i charakterizovany (tato prace), u capa simbila
analyza a charakterizace v ramci Laboratofe populacni genetiky na Katedie bunécné biologie

a genetiky PiF UPOL prave probiha, av§ak vysledky zatim nejsou.

U c¢apa bilého (23 jedincti) jsem charakterizovala 15 polymorfnich mikrosatelitd. U ¢apa
simbila (6 jedinct) nalezla Kosatova (2020) dvacet jedna polymorfni mikrosatelitt. Usp&snost
amplifikace hodnotitelného polymorfniho produktu tedy ¢ini u ¢apa bilého 8,67 % a u Capa
simbila 12,14 %. Celkem sedm para primert poskytlo polymorfni produkt soucasné€ u ¢apa
bilého i u ¢apa simbila. Dale osm testovanych part primert poskytlo u ¢apa bilého polymorfni
produkt, avSak u ¢apa simbila monomorfni. Dohromady 14 mikrosateliti bylo polymorfnich
u ¢apa simbila, ale u ¢apa bilého byly monomorfni. Konkrétné se jedna o Ctyfi mikrosatelity
Ech007, Man46, Pygantarc29 a Emm2 se dvéma alelami, o devét mikrosateliti (EchO11,
Ech020, TGO01-077, TGO1-148, TG04.061, TG11-011, Em5, Em23 a Sh2Ca58) se tfemi

alelami a o jeden mikrosatelit Ech036 se ¢tyfmi alelami (viz tabulka 7).

V ramci Laboratofe populacni genetiky na Katedfe bunécné biologie a genetiky PiF
Univerzity Palackého v Olomouci byly mikrosatelity z fadu tuéiiaci a univerzalni ptaci
mikrosatelity jiz testovany na celkem deseti druzich ptakd z péti dalSich tada kladu

Aequorlitornithes (Prum et al., 2015).

Pary primerq, které byly puvodné navrzeny pro zastupce z fadu tucniaci a univerzalni
ptaci mikrosatelity, byly testovany v bakalafské praci (Kremlova, 2019) na pelikanu bilém
a dale charakterizovany v diplomové praci (Kremlova, 2021). Na pfitomnost polymorfnich
mikrosatelith byly testovany dalsi tfi druhy pelikani: pelikan skvrnozoby, africky a kadefavy.
U pelikana skvrnozobého byly mikrosatelity testovany v bakalaiské praci Sulakova (2017).
U pelikana afrického byly vySe zminéné mikrosatelity testovany v bakalarské praci Adamkova
(2019) a charakterizovany v diplomové praci Kopecna (2020). Mikrosatelity z fadu tucnaci
a univerzalni pta¢i mikrosatelity byly testovany na plamenaku karibském a rizovém. Testovani
u plameridka karibského probihalo v bakalafské praci Zlochova (2017) a dale byly nalezené
polymorfni mikrosatelity charakterizovany v diplomové praci Sulakova (2019). Mikrosatelity
u plamenaka rizového byly testovany v bakalaiské praci Klaclova (2018) a dale byly
charakterizovany v diplomové praci VereSova (2020). Na polymorfismus vySe zminénych
mikrosatelit byl testovan v bakalarské praci (Pechova, 2014) nesyt indomalajsky.
V neposledni fadé byly testovany na polymorfismus mikrosateliti z fadu tuéiaci
a univerzalnich ptacich mikrosateliti dva druhy caput: ¢ap bily (bakalaiska prace Gajdosikova
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(2020) a tato diplomova prace) a ¢ap simbil (KoSatova; 2020). V tabulce 7 je srovnani mnou
genotypovanych polymorfnich mikrosatelita s vysledky testovani dalsich studentek. Ve sloupci
jsou sefazeny mikrosatelity sestupné z hlediska uspéSnosti nalezeni polymorfismu od
mikrosatelitd (CAM24 a CAM11), které byly polymorfni u deviti z deseti testovanych druha
az po mikrosatelity (Pygantarc16, TGO1-124 a CAMI15) polymorfni pouze u €apa bilého.
V tadku jsou uvedeny druhy, u kterych bylo testovani provedeno a jsou sefazeny od druhu
s nejvetsim poctem spolecnych polymorfnich mikrosateliti az po druhy, u kterych byly pouze
dva spolecné mikrosatelity polymorfni.

Tabulka 7: Univerzalni ptaci mikrosatelity a mikrosatelity od druhl z fadu tucnaci, které byly
polymorfni u ¢apa bilého a srovnani s vysledky u dalSich deviti druhti z kladu Aequorlitornithes.
Cisla uvedena u jednotlivych druht ptaka znaci pocet testovanych jedinct. Cisla pod druhy

udavaji pocet nalezenych alel na dany lokus, M jsou oznacCeny lokusy vyhodnocené jako
monomorfni, NT jsou lokusy, netestované u dan¢ho druhu.

Druh s poctem nalezenych alel
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CAM24 2 2 5 7 2 5 4 3 M 2
CAM11 2 2 3 2 2 5 3 M 5 2
Em8 3 M 7 5 3 M M 5 NT M
Man27 2 3 M 6 M M 3 M 2 M
Ech030 4 3 M 6 M M 5 M M M
Emm38 2 2 M M 2 M M 2 M M
CAMO5 2 9 M M 5 M M M M M
Em14 2 M 3 M M 2 M M NT M
TG3-002 2 M M M M 5 M M M M
TGO08-24(1) 2 M 4 M M M M M M M
TG13-017 2 M 4 M M M M M M M
Sh2Cal2 4 2 M M M M M M M M
Pygantarcl6 2 M M M M M M M M M
TG01-124 2 M M M M M M M M M
CAM15 2 M M M M M M M M M

Nejuspésnéjsi mikrosatelitni lokusy jsou CAM11 a CAM24, které jsou polymorfni
u deviti z deseti druht. Usp&snost amplifikace polymorfniho produktu u t&chto dvou part

primert je 90 %. Mikrosatelit CAM11 byl monomorfni pouze u pelikana afrického, u kterého
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mél CAM24 tii alely, a naopak u nesyta indomalajského je CAM11 polymorfni s péti alelami,
ale CAM24 je u tohoto druhu monomorfni. Mikrosatelity Em8 a Man27 jsou polymorfni u péti
z deseti testovanych druht. Dva lokusy (Ech030, Emm8) byly polymorfni u ¢tyf testovanych
druht. Mikrosatelity Em14 a CAMOS5 byly polymorfni u tfi testovanych druht, Ctyfi lokusy
TG3-002, TG08-24(1), TG13-017 a Sh2CA12 byly polymorfni u dvou testovanych druh a tfi
lokusy (Pygantarc16, TG01.124 a CAM15) byly polymorfni pouze u ¢apa bilého.

6.4 Polymorfni mikrosatelity u ¢apa bilého
Doposud bylo v ramci praci Laboratote populacni genetiky u ¢apa bilého testovano 783
para primert, uspésnost nalezeni polymorfniho produktu je 9,71 %. Polymorfni produkty
poskytlo 76 z testovanych part primerd, zbyl€é pary primert amplifikovaly produkt monomorfni
nebo byl produkt nehodnotitelny z divodu vyskytu stutter bandt. Uvedené pary primert byly
ptvodné navrzeny pro druhy z fadu brodivi, veslonozi, plamenaci, dlouhokfidli, potapky,
trubkonosi, pévci a tucnaci, dale polymorfni produkt poskytly univerzalni ptaci mikrosatelity
(EST a konzervované pta¢i mikrosatelity). Sedmdesat jedna pard primerd bylo
charakterizovano ve tfech diplomovych pracich (Burianova, 2011; Kriidvkova, osobni sdéleni
a tato prace). Pét mikrosatelith jesté nebylo charakterizovano na 23 nepfibuznych jedincich
capa bilého.
Na obrazku 6 je znazornéno rozloZeni 76 polymorfnich mikrosatelitnich lokust nalezenych
u &apa bilého. Razeni jednotlivych druht ptaku je uvedeno ve star$im pojeti systému. Je zde
uveden také pocet part primert poskytujicich polymorfni produkt a fad, pro ktery byl pivodné

par primerd navrzen.

3;4% 1;1% 1;1% .,
H Brodivi (28)
4; 5%
45 B Trubkonosi (17)
H Veslonozi (11)

Tucnaci (7)

7;9% . .

m EST ptaci mikrosatelity (4)

m Konzervované pta¢i mikrosatelity (4)
m Plamenici (3)

m Potapky (1)

m Dlouhokfidli (1)

Obrizek 6: Rozlozeni 76 pard primerti amplifikujicich polymorfni produkt u capa bilého
vzhledem k jejich zdrojovému fadu. Cisla udavaji, kolik part primert, ptivodné navrzenych pro
dany tad, poskytlo u ¢apa bilého polymorfni produkt.
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U capa bilého je populace az na vyjimky geneticky uniformni a jsou u nich detekovany
nizké pocty alel, tudiz studium mikrosatelitd u tohoto druhu ma vyznam. Proto bych za prvé
navrhovala otestovat jedenact nove izolovanych mikrosatelitd od ¢apa bilého (Turjeman et al.,
2016) na téchto 23 jedincich z davodu zjisténi, zda mezi témito jedenacti a 71
charakterizovanymi mikrosatelity neni vazba. Déle bych navrhovala plné charakterizovat pét
polymorfnich mikrosatelit, které byly nalezeny v diplomové praci FiSerova (2014). Poté
otestovat mikrosatelity od fadi z kladu Aequorlitornithes, které jiz poskytly polymorfni produkt
u ¢apa bilého (Rodrigues et al., 2017) a zatim v ramci Laboratofe populacni genetiky nebyly
testovany. V neposledni fadé navrhuji otestovat mikrosatelity od radu, které dosud v ramci
laboratofe nebyly testovany, konkrétn€é od zastupci z fadu slunatci (Eurypygiformes)
a dlouhokiidli (Charadriiformes) (Farrel er al., 2012), s vyjimkou jiz testovanych péti para

primert od tfi druht z fadu dlouhokiidli.
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7 Zavér

V ramci diplomové prace jsem pomoci cross-species PCR amplifikace u 23 neptibuznych
jedinct Capa bilého (Ciconia ciconia) otestovala a charakterizovala vybrané polymorfni
mikrosatelity. Pro amplifikaci jsem pouzila pary primert, ktery poskytly polymorfni produkt
v bakalarské praci (Gajdosikova, 2020). Konkrétné se jednalo o devét part primera, které byly
puvodné navrzeny pro zastupce z fadu tucnaci (Sphenisciformes) a po péti parech primert

puvodné navrzenych pro amplifikaci EST a konzervovanych ptacich mikrosatelitd.

Dohromady jsem hodnotitelny polymorfni produkt potvrdila u patnacti z devatenacti
testovanych parti primert, tfi mikrosatelity byly monomorfni a jeden byl polymorfni ale
nehodnotitelny. Z patnacti para primera bylo sedm pivodné navrzenych pro zastupce z fadu

tucnaci a po Ctyfech navrzenych pro amplifikaci EST a konzervovanych ptacich mikrosatelita.

Byla stanovena alelova konstituce u vSech hodnotitelnych polymorfnich mikrosatelitt.
Charakterizovala jsem 15 mikrosatelitnich lokusti s primérnym poctem alel 2,333 a nasledné
jsem je ovéfila moznou vazbu mezi vSemi dvojicemi lokust. Zjistila jsem, Ze lokus CAM11 je
ve vazbé s pohlavné vazanymi lokusy Eru03 a Sn2A-36, tudiz je také vazan na pohlavni

chromozom, ale ne na chromozom Z, protoze ma pouze jeden produkt u samct a dva u samic.

Na neptibuznych jedincich ¢apa bilého bylo doposud v ramci praci v Laboratofi
populacni genetiky testovano 783 part primert, a nalezeno 76 polymorfnich produktu, z nichz

pét mikrosatelit jesté nebylo plné charakterizovano.
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9 Prilohy

Priloha 1: Charakteristika 15 polymorfnich lokust u 23 nepfibuznych jedinct ¢apa bilého. Vystup z programu Cervus 3.0.7.

Lokus k Hons HExp PIC NE-IP NE-2P NE-PP NE-I NE-SI HW  F (null)
Ech030 4 0,348 0467 0426 0,889 0,783 0,575 0,326 0,603 NS 0,1860
Em8 3 0,696 0,603 0,511 0,826 0,695 0,55 0,428 0,517 NS -0,1016
Eml4 2 0,087 0,085 0,08 0,997 0,96 0925 0,844 0919 ND -0,1310
EmmS8 2 0,174 0,232 0,201 0974 0,899 0,829 0,624 0,792 ND 0,1321
Man27 2 0,522 0,502 0,371 0879 0815 0,721 0,379 0,599 NS -0,0299
Sh2Cal2 4 0,522 048 0411 0,885 0,765 0,632 0,339 0,597 NS -0,0453
Pygantarcl6 2 0,261 0,348 0,282 0942 0,859 0,775 0493 0,703 NS 0,1321
TGO01-124 2 0,391 0,449 0,343 0903 0,829 0,738 0411 0,633 NS 0,0580
Tg03-002 2 0,304 0,264 0,225 0967 0,888 0,812 0,584 0,767 ND -0,0792
TG08-024(1) 2 0,261 0,232 0,201 0974 0,899 0,829 0,624 0,792 ND -0,0654
TG13-017 2 0,522 0,502 0,371 0879 0815 0,721 0,379 0,599 NS -0,0299
CAMO5 2 0478 0469 0367 0,882 0816 0,724 0,383 0,603 NS -0,0069
CAM11 2 0,522 0,349 0,311 0926 0844 0,757 0452 0,67 NS -0,1495
CAM15 2 0,435 0464 0351 0,897 0,825 0,734 0401 0,624 NS 0,0213
CAM24 2 0,13 0,125 0,114 0993 0943 0,895 0,778 0,884 ND -0,0249
Legenda:
k pocet nalezenych alel na lokus
N pocet testovanych jedincu
Hobs pozorovana heterozygotnost
Hexp o¢ekavana heterozygotnost
PIC vypovidaci hodnota lokusu
NE-1P pravdépodobnost chybného piifazeni prvniho z rodic¢i k mladéti v pfipadé€, Zze neni znam ani jeden z rodict
NE-2P pravdépodobnost chybného pfifazeni druhého z rodict k mladéti v pripad€, Ze je znam prvni z rodicu
NE-PP pravdépodobnost chybného pfifazeni rodicovského paru k mladéti
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NE-I pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokusti u dvou nahodné vybranych nepfibuznych jedinct

NE-SI pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokust u dvou piibuznych mlad’at
HW soulad/odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy

NS lokus je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

ND lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

* signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladin€ vyznamnosti 5 %

oAk signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladin€ vyznamnosti 0,1 %
F (null) frekvence vyskytu nulovych alel

Number of individuals:

Number of loci:

Mean number of alleles per locus:

Mean proportion of loci typed:

Mean expected heterozygosity:

Mean polymorphic information content (PIC):
Combined non-exclusion probability (first parent):

Combined non-exclusion probability (second parent):

Combined non-exclusion probability (parent pair):
Combined non-exclusion probability (identity):
Combined non-exclusion probability (sib identity):

23

15

2,333
1,0000
0,3766
0,3044
0,28452797
0,06838839
0,01104439
0,00000825
0,00293344

54



