Univerzita Palackého v Olomouci

Diplomova prace

Olomouc 2023 Bc. Petra Krnavkova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich
mikrosateliti z Fadu trubkonosi u ¢apa bilého
(Ciconia ciconia)

Diplomova prace

Bc. Petra Krnavkova

Studijni program: Molekularni a buné¢na biologie

Forma studia: Prezencni

Olomouc 2023 Vedouci prace: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pifjmeni:  Bc. Petra KRNAVKOVA

Osobni ¢islo: R210600
Studijni program: N0511A030046 Molekularni a bunécna biologie
Téma prace: Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich mikrosatelitd z fadu trubkonosi u ¢apa bilého (Ciconia ciconia).

Zadévajici katedra:  Katedra bunécné biologie a genetiky

Lasady pro vypracovani

1. Vypracovéni reSerSe na téma diplomové préce.

2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroji.

3. Amplifikace a charakteristika vybranych mikrosatelitovych lokusi na DNA 23 nepfibuznych jedinci ¢apa bilého; jedna se o mikrosatelity oznacené jako
polymorfni v bakalarské praci Kritévkova, P. (2021): Cross-species amplifikace mikrosatelitti z fadu trubkonosi u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Bakalarska
prace (Dep. in: Knihovna Biologickych obori PiF UP v Olomouci).

Rozsah prace 60 stran

Rozsah pracovni zprévy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani diplomové prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:

1. Prum, R.0. et al. (2015): A comprehensive phylogeny of birds (Aves) using targeted next-generation DNA sequencing. Nature, 526, 569-573.

2. Moodley, Y. et al. (2015): Evolutionary factors affecting the cross-species utility of newly developer microsatellite markers in seabirds. Molecular
Ecology Resources, 15, 1046-1058.

3. Kennedy, M. et al. (2013): The phylogenetic relationships of the extant pelicans inferred from DNA sequence data. Molecular Phylogenetics and
Evolution, 66, 215-222.

4. Bicknell, AW.J. et al. (2011): Characterisation and predicted genome locations of Leach’s storm-petrel (Oceanodroma leucorhoa) microsatellite
loci (Procellariidae, Aves). Conservation Genetics Resources, 3, 711-716.

5. Briedl, J. et al. (2012): Eighteen polymorphic microsatellite markers in Monteiro’s storm-petrel, Oceanodroma monteiroi, and cross-species ampli-
fication in three other Procellariiformes. Molecular Ecology Resources, 9, 913-915.

Vedouci diplomové préace: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.
Katedra bunécné biologie a genetiky



Datum zadani diplomové prace: 4. listopadu 2021
Termin odevzdani diplomové prace: 31. Cervence 2023

LS.

doc. RNDr. Martin Kubala, Ph.D. prof. RNDr. Zdenék Dvorak, DrSc.
dékan vedouci katedry

V Olomouci dne 4. listopadu 2021



Bibliografické udaje

Jméno a prijmeni autora: Bc. Petra Kriiavkova
Nézev prace: Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich

mikrosatelith z fadu trubkonosi u ¢apa bilého (Ciconia

ciconia)
Typ prace: Diplomova
Pracovisteé: Katedra bunécné biologie a genetiky, PtF UP v Olomouci
Vedouci prace: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.
Rok obhajoby prace: 2023

Souhrn:

Tato diplomova prace se vénuje analyze a charakteristice vybranych polymorfnich
mikrosatelitl, které byly nalezeny u ¢apa bilého (Ciconia ciconia) prosttednictvim cross-
species PCR amplifikace.

Teoreticka Cast se zaobira systémem recentnich ptakli, dale popisem capa bilého,
jeho chovanim, migraci, hnizdénim, systémem pafeni, potravou, karyotypem
a charakterizaci heterochromatinu. Dal§i kapitoly se zabyvaji charakteristikou
mikrosatelitl, dale pak mikrosatelity u druhli z Celedi Capoviti, a to t€émi které byly
popsany de novo a také pomoci cross-species PCR amplifikace.

Experimentalni ¢ast se zabyva cross-species PCR amplifikaci s pouzitim 18 part
primert, které byly nalezeny u zastupct z fadu trubkonosi a poskytly polymorfni produkt
v mé bakalarské praci (Kravkova, 2021). Tyto pary primerd byly testovany na
genomické DNA 23 neptibuznych jedinci ¢apa bilého a 17 z nich poskytlo polymorfni
produkt. VSechny lokusy byly charakterizovany na zakladé populacné-genetickych
parametrt a zadna dvojice mikrosateliti neni ve vazbg.

Kli¢ova slova: Cap bily, mikrosatelity, cross-species PCR amplifikace,
Ciconia ciconia, trubkonosi

Pocet stran: 66

Pocet priloh: 1

Jazyk: Cesky



Bibliografical identification

Author’s name and surname: Bc. Petra Kriiavkova

Title: The analysis and characterization of selected polymorphic
microsatellites from order Procellariiformes in White Stork
(Ciconia ciconia)

Type of thesis: Master

Department: Department of Cell Biology and Genetics, Faculty of
Science, Palacky University Olomouc

Supervisor: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.

The year of presentation: 2023

Summary:

This master thesis is devoted to the analysis and characterization of selected
polymorphic microsatellites that were found in the white stork (Ciconia ciconia) through
cross-species PCR amplification.

The theoretical part is dealing with the system of recent birds, further is describing
the white stork, its behavior, migration, nesting, mating system, food, karyotype and
characterization of heterochromatin. Other chapters deal with the characteristics of
microsatellites, then microsatellites in species from the stork family, namely those that
have been described de novo and also by means of cross-species PCR amplification.

The experimental part deals with cross-species PCR amplification using 18 primer
pairs, which were found in representatives of the order of Procellariiformes and provided
a polymorphic product in my bachelor thesis (Kriidvkova, 2021). These primer pairs were
tested on the genomic DNA of 23 unrelated white stork individuals and 17 of them gave
a polymorphic product. All loci were characterized on the basis of population-genetic
parameters and no pair of microsatellites is linked.

Keywords: White  stork, microsatellites, cross-species PCR
amplification, Ciconia ciconia, Procellariiformes

Number of pages: 66

Number of appendices: 1

Language: Czech

il



Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné pod vedenim

RNDr. Petra Nadvornika, Ph.D. s pouzitim uvedenych literarnich zdroja.

V Olomouci dne 28. 4. 2023

iii



Touto cestou bych rada podékovala vedoucimu mé diplomové prace RNDr. Petru
Nadvornikovi, Ph.D. za jeho odborné vedeni, veskerou pomoc, ochotu a cas, ktery mi

vénoval pii zpracovani teoretické a experimentalni Casti této diplomové prace.

Y



Obsah

1
2
3

o 0 N &N W

Uvod 1
Cile prace 2
Literarni prehled 3
3.1 SYStEM PLAKT...ccvvieeiiieeiieeeieeeeiee et ee et e e e e e e e e srbeeesebaeesnraeeenbaeeeaaeeens 3
3.2 CAP BILY oot 3
3201 MIZIACE . ..titiieeeiiiiieteeee ettt e ettt e e e e e e et e e e e e e e et aeeeeeeas 5
3.2.2  HNUZAGND ceoiiiiiiiiiieiieeeeee e 6
3.2.3  SYSEEM PATENL..cuuuiiiiiiiieeeeeeiiiiee et e e e e et e e e e e et eeeeeeas 7
3.2.:4  POUAVA..cuiiiiiieiieec ettt e e e e e e 8
3.2.5  Karyotyp a charakterizace heterochromatinu...............ccceeeeeeeernnnnnnnneee. 10
32,0 CROVANL..ceiiiiiiiiiieeeitee ettt ettt es 11
3.3 MIKIOSALEIILY c.uiiiieieee ettt e e e e et e e e e e e e 12
3.3.1  Mikrosatelity u druht z Celedi CAPOVIti.....eeveuvreeriieeiie e, 15
3.3.2  Polymorfni mikrosatelity popsané de novo u Capovitych ........................ 15
3.3.3  Cross-species mikrosatelity u druht z Celedi Capoviti.........ceevvrerrreennenn. 18
Material a metody 20
4.1  Biologicky Material.......c..eeieeiiiiiiieiiiiie ettt e 20
4.2 Polymorfni mikrosatelitni lokusy u ¢apa bilého..........cccceeevviiiiiiiniiiiiieniinn. 20
4.3  PCR amplifikace genomické DNA capa bilého.........cccceeeeviiiiiiiiniiiiieeniinn. 21
4.4  Elektroforeticka separace PCR produktll .........c.cceoevveeriiieniiieeniiieciieeeeeee 22
4.5  Statistické vyhodnoceni vysledKi...........coouireiiiieniieeniie e 24
4.6 Pouzité ChemiKAlie ........coocuiiiiiiiiiiiiiic e 25
4.7  Pouzité roztoky a jejich PrPrava .......ccceeeeiiieeeiiiiiee e 26
4.8  Pouzité 1aboratorni PrStrOJ€ ......eeeeeruriieeeiiiiieeeiiiieeeeeiitee e e e e e e 27
Vysledky 29
Diskuse 36
Zavér 46
Literatura 47
Priloha 55




Seznam obrazku

Obrazek ¢. 1: Vybér makrochromozomi z karyotypu samce ¢apa bilého dle Abu Shnaf
et AI-Khalifa (2023) ..c.iiiiiieiieeieee et et 10
Obrazek ¢. 2: Idiogram makrochromozomu capa bilého ilustrujici pozici a velikost
konstitutivniho heterochromatinu podle Abu Shnaf er Al-Khalifa (2023)..................... 11
Obrazek ¢. 3: Elektroforetogram dvoualelového lokusu Oc28B u 23 nepifibuznych
JdINCT CAPA DIIENO....c..viieeiiieeiie e et e e e e e e ensae e e 34
Obrazek ¢. 4: Elektroforetogram ctyfalelového lokusu Ptero02 u 23 nepfibuznych
JdINCT CAPA DIIENO....c..viieeiiieeiie e et e e e e e e ensae e e 35
Obrazek ¢. 5: Elektroforetogram pétialelového lokusu Pacbel 07265 u 23 neptibuznych
JdINCT CAPA DIIENO. ..cc.eviieeiiie e et e e e e e e e e e 35
Obrazek ¢. 6: Procentualni zastoupeni 76 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u ¢apa
bilého, vzhledem k jejich zdrojovému fadu ve starém pojeti systému...........ccceeeeeenneee. 43
Obrazek ¢. 7: Srovnani procentualniho zastoupeni parti primerd amplifikujicich
mikrosatelity z fadi trubkonosi a dlouhokfidli u tfi druha rodu Ciconia....................... 44
Obrazek ¢. 8: Polymorfni mikrosatelity pochazejici od druhti z tada trubkonosi
a dlouhokfidli, které byly polymorfni u tfi druhti rodu Ciconia: (¢ap bily (tato prace), Cap
cerny (Musilova, 2022) a ¢ap simbil (Kopecky, 2022)).......ccceviiiiieeniiiieeeiiiieeeeiieenn 45

Vi



Seznam tabulek

Tabulka & 1: Seznam 18 mikrosatelitnich lokust odvozenych od druhli z fadu

trubkonosi, které byly oznaceny jako polymorfni u ¢apa bilého v mé bakalarské praci

(KIRAVKOVA, 2021). c.eeeiieiiieiiesieeeieee ettt 20
Tabulka ¢. 2: Slozeni PCR reakéni smési pro 23 vZorku. .......ccceevveevevieniiiiiiiiiiiennnns 21
Tabulka €. 3: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce. .........ccccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 22

Tabulka &. 4: Charakteristika 17 polymorfnich mikrosatelitd, které byly genotypovany
u 23 nepiibuznych jedinct ¢apa bil€ho ...........ccceiviiiiiiiiiiiii 31
Tabulka ¢&. 5: Polymorfni mikrosatelitni lokusy testované na DNA 23 nepiibuznych
jedincll Capa DIlERO........ooiiiiiiiicc 33
Tabulka €. 6: Srovnani mikrosatelitnich lokusd, které byly plvodné nalezeny u nize
zminénych zdrojovych druhlt s vysledky cross-species PCR amplifikace na
23 nepiibuznych jedincich €apa bil€ho ...........ccccoiiiiiiiiiiiii 39
Tabulka ¢&. 7: Piehled mikrosatelitnich lokust z fadu trubkonosi, které jsou polymorfni
u ¢apa bilého (tato prace) a u dalsich 10 druhd z kladu Aequorlitornithes, u kterych byly
tyto mikrosatelity takeé teStOVANY. ......cocuveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 41

vii



1 Uved

Cap bily je jednim z nejvétsich evropskych ptakd, je asi metr vysoky s rozpdtim
kiidel priblizné 2 metry. Jeho zbarveni je prevazné bilé, pouze letky ma ¢erné. Ma dlouhy
cerveny zobak a dlouhé Cervené nohy. Na rozdil od volavek ma cap bily pfi letu krk
i nohy natazené. Cap bily je rozsifen ve velké &asti evropskych zemi, a to pievazné
v Polsku a Spanélsku, ale také v oblasti Balkanu. Hnizdi na vétsing uzemi Ceské
republiky.

Mikrosatelity jsou jednoduché opakujici se sekvence, které jsou slozené
z tandemové opakujicich se jednotek o délce 1-6 bp. Vyskytuji se v eukaryotickych
1 prokaryotickych genomech. Jsou vyuzivany jako genetické markery a diky svym
typickym vlastnostem (multialelické, kodominantni a vysoce polymorfni) jsou vhodné
napiiklad pro studium populacéni struktury, testovani paternity nebo mapovani genomu.
Pro mikrosatelity je typickéa vysoka rychlost mutace.

V této diplomové praci se budu vénovat analyze a charakteristice 18 para primert,
které poskytly polymorfni produkt v mé bakalaiské praci (Krnavkova, 2021) a to na

23 neptibuznych jedincich ¢apa bilého.
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Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja.

Amplifikace a charakteristika vybranych mikrosatelitovych lokusi na DNA
23 nepiibuznych jedinct ¢apa bilého; jedna se o mikrosatelity oznacené jako

polymorfni v mé bakalarské praci (Kriavkova, 2021).



3 Literarni prehled
3.1  Systém ptaku

Ptaky (Aves) lze rozdélit na podtiidu bézci (Palaeognathae), zahrnujici fady
pstrosi (Struthioniformes), nanduové (Rheiformes), kiviové (Apterygiformes), kasuafi
(Casuariiformes) a tinamy (Tinaminoformes). Sesterskou skupinou k bézctim je podtiida
letci (Neognathae). Do Neognathae se fadi dva klady Galloanserae a Neoaves. Do
nadfadu Galloanserae patii fady hrabavi (Galliformes) a vrubozobi (Anseriformes).
Nadiad Neoaves ma bazalni nevyfeSenou polytomii nejméné 9 tadd, z nichz nékteré
(Telluraves a Aequornithes) jsou nadfazené skupiny a nékteré z nich napf.
Opisthocomiformes jsou fadem bez blizkych ptibuznych. Soucasti nadfazené skupiny
vodnich ptakii  Aequornithes jsou fady potaplice (Gaviiformes), trubkonosi
(Procellariiformes), tucnaci (Sphenisciformes), terejové (Suliformes), veslonozi
(Pelecaniformes) a ¢api (Ciconiiformes) (Gill et al., 2023). Sangster et Mayr (2021) ve
své studii pouzili ndzev Feraequornithes pro klad tvofeny fady Procellariiformes,
Sphenisciformes, Ciconiiformes, Suliformes a Pelecaniformes.

Rad &api (Ciconiiformes) zahmuje pouze eled” &apoviti s 6 rody a s celkové
19 druhy a to: Mycteria, Anastomus, Ciconia, Ephippiorhynchus, Jabiru a Leptoptilos.
Do rodu Mycteria patii nesyt africky, americky, bily a indomalajsky. Rod Anastomus
zahrnuje zejozoba afrického a asijského. Cap bily patii do rodu Ciconia, spoleéné s Gapem
bélokrkym, c¢ernym, jihoamerickym, pestrym, simbilem a vychodnim. Do rodu
Ephippiorhynchus se tadi ¢ap Cernokrky a sedlaty. Rod Jabiru obsahuje jeden druh, a to
Capa jabiru. A do posledniho rodu Leptoptilos se tadi marabu africky, indicky
a indomalajsky (Gill et al., 2023).

3.2 Cap bily

Cap bily je velky stéhovavy ptak, ktery je prevazné bile zbarveny, pouze na
kiidlech m4 Cerna pera (Rubaiee er al., 2021). Dospélci maji dlouhé Cervené nohy
a dlouhé Spicaté Cervené zobaky (Abu Shnaf er Al-Khalifa, 2023). Tento druh ma
extrémné velky areal rozsifeni, populacni trend se zda byt rostouci a velikost populace je
velmi velka, z té€chto divodi je druh hodnocen jako nejméné znepokojivy. Velikost
svétové populace se odhaduje priblizn€ na 700 000 jedinci. Evropska populace se
odhaduje na necelych 250 000 para (BirdLife International, 2023).

Evropska populace ¢apa bilého vyuziva dvé rizné letové trasy a rozchazi se do
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a severni Evropé vystavena dramatickému ubytku populace. V poloviné 50. let byla
zahajena fada nezavislych reintrodukénich programt s cilem piivést Capy zpét do
historickych areald (Svycarsko, Francie, Némecko, Nizozemi a Svédsko). Zakladajici
jedinci pochazeli z evropskych zemi a Alzirska, coz vedlo k vyznamnému umélému
miseni mezi vychodnimi a zapadnimi trasami. Snizena pocetnost jedinci v ramci
populace je spojena se zménou stanovist vCetné€ ztraty moktadu, intenzifikaci zeméed€lstvi
a je také spojena s lovem, nadzemnim elektrickym vedenim, suchem v zimovistich
a silnymi desti béhem obdobi rozmnozovani (Shephard et al., 2013). Od konce 80. let se
viak pocet jedinct neustale zvySoval, zejména v Evropé&. Dnes je populace &apa v Ceské
republice stabilni a svétova populace je stale na vzestupu. Jeden z hlavnich divodu tohoto
narustu souvisi s prizpisobenim se pouzivani skladek jako potravinového zdroje (Pineda-
Pampliega et al., 2021).

Tento druh obyva oteviené oblasti, obecné se vyhyba oblastem s pretrvavajicim
chladnym, vlhkym pocasim nebo velkym plocham vysoké a husté vegetace, jako jsou
rakosové porosty nebo lesy. Béhem zimy preferuje suché stanovisté, naptiklad pastviny,
stepi, savany a obdélavana pole. Casto se také shromazduje v blizkosti jezer, rybnika,
pomalu tekoucich potoku, pfikopi anebo fek (BirdLife International, 2023). V 1été
preferuje sladkovodni stanovisté, jako jsou vlhké pastviny, zaplavové oblasti, baziny,
jezera a ryzova pole (Abu Shnaf er Al-Khalifa, 2023).

Druh je ohrozen zménami stanovist véetné odvodiovani vlhkych luk, prevenci
povodni v zaplavovych uzemich (piehrady, naspy a preCerpavaci stanice), pfeménou
krmnych ploch, rozvojem, industrializaci a intenzifikaci zemédélstvi (Golawski et
Kasprzykowski, 2021). Je ohrozen 1 nedostatkem hnizdist v nékterych oblastech. Béhem
zimy muze v Africe dochazet k vysoké mife amrtnosti zménou dostupnosti potravy
v dusledku sucha, desertifikace a kontroly populaci sarancat pomoci insekticidi. Dalsi
hrozbou je kolize a usmrceni elektrickym proudem z nadzemniho elektrického vedent,
zejména pi1 migraci v Evropé. Druh je loven pro potravu a sport, predevsim pii migraci
a v zimovistich. Vzhledem ke zvyku tohoto druhu vykonévat potfebu na nohach, aby si
reguloval svoji télesnou teplotu v horkém podnebi se nedoporucuje vybavovat jedince
krouzky na nohach pro ucely identifikace (suché kyselina mocové se hromadi na nohéach
a ztvrdne kolem krouzk, ¢imz je utahne a vede to ke zranéni). Proto se doporucuji jiné
metody monitorovani, jako jsou satelitni telemetrie anebo Stitky umisténé na ktidlech
(Patagial tags). Celkova populace druhu je sCitdna a monitorovana kazdych 10 let

(BirdLife International, 2023).



3.2.1 Migrace

Cap bily je palearkticky, socialni migrant, ktery je Siroce rozsifen po celém
evropském kontinentu, az na vychod po Bélorusko a Ukrajinu a na sever az do jizni
Skandinévie, a také na jih od Stfedozemniho mofte, kde jsou hnizdici populace v severnim
Alzirsku, Maroku a Tunisku (Loucif et al., 2022). Oblast rozsifeni se rozprostira od
severni Afriky a Pyrenejského poloostrova az po zapadni ¢asti Asie (Arslangiimdogdu et
al., 2017).

V populaci stfedni a zapadni Evropy se ptaci ste¢huji do svych zapadoafrickych
zimovist pies Gibraltarsky pruliv, ptaci z vychodni Evropy migruji pies Turecko
a Stfedni vychod a zimuji ve vychodni a jizni Africe. V ramci zapadniho Turecka se
migrace soustied’'uje do tii oblasti: pruliv Dardanely na zapadé, poloostrov Kapidag ve
stfedni Casti Marmarského mote a Bosporsky praliv na vychodé (Shephard et al., 2013;
Arslangiimdogdu et al., 2021). Populace severni Afriky, stejné jako zapadni populace se
zamétuji na oblast Sahelu v Africe jako na svou piezimovaci oblast (Loucif et al., 2022).
Pfi migraci do subsaharskych zimovist' prekracuji tfi geografické bariéry: Gibraltarsky
pruliv, pohoti Atlas a saharskou poust (Marcelino et al., 2023).

Povétrnostni podminky, jako je teplota, smér a rychlost vétru a srazky ovliviy;ji
migracni vzorce a presnou trasu migrace, zvlasté kdyz povétrnostni podminky narusuji
tvorbu stoupavych proudd. Capi se mohou v disledku toho odchylit od svych obvyklych
tras (Arslangimdogdu et al., 2017). V poslednich letech se vysoké procento ¢apt v zimé
zdrzuje také v jihozapadni Evropé (Bjedov et al., 2021), pravdépodobné kvuli zvysené
celoro¢ni dostupnosti potravy na skladkach a stale teplejSim zimam (Marcelino et al.,
2023).

Béhem migrace se u vétSiny ptaka stiidaji obdobi aktivni migrace a obdobi
odpocinku, bézné€ nazyvana mezipfistani. Ptaci tento Cas vyuzivaji k zotaveni a doplnéni
potravy, k socidlnim interakcim a ¢ekanim na vhodné povétrnostni podminky pro dalsi
migraci. Vybér mezipfistani neni ndhodny, jednotlivci si vybiraji oblasti s vysokou
dostupnosti potravy. Délka mezipfistani maze zvysit pravdépodobnost predace a zpozdit
prilet na zimovisteé, coz ohrozi Sance na dosazeni nejlepsiho stanovisté, kde bude mit
nejlepsi dostupnost potravy a vhodné prostiedi. Skladky poskytuji rychlou a vysokou
dostupnost potravy béhem migrace. Na téchto umélych zastavkach se v sezoné migrace
shromazd'uji tisice ptaku a jsou zvlaste dilezité, kdyz zmeény klimatu omezuji pristup
k pfirozenym mistim pro nakrmeni se. Celkoveé mladi ¢api stravi v mistech mezipfistani

az jednu tretinu migrace. Skladky se vétSinou nachazeji dale od optimalni trasy a také se
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na nich c¢api zdrzuji déle. Zatimco na vychodé¢ je vyuziti skladek zanedbatelné, na zapadé
se capi zastavuji na delsi dobu a intenzivn€ vyuzivaji umélych zdroji potravy (Marcelino
etal., 2023).

Dospéla mlad’ata schopna zahgjit migraci opoustéji sva hnizda nékolik dni
predtim, nez tak ucini rodi¢e. Dospéli ptaci odlétaji o néco pozdeji, synchronné. Timto
zpusobem rodiny nemigruji spolecné. Ptaci se shromazd'uji na loukach, pastvinach nebo
polich, kde intenzivn& shangji potravu a poté se spoletné slétaji na nocovists. Cim déle
tedy migrace probiha, tim vice se hejna zvétsuji. Migrujici obrovska hejna maji vyhody.
Snizuji naroCnost na migraci tim, Ze zvySuji moznost nalezeni dobrych stoupavych
proudd, coz umozfiuje Capum maximalizovat efektivitu letu. Velké hejno je také
obratnéj§i v optimalizaci rychlosti letu, kompenzaci vlivu vétru a snizeni odchylek od

spravného sméru migrace (Bochenski et Jerzak, 2006).

3.2.2 Hnizdéni

Cap bily je dlouhoveky ptak se silnou hnizdni vérnosti. Hnizdi v blizkosti lidi
a stavi si sva hnizda na stromech, stfechach budov, kominech, pylonech, telegrafnich
sloupech, stohach slamy, elektrickych stozarech a dalSich ¢lovékem vytvorenych
stavbach pobliz luk, rybnikd a potokti (Rubaiee ef al., 2021). Cap bily hnizdi osamocené
nebo ve volnych koloniich v ramci desitek az stovek jedinct (BirdLife International,
2023). Hnizda maji valcovity tvar a béhem mnoha let pouzivani mohou doséhnout
velikosti az 1,8 m na vysku a 2,0 m na $itku. Capi hnizda jsou &asto v kazdé hnizdni
sezoné znovu obsazovana a prestavovana stejnym nebo jinym hnizdnim parem (Zbyryt
et al., 2021). Po priletu pary ¢apu piidavaji do stavajicich hnizd novy material, aby byla
vhodna pro snisku. Hnizda se proto Casem stavaji obrovskymi a objemnymi v dusledku
nahromadénych klacikt, vétvicek, slamy a sena a nékdy také antropogenniho materialu,
jako jsou provazky, hadry, plastové folie a papir (Rubaiee er al., 2021). V duasledku
rostouci velikosti hnizda v prubéhu let nartista i jeho hmotnost, a to mize zpusobit
zavazné Skody. Za celou sezénu rozmnozovani pfinesou do hnizda v priméru 64 kg
raznych materiala (Zbyryt et al., 2021).

Znovu pouzivana hnizda spolu s nahromadénymi vykaly mnoha jedinci jsou
vhodnym prostfedim pro rast raznych bakterii (Rubaiee et al., 2021). Organicky material
shromazdény v pribéhu nekolika let se Casem meéni na ornitogenni pudu s rozlisitelnymi
vrstvami s ruznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a biochemickymi aktivitami, ktera

obsahuje bohaté stanovisté pro mikrobialni rast a také zde rostou bakterie u kterych se



s vetsi pravdépodobnosti mohou objevit bakterialni rezistence (Pineda-Pampliega et al.,
2021; Zbyryt et al., 2021). Rezistentni bakterie mtize Cap také ziskat tim, Ze shani potravu
na skladkach (Loucif et al., 2022). Narust antibiotické rezistence je hrozbou pro verejné
zdravi a jejich vztah k pta¢im druhim je zvlasté nebezpecny kvuli potencialni uloze ptakt
pfi jejich §ifeni, zejména v pripade€ capa bilého, protoze ma uzky vztah k ptirodnimu nebo
clovékem pozménénému prostiedi (Pineda-Pampliega et al., 2021).

Obsazené hnizdo a jeho nejblizsi okoli se stava izemim, které se pred ostatnimi
capy brani. Izolované hnizdici pary mohou branit oblast o poloméru az nékolik stovek
metrs, zatimco u kolonii muze byt obrana pouze v bezprostiednim okoli hnizda.
V hustych koloniich, kde jsou hnizda umisténa jedno vedle druhého, je branéno pouze
hnizdo. Samec se zpravidla vice nez samice podili na obrané hnizda a okolniho uzemi.
Capi bili se béhem doby hnizdéni boji jen nékolika predatort. Nejdtlezit&jsi jsou velci
dravci jako jsou orli mofsti, skalni a jestrabi. Pomérné ¢asto se uvadi, ze tyto druhy capy
pronasleduji nebo na n¢€ utoci. Pfitomnost dravct v blizkosti hnizda nebo kolonie téméf
vzdy vyvolava velmi silnou reakci. Mezi pozemnimi predatory mize byt hrozbou liska
obecna, kuna obecna nebo kocka domaci. Zatimco ostatni ¢api nejsou v blizkosti hnizda
tolerovani, ¢api jsou obvykle lhostejni k ostatnim zvifatim, ktera nejsou predatory nebo
potencionalni kofisti. NejcastéjsSimi spoluobyvateli hnizda jsou vrabec domaci, §pacek
obecny, konipas bily a poStolka obecna, ti zde nachdzeji vhodné prostory pro stavbu
vlastniho hnizda a pfitomnost ¢apa muze byt vyhodou proti predatoram (Bochenski et

Jerzak, 2006).

3.2.3 Systém pareni

Par obvykle tvoti ptaci podobného véku. Na zacatku hnizdni sezony se na hnizdé
jako prvni objevuje samec, partnerka doléta az pozd¢ji. Diive se vraceji starsi ptaci, ktefi
jsou zkuSenéjsi. Navic se Casto stejni ptaci tvorici par setkavaji na stejném hnizd¢€ na vice
nez jednu hnizdni sezonu (Bochenski ef Jerzak, 2006).

Kopulace probihé vyhradné na hnizd€. Je vyvolana samcem a neptedchazi ji zadné
zvlastni chovani. Obvykle té€sné pred timto aktem samec prechazi kolem samice, poté
polozi hlavu nebo krk samici na krk nebo na zdda a mirné ji pfitlaci. Poté vyleze na zada
samice, pokr¢i nohy, aby snizil télo a zahaji kloakalni kontakt. B€hem téchto namluv
samec otira pefi samice svym zobakem, vrti hlavou ze strany na stranu a tiSe klape
zobakem. Pfi kopulaci se ptaci snazi udrzet rovnovahu castenym roztazenim kiidel. Cela

kopulace trva zpravidla 10-20 sekund. Stejné jako pred kopulaci nedochézi ani po



dokonceni aktu k zadnému zvlastnimu chovani. Prvni kopulace muze nastat nékolik hodin
nebo dokonce minut po pfiletu a pfijeti samice. Nejintenzivnéjsi kopulace se provadéji
v obdobi tvorby paru a tyden pied zadatkem kladeni vajec. Cap bily patii do kategorie
ptaki s velmi vysokou Cetnosti kopulace. Primérny pocet kopulaci dosahuje cca
160 v prvnich tydnech a nad 200 béhem celé hnizdni sezony. Obvykle se vétsina kopulaci
provadi v rannich nebo vecernich hodinach, s frekvenci az 2krat za hodinu. Parové pouto
vznika jiz béhem prvnich dni po pfiletu samice. Presto lze v této dobé pozorovat
extraparové kopulace (Bochenski et Jerzak, 2006; Turjeman et al., 2021).

Samice kladou vejce zpravidla kazdy druhy den. Inkubace zacind po sneseni
prvniho nebo druhého vejce. Oba partnefi se UcCastni inkubace, ale samice inkubaci travi
vice Casu nez samec. Rodice jsou zpravidla pfitomni na hnizd€, kdyz se lihnou mladata,
zejména za nepiiznivych povétrnostnich podminek. K nejvyssi imrtnosti a ztratam
dochazi béhem prvnich 2-3 tydni zivota Capat. V této dob€ potiebuji zahfivat a hlidat
rodi¢i. Béhem prvnich 3—4 tydnid po vylihnuti je v hnizd€ témeér vzdy pritomen alespori
jeden rodi¢. Pozdéji jsou cCapata ponechana del§i dobu bez dozoru. Béhem horkych
a slunecnych dnt nebo kdyz prsi, stoji rodice na hnizd€ nad ¢apaty v poloze se svéSenymi
kiidly. Mlad’ata krmi oba rodice, kdy jim potravu vyvrhnou ze zaludku nebo donesou ve
voleti. Samec pifinasi zpravidla vét§i mnozstvi potravy nez samice. Frekvence krmeni
a mnozstvi dodavané potravy béhem sezony muze zaviset na mnoha faktorech, jako je
stafi a velikost mlad’at, popula¢ni hustota ¢api na lokalité, bohatost zdroji potravy,
povétrnostni podminky, v€k nebo zkusenosti rodi¢t. Mlad’ata jsou krmena az 16x za den.
Béhem horkych letnich dnti rodice dodavaji ¢apatim i vodu, obvykle po krmeni, aby se
nepiehiala (Bochenski et Jerzak, 2006).

U c¢apu bilych je zcela bézné pozorovana rodicovska infanticida. Dospéli vyhazuji
z hnizda vlastni vejce nebo mlad’ata (ziva nebo mrtva) a pokud jsou vylihla mlad’ata jesté
mala, rodiCe se je pokusi se sezrat anebo je spolknou. Tento jev se nazyva kronismus.
Rodice zpravidla zabiji nejmensi a nejméné vyvinuté mladé. Je to pravdépodobné zptisob,
kdy rodice aktivné redukuji sviij odchov, pfizpisobuji pocet mlad’at aktualnimu dostatku

potravy a vlastnim silam a schopnostem odchovat mlad’ata (Bochenski et Jerzak, 2006).

3.2.4 Potrava
Potrava ¢apu bilych se vétsinou sklada z riznych bezobratlych (kobylky, brouci,
zizaly a korysi), obojzivelnikl, ryb, hadu, jestérek a drobnych savct (hrabosi, mysi,

potkani a rejsci). Mlad’ata jsou krmena mistnimi zdroji potravy, shanénymi rodici, coz



z nich ¢ini vhodné bioindikatory kontaminantd v mistnim prostiedi (Bjedov et al., 2021;
BirdLife International, 2023). Cap bily je navic oportunista pfi hledani potravy
vyuzivajici antropogenni zdroje, jako jsou skladky (Al Rubaiee et al., 2021). Vyuzivani
skladek jako potravnich zdroji ¢apy bilymi je v posledni dobé dobife znamé chovani.
Vysledky studie provedené Pineda-Pampliega et al. (2021) ukazaly lepsi télesnou kondici
u jedinct zivicich se na skladkach ve srovnani s témi, ktefi se zivili pfirodnimi zdroji, ale
také lepsi nutri¢ni stav, jak ukazuji vyssi hladiny albuminu, cholesterolu a triglyceridu
v plazmé. Jediné ukazatele negativnich u¢inkt vyuzivani tohoto potravinového zdroje
byly: vy$8i procento methemoglobinu (metHb) v periferni krvi a pfitomnost E. coli
rezistentni na antibiotika.

Krmeni na skladkach zlepsuje télesnou kondici, reprodukéni zdatnost, preziti
a pocetnost jedinct. Kromé toho pouziti tohoto zdroje potravy zmeénilo migracni vzorec
nékterych jedinct, coz vedlo ke krat§i migracni vzdalenosti a zimovani v Evropé nebo
dokonce k uplné ztraté migracniho chovani u nékterych jedincti. To umoziuje obsazovani
lepSich hnizdnich lokalit, coz nasledné poskytuje dfivejsi nastup rozmnozovani v ramci
kalendafniho roku, a to souvisi s vét§imi snuskami a vyS$$i uspé€Snosti rozmnozovani.
I kdyz se celkové zda, ze pouzivani skladek ma na druhy pozitivni dopad, byly popsany
1 negativni aspekty. Na jedné strané potencionalni fyzické poSkozeni z piitomnosti
sklenénych stiept, kovovych dratd, plastovych ulomkt, provazka a folii. Fyzické
poskozeni pozitim gumicek, zaménénych za zizaly, mize ovlivnit vstiebavani zivin,
protoze muze uméle navodit pocit sytosti a jejich hromadéni by také mohlo zpusobit
stfevni nepruchodnost. Vystaveni chemickym zneCistujicim latkam, jako jsou kovy
a organické slouceniny, muze byt disledkem jejich pfitomnosti v odpadech (Pineda-
Pampliega et al., 2021).

Cap bily pouziva mnoho riznych strategii a metod lovu. Mezi nejcast&jsi patii
¢ihani a sbér kofisti. Pri ¢ihani ¢ap stoji nehybné vedle zvifeci nory, se sklonénou hlavou,
zobakem smétujicim dolt, diva se a Ceka, az se objevi kofist. Sbér kofisti probiha tak, ze
cap pomalu chodi po louce nebo poli a sbira ze zemé mala zvirata. Mezi dalsi, ale malo
pouzivané metody patii chytani kofisti ve vodé, odchyt pfi letu nebo loveni plavajicich
ptaka (napf. kachnat) (Bochenski et Jerzak, 2006).

Bylo zjisténo, Ze sekvencni (asynchronni) seCeni travnich porosti mize ¢apovi
usnadnit lov kofisti. Pfi lovu na seCenych loukach ¢api jednoduse chodi za zacim strojem

a za pochodu sbiraji potravu (Golawski er Kasprzykowski, 2021).



3.2.5 Karyotyp a charakterizace heterochromatinu

Cap bily ma diploidni poget chromozomd 2n=68. Sada chromozomi se sklada
z 11 pard makrochromozomu (10 autozomalnich para a 1 par gonozomil) zbyvajici pary
jsou mikrochromozomy. Z 10 part autozomalnich makrochromozomu jsou pary ¢. 1, 2,
4 a 5 submetacentrické s celkovou délkou v rozmezi od 2,31 + 0,16 um do
6,78 £ 0,46 um. Pary €. 6, 7, 8 a 10 jsou metacentrické s celkovou délkou 1,11 £ 0,14 um
do 1,86 + 0,18 pum. Autozomovy par ¢. 3 je subtelocentricky s celkovou délkou
3,87 + 0,48 um, zatimco par €. 9 je akrocentricky a jeho velikost je 1,21 £ 0,16 um.
Chromozom Z je velikostné Ctvrty a je submetacentricky, zatimco chromozom W je

stfedné velky a akrocentricky (viz Obrazek €. 1) (Abu Shnaf er Al-Khalifa, 2023).

a] “ O0 B5 55 % 28 92 me o i 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 77 IW

Obrazek ¢. 1: Vybér makrochromozomi z karyotypu samce ¢apa bilého dle Abu Shnaf
et Al-Khalifa (2023). Samici par chromozomt ZW je piidany pro srovnani.
Konstitutivni heterochromatin je reprezentovany vyskytem variabiln€ velkych
centromerickych pruht ve vSech makrochromozomech kromé part autozoma €. 1 a 2,
které maji v telomerické oblasti slaby heterochromatin. Zatimco chromozomovy par
¢. 3 ma kromé slabého telomerického C-pruhu také velky centromericky C-pruh,
akrocentricky chromozomovy par ¢. 9 ma velky blok C-pruhu. Zbyvajici autozomy maji
raznou velikost centromerického C-pruhu kromé autozomovych pard ¢. 7 a 8, které
vypadaji zcela heterochromaticky, stejné jako pohlavni chromozom W. Pohlavni
chromozom Z ma kromé telomerické ¢asti stfedné velky centromericky C-pruh (viz

Obrazek ¢. 2) (Abu Shnaf et Al-Khalifa, 2023).

10



—_—

1L

I
I

SR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Z \

Obrazek ¢. 2: Idiogram makrochromozomu ¢apa bilého ilustrujici pozici a velikost
konstitutivniho heterochromatinu podle Abu Shnaf er Al-Khalifa (2023). Sedou barvou
jsou vyznacené oblasti s men§im zastoupenim heterochromatinu a ¢ernou barvou oblasti
s vétsim zastoupenim heterochromatinu. Bilou barvou jsou oznafené oblasti bez

heterochromatinu.

3.2.6 Chovani

Cap bily je n&kdy samotaisky, ale v zasadg je to spoletensky druh. Capi Gasto
hnizdi v samostatnych, oddé€lenych parech, ale v nékterych castech svého arealu tvori
volné kolonie o desitkach nebo dokonce stovkach paru. Na lokalitach se zdroji potravy
se shromazd'uji velkad hejna, a to v obdobi rozmnozovani (v Evropé), ale i v zimnim
obdobi (v Africe). Jedinci jsou monogamni a hnizdo a jeho okoli si pary capu zufiveé brani
(Bochenski et Jerzak, 2006).

Typické chovani a projevy definoval a popsal Kahl (1972). Nejznaméjsim
chovanim a zarover nej¢astéj§im zptsobem vnitrodruhové komunikace ¢apa bilého je
,,Up-Down Display* s klapanim zobaku. Provadi se témé&f vyhradné na hnizdé. Cap se
nejprve nakloni dopfedu se zobakem sméfujicim dolt, pak rychle natahne krk nahoru
a dozadu, a nakonec se dotkne svou hlavou hibetu. Projev kon¢i pomalym ohybanim
hlavy a krku do pocate¢niho bodu, pficemz zobak je pridrzovan dole a klove do hnizda.
Tuto sekvenci ¢api nékolikrat opakuji. Béhem tohoto projevu ptak stoji (na jedné nebo
obou nohéach) nebo pomalu piechézi z mista na misto. Capi téméf vzdy charakteristickym
zpusobem klapou svym zobakem. Klapani zacina, kdyz krkem vcetné hlavy machne
dozadu a pokracuje, dokud sekvenci nedokon¢i. V pfitomnosti dravce nebo ciziho ¢apa

v blizkosti hnizda se provadi specialni uprava ,,Up-Down Display* a to,, Threat Up-Down
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Display” s mavanim ktidel, kterému predchazi syCeni. Poté, co ¢ap machne hlavou
smérem na zada, natahne krk a zobak smérem k vetielci a neustale klape zobdkem a velmi
silné¢ natahuje ocas. Pfi tomto projevu cap, zejména samec, CasteCné rozevie kiidla
a rytmicky jimi ,,pumpuje” nahoru a dolii. Pokud je narusitel stale v blizkosti hnizda nebo
se k nému priblizuje, muze se tento projev zménit na jiny a to na , Forward Threat
Display*. Zde ¢ap projevuje své agresivni chovani tim, ze drzi télo ve vodorovné linii,
stahuje krk, orientuje zobak smérem k protivnikovi a preslapuje z jedné nohy na druhou.
Rovnéz peti krku a horni ¢asti zad je vztyCené. Kdyz se vetielec pokusi pristat na hnizdé,
muize byt provedeno , Nest Covering Display“. Cap ohyba nohy, otevira a spousti kiidla
a zakryva hnizdo. Muze na ném také sedét nebo lezet s otevienymi kiidly. Vetielce Casto
zazene branici se ptak (obvykle samec), ktery ho pronasleduje az nékolik stovek metrt
od hnizda s klapanim zobaku. Kdyz je ¢ap u hnizda vyrusen (napt. ¢lovékem nebo
domacimi zviraty) nebo se blizi cizi ¢ap, ale je stale daleko, provede ,, Anxiety Stretch
Display*. Ptak stoji ve vzpifimené poloze, n€kdy vztyCuje pefi na krku a naklani se
k narusiteli. Obcas vydéSeny cap klapne jednou zobakem. Zda se, ze v koloniich ¢apa
bilého tento projev funguje jako varovny signal pro ostatni jedince. Kdyz je nespareny
nebo Cerstvé spafeny samec konfrontovan se samici blizici se k hnizdu, mtze provést
,,Head-Shaking Crouch Display*. Béhem tohoto projevu se ptak prikrci na hnizdé, zvedne

kiidla a ocas, vzty¢i kréni pefi a peti zad a siln€ zavrti hlavou.

3.3  Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou nazyvany jako kratké tandemové repetice (STRs) anebo také
jako jednoduché opakujici se sekvence (SSRs), které jsou slozené z tandemové
opakujicich se jednotek DNA o délce 1-6 bp (Abdul-Muneer, 2014; Bagshaw, 2017).
Nachazeji se v jadernych genomech vétSiny eukaryot a v mensi mife u prokaryot
(Al-Samarai et Al-Kazaz, 2015). Vyskytuji se v celém genomu. Jejich vyskyt v genovych
oblastech je nizsi, vzhledem k tomu, ze mikrosatelity maji vysokou miru mutaci, které by
mohly ohrozit genovou expresi (Vieira et al., 2016). Mikrosatelity 1ze hojné nalézt
v nekddujicich Castech genomu, jako jsou introny, netranslatované oblasti (UTR)
a intergenové prostory, ale vyskytuji se také v kodujicich sekvencich. Mikrosatelity se
také nachazeji uvniti transpozont. Délky mikrosatelitnich repetic v kodujicich,
nekodujicich a intergenovych oblastech jsou druhové specifické. Naptiklad obratlovci
mivaji veétsi poCet mikrosateliti ve srovnani s rostlinami a bezobratlymi

(Abdurakhmonov, 2016).
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Mikrosatelity jsou oblibené a univerzalni genetické markery s nesCetnymi
aplikacemi v populacni genetice, konzervacni biologii a evolu¢ni biologii. Mezi jejich
vyhody patfi to, ze jsou kodominantni, vysoce polymorfni, hypervariabilni, multialelické,
maji vysoky informacni obsah, jsou reprodukovatelné, prevoditelné mezi pribuznymi
taxony, amplifikované z nizce koncentrované DNA horsi kvality a dédi se mendelovskym
zpusobem. VSechny tyto vlastnosti je Cini velmi vhodnymi pro studium populacni
struktury, analyzy rodokmenu, mapovani genomu, evolucnich procesi a pro DNA
fingerprinting (Putman er Carbone, 2014). Také jsou uzitecné pro analyzu rodi¢ovstvi
a pro odhad stupné piibuznosti jednotlivct nebo skupin (Al-Samarai er Al-Kazaz, 2015).
Mezi nevyhody pouziti mikrosateliti patii vyskyt , stutter a , shadow* bandi v gelu,
pfitomnost nulovych alel, homoplazie a pfili§ mnoho alel na urcitych lokusech, které by
vyzadovaly velky pocet jedinci pro analyzu. Dalsi nevyhodou jsou relativné vysoké
naklady na vyvoj a technické problémy be&hem konstrukce obohacenych knihoven
a druhové specifickych markerd (Miah et al., 2013). Vysoka variabilita, snadnost
a presnost stanoveni mikrosatelitd z nich ¢ini vhodny marker pro analyzu populace
s vysokym rozliSenim. Mikrosatelity s pouze nékolika alelami jsou vhodné pro
populacné-genetické studie, zatimco variabilngjsi lokusy jsou idealni pro mapovani
genomu a analyzu rodokmenu. Méné polymorfni mikrosatelitni lokusy se pouzivaji
k feseni taxonomickych a fylogenetickych vztahti riiznych taxonti (Abdul-Muneer, 2014).

Historicky byly tandemové repetice oznacovany jako nefunkéni DNA, hlavné
proto, Ze jsou vysoce nestabilni. Jejich biologicka funkce souvisi s jejich pozici v genomu
(Vieira et al., 2016). Mikrosatelity se mohou vyskytovat v oblastech kodujicich
a regulacnich gend, proto jejich biologicka funkce muze byt v takovych procesech jako
je genova exprese vCetné transkripce a translace, umlCovani genu, alternativni sestfih
a transport mRNA, organizace chromatinu a regulace bunéného cyklu (Trivedi, 2004;
Sjakste, 2013). Zapojeni mikrosateliti do téchto klicovych biologickych procest vede
nejen ke zméné fenotypu bunky a zpiisobuje onemocnéni, ale také urcuje evolucni osud,
preziti, plasticitu a adaptaci organismi v meénicich se podminkach (Abdurakhmonov,
2016). Napriklad v 5°-UTR oblasti slouzi jako proteinova vazebna mista, ¢imz reguluji
translaci a funkci proteini. Mikrosatelity umisténé v intronech mohou hrat roli
v transportu, alternativnim sestfihu mRNA, v umlCovani genu, ale také v regulaci
transkripce. Také ovliviiyji uroven exprese, pokud se nachazeji v promotorech nebo
intergenovych oblastech. V pfipadé promotorti dochazi ke zvySeni nebo snizeni urovné

genové exprese zpusobené zménami vazebnych mist transkripCnich faktort, ¢imz muze
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dojit az k umlceni genu. V intergenovych oblastech mohou zptisobit zmény v sekundarni
strukture DNA, a to vytvafenim smycCek a zménou chromatinu, coz nepfimo vede ke
zménam v expresi blizkych gent (Vieira et al., 2016).

Podle vzoru opakujicich se motivl 1ze mikrosatelity klasifikovat jako dokonalé,
nedokonalé, preruSované a slozené. Mikrosatelity mohou byt také klasifikovany jako
genomické, tj. navrhnuté z genomovych DNA (gSSRs) nebo EST-SSR, odvozené
z cDNA knihoven. Mikrosatelity mohou byt u eukaryot klasifikovany jako jaderné
(nuSSRs) a mitochondrialni (mtSSRs), u rostlin navic jeste jako chloroplastové (cpSSRs)
(Al-Samarai et Al-Kazaz, 2015). S ohledem na pocet nukleotidi na jednotku repetice Ize
mikrosatelity klasifikovat jako mono-, di-, tri-, tetra-, penta- a hexanukleotidové repetice
(Miah et al., 2013).

Sklouznuti polymerazy béhem replikace je povazovéano za hlavni mechanismus
vzniku mikrosateliti a také polymorfismu. Ke vzniku mikrosateliti maze také dojit pri
opravé DNA spojené s transkripci a/nebo pii opravé dvoufetézcovych zlomu, kde se
k vyplnéni mezer prednostné pouzivaji repetitivni sekvence. Mikrosatelitni mutace
mohou sou¢asné zmenit jednu nebo vice opakujicich se jednotek, coz zvysSuje frekvenci
mutaci (Abdurakhmonov, 2016). Rychlost mutace se pohybuje v rozmezi 102-10° na
generaci. Cim kratsi je jednotka repetice a &im vice jednotek repetice je v ramci lokusu,
tim vyssi je frekvence mutaci. Mutace, které se vyhnuly korekci systémem opravy
chybného parovani DNA, tvoii nové alely v lokusech mikrosateliti. Z tohoto divodu
mohou na daném lokusu existovat riizné alely a tim jsou mikrosatelity informativnéjsi
nez jiné molekularni markery, v€etné SNP (Vieira et al., 2016). Pozice baze vzhledem
k mikrosatelitu, umisténi v genomu, typ a pocet opakovani, identita baze, prilehla
sekvence, rychlost rekombinace a transkripce vyrazné ovliviluyji miru mutaci
mikrosatelitd. Zejména mikrosatelity v nekodujicich oblastech maji tendenci mutovat
Castéji nez mikrosatelity v kodujicich oblastech (Trivedi, 2004).

Navrh mikrosatelitnich markert 1ze rozdélit do nasledujicich fazi: (i) predchozi
znalost nukleotidovych sekvencich, ve kterych se mikrosatelity vyskytuji, (ii) navrh
primerd komplementarnich k unikatnim sekvencim obklopujicim z obou stran
mikrosatelit; (iii) validace primerti pomoci PCR a elektroforézy produktli reakce a (iv)
detekce polymorfismid v ramci i mezi jednotlivci (Mason, 2015). Pfi vyhledavani
mikrosatelith spociva prvni krok v konstrukci obohacenych genomovych knihoven. Pro
konstrukci genomovych knihoven je DNA fragmentovana, ligovana do adaptort

a vlozena do vektora pro transformaci Escherichia coli. Vétsina protokolti zahrnuje fazi
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obohaceni o repetitivni sekvence pomoci selektivni hybridizace nebo PCR. Pti obohaceni
pomoci hybridizace jsou pozitivni klony detekovany pomoci radioaktivné nebo chemicky
zna¢enych SSR sond. Nakonec jsou tyto klony selektovany pomoci PCR amplifikace
a sekvenovani. Jinym zpisobem obohaceni knihovny je pouziti biotinizovanych sond,
které jsou zachyceny kulickami potazenymi streptavidinem (Nunome et al., 2006).
Zachycena DNA je eluovana, amplifikovana, klonovana a sekvenovana. Obohacené
knihovny se testuji, aby se identifikovaly klony obsahujici mikrosatelity. K nalezeni
mikrosatelith vSak mohou byt pouzity také neobohacené knihovny. Pokroky
v sekvenovani nové generace (NGS) poskytly novou moznost pro detekci mikrosatelitu.
S ptichodem NGS bylo nutné vytvofit databaze pro ukladani vygenerovanych informaci.
Kromé mikrosateliti z genomovych sekvenci byly ziskany z cDNA knihoven téz EST
mikrosatelity. Protoze protokoly pro ziskani a izolaci de novo mikrosatelitnich lokust
mohou byt drahé, je zkoumani té€chto prvku in silico slibnou strategii. Tento pfistup je
mozny proto, ze primery mikrosatelitnich lokust jsou Casto pienositelné mezi pfibuznymi
druhy (Vieira et al., 2016). Po identifikaci sekvenci obsahujicich mikrosatelity musi byt
syntetizovany specifické primery, komplementarni k pfilehlym oblastem, nasledované
amplifikaci a testovanim polymorfismu. Jakmile jsou vytvofeny primery mikrosatelitu,
muze zacit genotypovani. Jde o pomérné snadny a levny postup. Alelové varianty daného
lokusu lze identifikovat elektroforézou v agar6zovém nebo v polyakrylamidovém gelu,
coz jsou metody s nizkou slozitosti bézné pouzivané v laboratofich molekularni genetiky.
Genotypizace pomoci PAGE je narocnéj$i na praci, ale poskytuje lepsi rozliSeni (Mason,
2015). Faze genotypizace spoCiva ve srovnani elektroforetogrami riiznych jedinct

(Vieira et al., 2016).

3.3.1 Mikrosatelity u druhu z celedi ¢apoviti

Pomoci de novo izolace bylo od tii druhti z celedi capoviti ziskano
a charakterizovano celkem 41 polymorfnich mikrosatelitnich lokust (Van Den Bussche
et al., 1999; Tomasulo-Seccomandi et al., 2003; Shephard et al., 2009; Wang et al., 2011;
Turjeman et al., 2016). Konkrétné¢ u capa bilého (Ciconia ciconia) bylo doposud
izolovano 18 polymorfnich lokust. U ¢apa vychodniho (Ciconia boyciana) 8 a dale pak

u nesyta amerického (Mycteria americana) 15 polymorfnich mikrosatelitu.

3.3.2 Polymorfni mikrosatelity popsané de novo u ¢apovitych
Nesyt americky je velky brodivy ptdk s dlouhyma nohama. Je rozSifen od
jthovychodu USA, pies Mexiko, Stfedni a Jizni Ameriku az po severni Argentinu. Van
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Den Bussche et al. (1999) u tohoto druhu charakterizovali 4 mikrosatelitni lokusy (WS1,
WS2, WS4 a WS6). DNA byla extrahovana z krve 136 mlad’at nesyta amerického
pochazejicich z 9 kolonii z Floridy a Georgie. Byla zkonstruovana genomova knihovna
o malé velikosti inzerti (200 az 400 bp). Fragmenty obsahujici mikrosatelitni lokusy byly
izolovany a sekvenovany. Primery byly navrzeny tak, aby byly komplementarni
k unikatnim sekvencim obklopujicim z obou stran mikrosatelit. Z tohoto pocate¢niho
screeningu knihovny bylo identifikovano a sekvenovano 10 mikrosatelitnich lokusu.
Pouze 4 z nich byly pouzity pro zkoumani variability v koloniich nesyta amerického.
Tomasulo-Seccomandi ef al. (2003) navrhli 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokust
(Wsu03, Wsu08, Wsu09, Wsul3, Wsuld, Wspl7, Wsul8, Wsul9, Wsu20, Wsu23
a Wsu24). DNA byla extrahovana z krve nesyta amerického. Extrahovana DNA byla
obohacena, §tépena enzymem Haelll a souCasné ligovana do dvoutetézcovych SuperSNX
adaptord. Ligovana DNA byla denaturovana, hybridizovana na biotinylované
oligonukleotidy a poté zachycena na streptavidinem potazenych paramagnetickych
kulickach. Nehybridizovand DNA byla odmyta a zbyvajici DNA se eluovala z kulicek.
DNA byla amplifikovana pomoci PCR. Produkt byl ligovan do vektoru a nésledné
transformovan do kompetentnich E. coli. Bakterialni klony byly testovany na inzerty
pomoci genu pro B-galaktosidazu. Téméf 400 bilych kolonii bylo amplifikovano.
Nejméné 96 PCR produkti o velikosti 500—1000 bp bylo poté sekvenovano. Bylo
navrhnuto 25 part primerd. Dvacet Ctyfi pard primert bylo optimalizovano pomoci
vzorki DNA nesyta amerického ziskanych z populaci z USA (Georgie a Florida)
a Brazilie (Pantanal). Pouze 11 z 24 testovanych lokust bylo polymorfnich. Celkem
31 jedinct bylo genotypovano pro téchto 11 lokusti. Vyznamné odchylky od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy byly detekovany v lokusech WSu08, WSu14 a WSu20, které
byly pravdépodobné zpusobeny omezenou velikosti vzorku. Genotypova vazebna
nerovnovaha byla detekovana pro jednu kombinaci lokusi (WSpul7 a WSul18) ve
floridské populaci a v brazilské populaci. Pocet alel na lokus byl dvé az ¢tyti. Pozorovana
heterozygotnost byla od nuly do 0,727 a polymortni informacni obsah byl 0,048—-0,604.

Shephard et al. (2009) navrhli sedm mikrosatelitnich markerd u capa bilého
(Cc01-Cc07), které byly uspésne zkombinovany v sérii multiplexnich PCR se Sesti
markery (WSu03, WSul4, WSul7, WSul8, WSu20 a WSu23) dfive popsanymi
u nesyta amerického (Tomasulo-Seccomandi et al., 2003). DNA byla izolovana z tkané
jednoho jedince. Genomova DNA byla Stépena pomoci enzymu Msel a vysledné

fragmenty byly ligovany do dvoufetézcovych Msel adaptord. Produkty PCR byly
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obohaceny o mikrosatelitni sekvence. Obohacena DNA byla amplifikovana a nasledné
produkty byly klonovany. Pozitivni kolonie byly odebrany a amplifikovany. VSechny
PCR produkty byly purifikovany a sekvenovany. Analyza populace (n = 30) z Belgie
odhalila 13 variabilnich lokust. Pocet alel na lokus se pohyboval od dvou do deseti.
Ocekavana heterozygotnost byla od 0,13 do 0,84. Lokus WSp03 vykazoval odchylku od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Turjeman et al. (2016) navrhli 11 parQ primert u ¢apa
bilého pomoci sekvenovani nové generace. DNA byla extrahovana z krve od dvou ¢apu,
jeden pochazel z populace v severnim Izraeli a druhy z populace v severovychodnim
Némecku. Sedesat &tyii mikrosatelitnich lokust bylo vybrano na zaklad& délky jednotky
repetice a poctu jejiho opakovani. Tyto markery byly testovany na polymorfismus pomoci
PCR amplifikace u 94 vzorka ¢apt bilych. Z téchto lokust bylo vybrano 11 (Cc10, Ccl5,
Ccl8, Cc37, Cc42, Cc44, Cc50, Cc58, Cco61, Cc69 a Cc72). Po selekci markert bylo
genotypovano 213 jedinct, pochazejicich ze severovychodniho Némecka a vychodniho
Recka. Pocet alel na lokus se pohyboval od dvou do deseti. Pozorovana a otekavana
heterozygotnost se pohybovala v rozmezi 0,118-0,784 a 0,136-0,827. Pti seskupovani
vzorkti z obou populaci dohromady se lokusy Cc50 a Cc58 odchylily od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy, ale jednotlivé tuto odchylku vykazoval pouze vzorek ze
severovychodniho Némecka. Nebyl nalezen zadny dikaz o vazebné nerovnovaze. Ve
srovnani s puvodné publikovanymi markery je tato sada polymorfnéjsi, ma veétsi
heterozygotnost a tedy zvysenou silu v genetickych studiich. Pfidanim téchto markert do
sady molekularnich nastroju ¢apa bilého by mohlo pomoct posoudit otazky tykajici se
jeho populacni variability.

U capa vychodniho charakterizovali Wang et al. (2011) 8 mikrosatelitnich lokust
(Cbo102, Cbo108, Cbo109, Cbol21, Cbo133, Cbol51, Cbol68 a Cbo235) a 3 cross-
species mikrosatelity pochazejici od nesyta amerického (WSu13, WSu17 aWSu18). Cap
vychodni je ohrozeny velky vodni ptak, ktery je uveden v Cervené knize TUCN a v piiloze
I umluvy CITES. Mezi jeho hlavni oblast rozmnozovani patii severni Cina a jihovychodni
Rusko. Jako zimovisté si vybira mokiady stfedniho a dolniho toku feky Jang-c'-tiang.
DNA byla ziskana ze vzorkua tkané nebo krve 23 jedinct ¢apa vychodniho. Primery byly
navrzeny pomoci softwaru CID (Freitas et al, 2008). Také bylo testovano devét
mikrosatelitnich markerd, které byly dfive popsany u nesyta amerického (Tomasulo-
Seccomandi et al., 2003). Nakonec bylo navrzeno 14 mikrosatelitnich markert, z nich
8 bylo vybrano pro dalsi analyzu. Lokus Cbo235 mél nulovou heterozygotnost, ale byl

polymorfni se 2 alelami. Pocet alel na lokus se pohyboval od dvou do osmi. Pozorovana
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heterozygotnost (Ho) se pohybovala od nuly do 0,857 a ocekavana heterozygotnost (Hg)
se pohybovala od 0,222 do 0,851. Hodnota PIC se pohybovala od 0,205 do 0,812.
U lokusti Cbo133 a Cbo235 se vyskytovaly nulové alely a také se odchylovaly od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy. Autofi neméli dikazy o existenci vazebné nerovnovahy mezi

pary lokust. Tyto markery byly pouzity pii genetickych studiich u ¢apa vychodniho.

3.3.3 Cross-species mikrosatelity u druhu z ¢eledi ¢apoviti

Cross-species testovanim mikrosatelith u druhti z Celedi Capoviti se vénuje
Laboratof populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky Prirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Hledanim a naslednou charakteristikou
mikrosatelitl u ¢apa bilého se vCetné me jiz zabyvalo 5 studentek v 7 pracich (Obrucova,
2009; Burianova, 2011; Fiserova, 2014; Gajdosikova, 2020; Kriiavkova, 2021; Mackova,
osobni sdéleni; tato prace).

Burianova (2011) ve své diplomové praci hledala polymorfni mikrosatelitni
lokusy, které by mohly byt vyuzity pro determinaci paternity u capa bilého. Celkové
testovala 198 pard primert pochazejicich od zastupct z fadu: brodivi, dlouhoktidli,
plamenaci, potaplice a veslonozi. Nalezla 13 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti. Ve
své praci navazala na svou bakalarskou praci (Obrucova, 2009), kde testovala 168 part
primerd u 6 jedinct ¢apa bilého a nalezla 18 polymorfnich mikrosatelitd. Celkové tedy
u capa bilého nalezla 31 polymorfnich lokusi s poctem alel od 2 do 10. Vsechny
polymorfni mikrosatelity nasledné genotypovala a analyzovala na 23 nepiibuznych
jedincich ¢apa bilého pomoci programu Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007). Diky
programu Genepop 4.0.10 (Rousset, 2008) zjistila silnou vazbu na Z chromozom mezi
tftemi mikrosatelitnimi lokusy a Ctyfi lokusy byly vazany na pohlavi. Déale na 23
nepfibuznych jedincich ¢apa bilého zkoumala polymorfismus 13 mikrosatelitnich lokust
popsanych pfimo u ¢apa bilého. Zjistila 8 polymorfnich mikrosatelitnich lokust s poctem
alel od 2 do 23. Tyto mikrosatelity opét charakterizovala pomoci programa Cervus 3.0.3
(Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.0.10 (Rousset, 2008).

FiSerova (2014) se ve své diplomové praci zabyvala analyzou a charakteristikou
polymorfnich cross-species mikrosatelitti u ¢apa bilého (C. ciconia) (6 jedinci), Cerného
(C. nigra) (6 jedinct) a simbila (C. abdimii) (6 jedincti). U ¢apa bilého a Cerného testovala
31 pard primera od zastupcu z fada brodivi (¢ap vychodni, volavka rusohlava) a potapky
(potapka zapadni). U Capa simbila testovala 22 para primert, které byly pavodné

navrzeny pro volavku rusohlavou a potapku zapadni. Polymorfni produkt nalezla pouze
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u Capa bilého, konkrétné u mikrosateliti Cbo108, Cbo109, Cbol51, Cbol168 a B112b.
Pocet alel byl 2—4. U ¢apa Cerného a simbila nebyly nalezeny zadné polymorfni produkty.
Ve druhé ¢asti své diplomové prace provedla genotypizaci na 10 jedincich ¢apa simbila,
pomoci 50 part primera. Pary primert pochazely od zastupct z fadu brodivi, dlouhoktidli
a veslonozi. Ctyfi pary byly vyfazeny, protoze neposkytovaly hodnotitelné produkty
a zbyvajicich 46 charakterizovala pomoci genetického programu Cervus 3.0.3
(Kalinowski et al., 2007).

Gajdosikova (2020) ve své bakalarské praci testovala polymorfismus
mikrosatelitnich lokusti u ¢apa bilého. Pro cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitt
na genomické DNA 6 jedinci capa bilého pouzila celkem 173 parG primert, z nichz
113 bylo navrzeno pro amplifikaci mikrosatelitnich lokusti u zastupct z fadu tucnaci,
36 part primerd bylo navrzenych pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelitd a 24 part
primerd navrzenych pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosatelitd. Celkové
detekovala 19 polymorfnich lokust s poc¢tem alel od 2 do 3. Na vysledky této bakalarské
prace navazala aktualné svou diplomovou praci Mackova. Ve své praci retestovala
vysledky vyse zminéné prace na 23 nepfibuznych jedincich ¢apa bilého a potvrdila
polymorfismus u 15 mikrosatelitnich lokust. Pocet alel byl od 2 do 4 (osobni sdélent).

Ve své bakalarské praci (Kriiavkova, 2021) jsem u ¢apa bilého hledala polymorfni
mikrosatelitni lokusy prostfednictvim cross-species PCR amplifikace s pouzitim 213 para
primerd, kdy 207 pochazelo od zastupci z tfadu trubkonosi, 5 od zastupcii z fadu
dlouhokfidli a 1 z fadu pévci. Testovanim téchto part primerd na DNA 6 nepiibuznych
jedincua Capa bilého jsem nalezla 18 polymorfnich mikrosateliti. Pocet alel se pohyboval
od dvou do Sesti. Jeden mikrosatelitni lokus neposkytl zadny produkt. Aktualné v ramci
diplomové prace pokracuji v analyze a charakterizaci vybranych polymorfnich

mikrosatelith z fadu trubkonosi na 23 nepiibuznych jedincich ¢apa bilého (viz kapitola
Vysledky).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

V ramci praktické casti mé diplomové prace byla pro cross-species testovani
vybranych polymorfnich mikrosatelitnich lokusi pouzita DNA od 23 nepfibuznych
jedinci Capa bilého (Ciconia ciconia). Krev pochazela od nepfibuznych mladat
odchycenych z roiznych hnizd v ramci Ceské republiky, vzdy od jednoho mladéte
z jednoho hnizda. Z odebranych vzorki krve byla vedoucim mé diplomové prace
vyizolovana genomickd DNA, s pouzitim fenol-chloroformové metody a nasledné byla
DNA rozpusténa v TE pufru. Poté byla pomoci spektrofotometru NanoDrop zméfena jeji

koncentrace a byla nafedéna tak, aby se pohybovala v rozmezi 5-50 ug/ml.

4.2  Polymorfni mikrosatelitni lokusy u ¢apa bilého

Pro analyzu a charakteristiku vybranych polymorfnich mikrosatelitnich lokust
byly pouzity pary primerd, které byly urCeny jako polymorfni v mé bakalaiské praci
(Kriiavkova, 2021) pomoci metody cross-species PCR amplifikace na DNA
6 nepiibuznych jedinca ¢apa bilého. Pary primerti pochazely od druht z fadu trubkonosi,
konkrétn€ jeden mikrosatelitni lokus pochéazel z Celedi albatrosoviti, Ctyfi z Celedi
burfnackoviti a tfinact z Celedi burnakoviti. VSechny polymorfni mikrosatelity jsou

uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1: Seznam 18 mikrosatelitnich lokust odvozenych od druhti z tadu
trubkonosi, které byly oznaceny jako polymorfni u ¢apa bilého v mé bakalarské praci

(Kriiavkova, 2021).

Mikrosatelit Zdrojovy druh Literarni zdroj
De7 Albatros st¢hovavy (Diomedea exulans) Burg, 1999
Burnidk bélobrady
P 10 Tech t O’R 2004
aequ (Procellaria aequinoctialis) eehow ¢ yan,
Parm02 Burnak trinidadsky
B t Jordan, 2009
Parm05 (Pterodroma arminjoniana) rown et Jordan
Ptero02
Buinak havajsky
Ptero04 urna 'avaj sk?/ Welch et Fleischer, 2011
(P. sandwichensis)
Ptero09
Puff G2C Burniak balearsky
G lez et al., 2009
Puff G2F (Puffinus mauretanicus) onzaiez et d
Pc A107 Buinak svétlonohy
¢ urnak svetionohy Hardesty et al., 2013
Pc D103 (P. carneipes)
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Tabulka €. 1: Pokracovani.

Mikrosatelit Zdrojovy druh Literarni zdroj
Bb22 Burnak Bulwertiv
Andris et al., 2010
Bb23 (Bulweria bulwerii) ndrs etd

Pacbel_07265  Buiniak atlozoby (Pachyptila belcheri)

Moodley et al., 2015

Oc28B Buriiac¢ek madeirsky

Sun et al., 2009
Oc87B (Oceanodroma castro) aneta
Omn38 Buinacek Monteirav

Bried et al., 2012
Omn23 (0. monteiroi) recera

4.3 PCR amplifikace genomické DNA ¢apa bilého

PCR amplifikace byla provedena na genomické DNA 23 nepfibuznych jedinct

Capa bilého pomoci 18 part primert. Postup pripravy vzorkli pro amplifikaci byl

nasledujici:

1. Slozky PCR reakéni smeési byly nejprve rozmrazeny, poté zvortexovany

a zcentrifugovany.

2. Nasledné do 1,5ml mikrozkumavek byly napipetovany vSechny slozky PCR

smesi dle tabulky €. 2 a poté byla smés opét zvortexovana a zcentrifugovana.

Tabulka €. 2: Slozeni PCR reak¢ni smési pro 23 vzorkda.

v o Koncentrace ) .
Slozky reakéni smési szisobniho roztoku Objem slozek [ul]
Deionizovana voda - 157,0
Reak¢ni pufr 10x 24,0
Roztok MgCl, 25 mmol/l 14,3
Roztok dNTPs 20 mmol/l 2,5
Primer R 10 umol/l 11,9
Primer F 10 umol/l 11,9
aTaq DNA polymeréaza 5 U/ul 6,0

3. Do 23 PCR mikrozkumavek o objemu 0,2 ml bylo napipetovano pomoci

osmikanalové pipety po 1 pul genomické DNA od 23 riiznych jedinct ¢apa bilého.

4. Ke genomické DNA bylo pripipetovano 9 ul PCR reakéni smési.

5. Poté byly mikrozkumavky vlozeny do termocykleru s nastavenymi teplotnimi

a Casovymi podminkami (viz Tabulka €. 3).
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Tabulka €. 3: Teplotni a Casovy profil PCR reakce.

Krok PCR Teplota [°C] Doba trvani Pocet cyklu
Uvodni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 30s
Annealing o 30s 35
Elongace 72 30s
Finalni elongace 72 7 min 1

% pro jednotlivé pary primerd byly pouZity teploty annealingu, které byly optimalizovany
v mé bakalarské praci (Kriiavkova, 2021), dle potteby byly dale upravovany (viz kapitola
Vysledky).

4.4  Elektroforeticka separace PCR produktu

Separace byla provedena za denaturujicich podminek s pouzitim 6%
polyakrylamidového gelu, ktery byl nalit mezi dvé skla o rozmérech 330 x 390 mm
a 330 x 420 mm. Tloustka gelu byla 0,4 mm. Separace probihala ve vyhfivané
elektroforetické komurce S2 (Whatman Biometra). Cely postup probihal nasledovné:
Osetreni skel

1. Plochy obou skel, které se dotykaly gelu, byly 2x oplachnuty deionizovanou
vodou a nasledné vysuSeny papirovou utérkou, poté byly 2x oplachnuty 96%
ethanolem a opét vysuseny.

2. Pomoci ptipravku pro odpuzovani vody (Rain-off) byla oSetfena plocha velkého
skla. Pripravek byl rozetfen po celé plose pomoci papirového ubrousku. Po
zaschnuti (5 min) bylo sklo opét 2x oplachnuto deionizovanou vodou a osuseno
papirovou utérkou.

3. V. digestofi byla plocha malého skla oSettena 1 ml roztoku
3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu, ktery byl rozetfen po celé plose skla
pomoci papirového ubrousku. Po zaschnuti (5 min) bylo sklo 4x oplachnuto 96%
ethanolem a znovu vysuseno.

4. Na polystyrenovou podlozku umisténou v digestofi bylo oSetfenou plochou
nahoru polozeno velké sklo a na jeho delsi okraje byly umistény dva 0,4mm
spacery. Poté bylo na velké sklo polozeno malé sklo oSetfenou plochou dola
a spacery byly srovnany az do okraju skel. Nasledné byl gel v misté spacerti sepnut

dvéma klipsy.
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Priprava 6% roztoku polyakrylamidového gelu

1.

Pomoci valce bylo odméreno 60 ml pracovniho roztoku akrylamidu : N, N*-
methylenbisakrylamidu, ktery byl nasledné nalit do kadinky. Mikropipetou bylo
pridano 40 pl N, N, N°, N‘-tetramethylethylendiaminu a 400 ul 10% roztoku
peroxodisiranu amonného.

Hotovy gel byl postupné nalévan mezi skla. Aby nedoslo ke vzniku vzduchovych
bublin bylo na sklo pfi liti gelu lehce poklepavano rukou.

Po naliti gelu byl mezi skla vlozen hiebinek (asi 5 mm hluboko) a v misté hiebinku

byla skla sepnuta ¢tyfmi klipsy. Gel byl nechan hodinu tuhnout.

Elektroforeticka separace

1.

Po ztuhnuti gelu byly vSechny klipsy sundany a skla byla dikladné umyta vodou
za pomoci kartacku. Byly odstranény vsechny zbytky gelu, a to predevsim
v oblasti hifebinku. Mens$i sklo bylo osuseno pomoci papirového ubrousku.

Skla byla upevnéna do elektroforetické komurky hfebinkem nahoru a tak, aby
malé sklo sméfovalo k hlinikové desce komirky. Do katodového a anodového
prostoru byl nalit 0,5x TBE pulfr.

Hrebinek byl opatrné vytahnut a prostor, kde se nachazel hiebinek, byl vycistén
za pomoci stfikacky a pufru. Oba prostory byly uzavieny, byly pfipojeny
elektrody ke zdroji elektrického proudu a gel byl nechan nahtivat po dobu 30 min
pfi nastaveni zdroje: napéti 3000 V, proud 150 mA a vykon 90 W.

Béhem nahiivani gelu byly pfipraveny vzorky, kdy ke kazdému PCR produktu
bylo pfidano 5 pul nanaseciho pufru a poté byly vlozeny do termocykleru a po dobu
3 minut byly denaturovany. Po denaturaci byly vzorky umistény do ledové tristé.
Po nahtati gelu byl vypnut zdroj elektrického proudu, odpojena katoda a prostor
mezi skly byl znovu vyc€istén pomoci stfikacky. Poté byl vsunut hiebinek asi
1 mm hluboko do gelu a pomoci osmikanalové pipety byly nanaSeny 2 ul
pfipravenych vzorka.

Poté byl katodovy prostor znovu uzavien, byla pfipojena elektroda a na zdroji
elektrického proudu byla nastavena hodnota vykonu na 70 W a vzorky byly
separovany po dobu 1,5-3 hod.

Mezitim byly pfipraveny roztoky k vizualizaci gelu a to fix/stop roztok, 1% roztok
HNO3, 0,1% roztok AgNO3 a vyvojka. Vyvojka byla po protrepani vlozena do
chladnicky.
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8. Elektroforeticka separace byla ukonena vypnutim zdroje stejnosmérného

elektrického proudu, elektrody byly odpojeny a byl vypustén pufr. Skla byla
vyjmuta, polozena na fotomisku malym sklem nahoru, byly vytahnuty spacery

a hfebinek, pomoci noze byla skla od sebe oddélena.

Vizualizace gelu

4.5

. Malé sklo s gelem bylo vloZzeno do fotomisky gelem nahoru, preneseno na

ttepacku do digestofe a do misky byl nalit fix/stop roztok, sklo s gelem v ném
bylo ponechano po dobu 20 min. Fix/stop roztok byl poté slit zpét do bariky a sklo

bylo 3x promyto deionizovanou vodou.

. Nasledné byl do misky nalit roztok 1% HNO3 a byl nechan putsobit po dobu

4 min. Roztok HNOj byl vylit do odpadu, sklo bylo 4x oplachnuto deionizovanou

vodou.

. Mezitim bylo do roztoku 0,1% AgNOs3 pfidano 1,2 ml formaldehydu. Sklo bylo

premisténo do dalsi fotomisky a bylo zalito pfipravenym roztokem 0,1% AgNOs,

sklo s gelem v ném bylo ponechéno po dobu 30 min.

. Béhem putsobeni roztoku 0,1% AgNOs byla pfipravena dalsi fotomiska

s deionizovanou vodou a do bariky s vyvojkou bylo pridano 1,2 ml formaldehydu

a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného.

. Po uplynuti doby ptasobeni byl roztok 0,1% AgNOs slit zpét do bariky a sklo bylo

umisténo na 5 sekund do pfipravené vody. Nasledné bylo sklo pfemisténo do dalsi

fotomisky a gel byl zalit vyvojkou.

.V gelu se postupné zacaly vyvijet hnédoCerné pruhy produktd PCR. Az byly

pruhy dostatecné zietelné, gel byl zalit fix/stop roztokem, tim doslo k zastaveni
vyvijeni.
Sklo bylo ptemisténo do fotomisky s deionizovanou vodou, nechano okapat a poté

bylo pfeneseno do susarny na dobu pfiblizné 30 min pii 90 °C.

. UsuSeny gel byl vyhodnocen na negatoskopu a poté naskenovan do pocitace.

Sklo s vyhodnocenym gelem bylo nasledn& ponoieno do 1 mol/dm® roztoku

NaOH, nasledné omyto saponatem a deionizovanou vodou.

Statistické vyhodnoceni vysledki

Ziskané genotypy byly u 23 jedinci capa bilého zpracovany pomoci dvou

populacné-genetickych programa a to: Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop
4.7.5 (Rousset, 2008).
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Pomoci programu Cervus 3.0.7 byly u ¢apa bilého stanoveny hodnoty o¢ekavané
(HE) a pozorované (Ho) heterozygotnosti, polymorfni informacni obsah (PIC) a frekvence
vyskytu nulovych alel. Dale pak to, zda jsou lokusy v Hardy-Weinbergové rovnovaze
a zjisténi spolehlivosti pii detekovani paternity. Program Genepop 4.7.5 byl pouzit pro

analyzu vazby mezi vSemi dvojicemi lokusu.

4.6  Pouzité chemikalie
e Akrylamid (Sigma)
e aTaq DNA polymeraza (5 U/ul, M1241 (Promega)
e Bromfenolova modr (Serva)
e Deionizovana voda
e Deoxyribonukleosid trifosfaty (dNTPs) (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240
(Promega)
e Dusic¢nan stfibrny (Sigma)
e Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
e Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na;EDTA) (Lachner)
e Formaldehyd (Lachner)
e Formamid (Lachner)
e Hydroxid sodny (Lachner)
e Chlorid draselny (Lachema)
e Chlorid sodny (Lachner)
e Kyselina borita (Lachema)
e Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)
e Kyselina octova (Lachner)
e Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)
e 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
e Mocovina (Lachner)
e N, N, N°, N* - tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
e N, N° - methylenbisakrylamid (Serva)
e Peroxodisiran amonny (Lachner)
e Tekuté stérace Rain Off (Sheron)
e Thiosiran sodny (Lachema)

e Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
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e Triton X-100 (Amresco)
e Uhlicitan sodny (Lachner)
e Xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.7  Pouzité roztoky a jejich priprava

Fix/stop roztok:

e 88 ml ledové kyseliny octové

e 800 ml deionizované vody
NanaSeci puft:

e 25 ml deionizované vody

e 100 ml formamidu

e 0,125 g bromfenolové modie

e 0,125 g xylenové modie

Reakéni pufr pro PCR (10x):

1,211 g trishydroxymethylaminomethanu

e 373 gKCIl

e 80 ml deionizované vody

e 1 ml Triton X-100

e Upravit pH pomoci HCI na hodnotu 9,0 a poté doplnit do 100 ml

Roztok dusi¢nanu stiibrného (0.1%):

e 0,8 g dusi¢nanu stfibrného
e 800 ml deionizované vody
e Pted pouzitim roztoku pridat 1,2 ml formaldehydu

Roztok hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/dm?>:

e 40 g hydroxidu sodného rozpustit v 1 1 deionizované vody
Roztok kyseliny dusic¢né (1%):
e 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

e 800 ml deionizované vody

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:

e 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
e 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok peroxodisiranu amonného (10%):

e 1 g peroxodisiranu amonného
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10 ml deionizované vody

Roztok uchovavat v chladni¢ce

Roztok polyakrylamidové gelu (6%):

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného

40 ul N, N, N¢, N* - tetramethylethylendiaminu

Vyvojka:

24 g uhlicitanu sodného
800 ml deionizované vody
Ulozit do chladni¢ky a pred pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl

thiosiranu sodného

Z4sobni roztok akrylamidu (6 %):

420 g mocoviny

50 ml 10x TBE

484 ml deionizované vody

150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N° - methylenbisakrylamid
(v poméru 19:1)

Vsechny slozky rozpustit, poté zfiltrovat a uchovat tmavé lahvi v chladnicce

Z4sobni roztok TBE pufru (10x):

4.8

55 g kyseliny borité
108 g trishydroxymethylaminomethanu
40 ml 0,5 mol/dm?® roztoku ethylendiaminotetraoctanu sodného, pH 8,0

Deionizovanou vodou doplnit do 11

Pouzité laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridizacni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

Mikropipety Finnpipette - 0,5 az 10 ul (osmikanalova) (Thermo Labsystems)
Mikropipety Finnpipette - 0,3 ul az 1 ml (Thermo Labsystems)

Mikropipety Nichipet EX 0,5 ul az 1 ml (Nichiryo)
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Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komtrka S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler TP XP (BIOER Technology)

Trepacka Orbit 1900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema Ice Makers)
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5 Vysledky

V ramci experimentalni casti mé diplomové prace jsem se zabyvala analyzou
a charakterizaci vybranych cross-species mikrosatelitnich lokust u ¢apa bilého (Ciconia
ciconia), které jsem v ramci své bakalarské prace (Kriavkova, 2021) u tohoto druhu
oznacila jako polymorfni. V bakalafské praci jsem testovala pomoci cross-species PCR
amplifikace 213 pard primerd na DNA 6 neptibuznych jedinct ¢apa bilého, kdy 207 part
primert pochazelo od zastupci z fadu trubkonosi. DalSich 6 part, které byly
u trubkonosych pouzity jako cross-species a poskytly u nich polymorfni produkt, z nich
5 part primera pochézelo od tfi druhti z fadu dlouhokfidli a 1 z fadu pévci. Celkove jsem
v bakalarské praci detekovala 18 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. Konkrétné
1 mikrosatelitni lokus pochazel od jednoho druhu z Celedi albatrosoviti, 4 od dvou druhti
z Celedi buinackoviti a 13 od sedmi druht z Celedi buinakoviti.

V této diplomové praci jsem na DNA 23 nepfibuznych jedinci ¢apa bilého
charakterizovala 18 polymorfnich mikrosateliti amplifikovanych vyse zminénymi pary
primerd. Jako pocatecni teploty annealingu (T.) jsem pouzila ty, které jsem oznacila jako
finalni ve své bakalaiské praci (Kriiavkova, 2021). U vétSiny mikrosatelitnich lokust
jsem musela upravit teploty annealingu uvedené v bakalarské praci. V ptipadé zadného
nebo malo zfetelného PCR produktu jsem snizila jeho Ta0 3-5 °C. V opac¢ném piipadeé,
tedy pokud byl produkt velmi silny a Spatné hodnotitelny, jsem T, zvySila. Finalni teplota
annealingu se pohybovala v rozmezi od 51 do 66 °C. Nasledné¢ jsem PCR produkty
separovala pomoci elektroforézy, jejiz trvani jsem upravovala tak, aby jednotlivé alely
lokusu byly od sebe snadno odlisitelné. PCR produkty jednotlivych mikrosateliti jsem
separovala v rozmezi od 90 do 180 minut. Déle jsem u problematicky hodnotitelnych
mikrosatelitd snizovala koncentraci hofe¢natych ionti v PCR reakcni smési, a to
konkrétné u dvou mikrosatelitnich lokusti: u mikrosatelitu Pacbel 07265 jsem snizila
koncentraci (objem) hofecnatych iontli z koncentrace 25 mmol/l (14,3 ul) na %4
(18,75 mmol/l (10,7 pl)), u mikrosatelitu Puff G2F z koncentrace 25 mmol/l (14,3 pl) na
2/3 (16,67 mmol/l (9,5 pl)). O chybéjici objem byla poté doplnéna deionizovana voda, aby
nedoslo ke zméné finalniho objemu PCR reak¢ni smési.

Celkove jsem amplifikaci 18 par( primera ziskala 17 polymorfnich lokust (viz
Tabulka €. 4). Mikrosatelit Oc87B jsem v mé bakalaiské praci (Kriiavkova, 2021)
oznacila jako polymorfni se dvéma alelami, ale na elektroforetogramu 23 jedincti v této

diplomové praci bylo jasné, ze variabilita, ktera na malém poctu jedinct vypadala jako
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mikrosatelitni, neni mikrosatelitového charakteru a mikrosatelit byl proto z dalSich analyz
vytazen. Na zakladé zjisténych alelovych konstituci vSech polymorfnich mikrosatelitd
u 23 nepiibuznych jedinct ¢apa bilého jsem tyto lokusy analyzovala a charakterizovala
prostiednictvim populac¢né-genetickych programt Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007)
a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008). Témito programy jsem ziskala informace o Hardy-
Weinbergové rovnovaze a frekvenci vyskytu nulovych alel (viz Tabulka ¢. 4). Déle pak
hodnoty pozorované (Ho) a ocekavané (Hg) heterozygotnosti (viz Tabulka €. 5). A také

informace o pfipadné vazbé mezi dvéma lokusy.
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Tabulka ¢. 4: Charakteristika 17 polymorfnich mikrosatelit, které byly genotypovany u 23 nepiibuznych jedinct ¢apa bilého. V tabulce je uveden
nazev lokusu s koédem uvedenym v databazi GenBank, dale zdrojovy druh, sekvence primerd, jednotka repetice, pocet alel (N), délka
elektroforetické separace (ELFO), teplota annealingu (T.), odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW) a frekvence vyskytu nulovych alel
).

Lokus .
(GenBank Zdrojovy Sekvence primeru (5¢ 2 3¢) Jedno.tka N ELFO ;[‘ . HW F
druh repetice [min] [°C] [%]

Acc. No.)

De7 Albatros _F: GAGGAAAACTCCATCTGCCA e 5 w0 o o
(AF096792) stéhovavy  R: TCTGAACCTCTATCAAAAGG

Paequl0 Bufiidk  F: GAAGCTGCACTGGAACTG A . 10 e Ns
(neuvedeno) bélobrady R: CATGTGGTAAGAATCCAGATG

Parm02 F: AGCAAGCTGACAGCAACAGA
(EU360818) Buiiak  R: TGTTATGTCCTGCGGATGAG CA 3 1200 65 NS 010
Parm05 trinidadsky ~ F: CGTATACCCTGCAGATACGC CA ) 90 57 ND i
(EU360821) R: CTCAGTGCCAATTCGTACCC

Ptero02 F: AAGCGCTTCACTGGAGGA
(HQ918219) R: TGACCTGTGTGCCTTCATTC CA 4 120055 NS -
Ptero0d Butiitk  F: TGCATTGTTTCTGTCCAAACTC A s 10 6 NS
(HQ918221) havajsky ~ R: GGCTGGAATGCATAGTACCAAC

Ptero09 F: GCAAATACCAGTCTTCCAAAGG
(HQ918226) R: TTTAAGATAAAGATGTTTGAGAACCAC AAGG 4 120 6L NS -
Puff G2C F: CTGAAATCAGACATTATTTC
(EU158898) Bufiidk  R: ACAATATGCAAACTTTTTG GT 4 120052 NS 1128
Puff G2F* balearsky  F: GCTCTCCCAGTTTGCACG
(EU158899) R: TCCCATGCTTTAACCACTG GT 2 180 60 ND 1321

Legenda: * - dvoutictinova koncentrace (16,67 mmol/l) hofeénatych iontii v PCR mixu; ND - lokus nelze vyhodnotit, zda je v souladu s HW rovnovahou;

NS - lokus je v souladu s HW rovnovahou
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Tabulka ¢. 4: Pokracovani.

Lokus .,

(GenBank Zd;:dﬁvy Sekvence primeru (5¢ 2 3¢) J:e(lll(:itf: IE:II;IE;(]) ;[‘ é HW [,l; 1
Acc. No.) P ! [°C] ¢
Pc A107 F: AAAGCCAGTAGGTGTATTCAAC GT ’ 180 56 NS

(JX435472) Buinak R: AAGTGGGAGGAAAGAGTGTAG i
Pc D103 svétlonohy  F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA

(JX435479) R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG CATA/GATG 4 90 51 RS -

Bb22 F: TTCACAGCAGAATCACCTCAG TG ’ 90 60 ND
(HM171898) Buinak R: GCTCAAAGGGTGGAATTGTT ]
Bb23 Bulwertuv F: TCAAAAGCTCACTCCCCTTT CA ’ 90 51 ND
(HM171899) R: ATCTTCCCTTGCCTTCCTTT ]
Pacbel_07265* Buitiak F: CGTCACTTTAATAGCGCTGGC GT 5 90 55 NS ]
(neuvedeno) utlozoby R: ACCCTGATTTTCCCAGTCCG
Oc28B Buitiacek F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC
(FJ238097)  madeirsky  R: GGAAGGCTACCACAATTTCA TG 2 9% 52 NS 6388
Omn8 F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC
(JQ303232) Buffidek  R: GGGGCGAGCATTACATTAAA AC 6 % ¥ N 2
Omn23 Monteiruv F: GGAAAAGGAGACTAGATCTTGTGAA
(JQ303240) R: AAACTTACTTTGTTATTTCCATATGTTT TTG 2 20 61 ND 43,95

Legenda: * - tfictvrtecni koncentrace (18,75 mmol/l) hofecnatych ionti v PCR mixu; ND - lokus nelze vyhodnotit, zda je v souladu s HW rovnovahou;

NS - lokus je v souladu s HW rovnovahou
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Amplifikaci 18 part primert u 23 jedincti Capa bilého jsem nasla 17 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust s poctem alel od 2 do 6. Nejvice alel (tedy 6) mél mikrosatelit
Omn8 pochazejici od buriacka Monteirova. Nejméné alel (2) mély mikrosatelity: De7
(albatros stehovavy), PaequlO (buffidk bélobrady), ParmO5 (buifidk trinidadsky),
Puff G2F (buiiak balearsky), Pc A107 (buifidk svétlonohy), Bb22 a Bb23 (buifidk
Bulwertiv), Oc28B (buifia¢ek madeirsky) a Omn23 (buinacek Monteirtv). Celkove jsem
u deviti lokust nasla po 2 alelach, u dvou lokust po 3 alelach, u ¢tyt lokust po 4 alelach,
u jednoho 5 alel a u jednoho 6 alel. U vSech mikrosateliti jsem urcila pocet alel, genotypt
a pozorovanou (Ho) a oCekéavanou (Hg) heterozygotnost (viz Tabulka €. 5). Nejvétsi pocet
genotypi byl 9 a to u pétialelového mikrosatelitu Pacbel 07265 a Sestialelového
mikrosatelitu Omn8.

Tabulka €. 5: Polymorfni mikrosatelitni lokusy testované na DNA 23 nepfibuznych
jedincta ¢apa bilého. V tabulce je uveden nazev mikrosatelitu, zdrojovy druh, pocet alel,

pocet genotypu, pozorovana heterozygotnost (Ho) a oCekavana heterozygotnost (Hg).

Mikrosatelit Zdrojovy Pocet alel Pocet o Ho Hg
druh genotypu
De7 Albatros 2 2 0,174 0,162
stéhovavy
Buinak
Paequl0 balobrady 2 3 0,435 0,394
Parm02 Buitiak 3 6 0,652 0,666
ParmO05 trinidadsky 2 2 0,261 0,232
Ptero02 Bufiiak 4 7 0,696 0,666
Ptero04 havajsky 3 5 0,652 0,587
Ptero09 4 7 0,783 0,693
Puff G2C Buitiak 4 8 0,522 0,650
Puff G2F balearsky 2 3 0,174 0,232
Pc A107 Buitiak 2 3 0,565 0,496
Pc D103 svétlonohy 4 7 0,696 0,679
Bb22 Buitiak 2 2 0,217 0,198
Bb23 Bulwerav 2 2 0,087 0,085
Pachel 07265  Duifiak 5 9 0,913 0,739
utlozoby
Ocosp ~ Buffacek 2 3 0.435 0,510
madeirsky
Omn$8 Buitiac¢ek 9 0,739 0,785
Omn23 Monteirav 2 3 0,043 0,125

Pomoci programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) jsem charakterizovala
vsech 17 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti. V priméru byly na jeden lokus nalezeny

3 alely a primérna ocekavana heterozygotnost byla 0,4646. Primérny polymorfni
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informac¢ni obsah (PIC) mél hodnotu 0,4020. Také byla vypoctena pravdépodobnost
chybného pfifazeni prvniho rodice k mladéti v pripad€, Ze neni znam ani jeden z rodicu,
ta mé&la hodnotu 6,43-107%, pravdépodobnost chybného pfifazeni druhého rodice k mladéti
v ptipadg, Ze je znam prvni z rodi&d, byla 5,0-107 a pravdépodobnost chybného piitfazeni
rodi¢ovského paru k mladéti, byla 1,54-10™*. Pravdépodobnost, ze budou mit dva ndhodné
vybrani nepfibuzni jedinci stejnou alelovou konstituci vSech polymorfnich lokust, byla
4,62:10° a pravdépodobnost, ze dvé nihodn& zvolena piibuzni mladata budou mit
stejnou alelovou konstituci na vSech lokusech, byla 1,64-10* Vsechny tyto vlastnosti
jsou detailn€ popsany v ptiloze ¢. 1.

Program Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008) jsem pouzila pro detekci mozné vazby.
Vsechny mikrosatelity byly testovany v parech a zadna dvojice se nenachazela ve vazbé
a vSechny jsou navzajem nezavislymi markery.

Jedenact ze sedmnacti testovanych polymorfnich lokust se nachazelo v Hardy-
Weinbergové rovnovaze, tyto mikrosatelity jsou v tabulce ¢. 4 oznaCené zkratkou NS.
U zbyvajicich Sesti lokust (dvoualelovych) nebyl program Cervus 3.0.7 (Kalinowski
et al., 2007) schopny urcit, zda jsou v Hardy-Weinbergové rovnovaze, v tabulce €. 4 jsou
oznacené zkratkou ND. U 11 lokust nebyl zaznamenan vyskyt nulovych alel. Nejveétsi
frekvence vyskytu nulovych alel byla u lokusu Omn23 a to 43,95 %. Lokusy Puff G2C
a Puff G2F mély frekvenci vyskytu nulovych alel v rozmezi 10-20 %, lokus Oc28B
v rozmezi 5-10 % a lokusy Parm02 a Omn8 méné nez 5 %.

Roli u mikrosateliti maji nejenom vypocétem ziskané vlastnosti, ale také to, jak je
mikrosatelit hodnotitelny. Hodnoti se, jak jsou jednotlivé alely zfetelné, zda se
nevyskytuji néjaké pridavné produkty, které by znemoziovaly hodnoceni. Mezi §patné
hodnotitelny mikrosatelit patfil Puff G2F. Naopak dobie hodnotitelné mikrosatelity byly
Oc28B (Obrazek €. 3), Ptero02 (Obrazek €. 4) a Pacbel 07265 (Obrazek €. 5).
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Obrazek ¢. 3: Elektroforetogram dvoualelového lokusu Oc28B u 23 nepiibuznych
jedinct Capa bilého. Amplifikace probihala pii teploté annealingu 52 °C a nasledna
elektroforeticka separace probihala po dobu 90 minut. Rimskymi &islicemi jsou

vyznaceny jednotlivé alely (L.—IL.).
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Obrazek ¢. 4: Elektroforetogram ctytalelového lokusu Ptero02 u 23 nepfibuznych
jedinct Capa bilého. Amplifikace probihala pii teploté annealingu 55 °C a nasledna
elektroforeticka separace probihala po dobu 120 minut. Rimskymi &islicemi jsou
vyznaceny jednotlivé alely (IL.-IV.).
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Obrazek ¢. 5: Elektroforetogram pétialelového lokusu Pacbel 07265 u 23 nepiibuznych
jedinct Capa bilého. Amplifikace probihala pii teploté annealingu 52 °C a nasledna
elektroforeticka separace probihala po dobu 90 minut. Rimskymi &islicemi jsou

vyznaceny jednotlivé alely (I.-V.).
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6 Diskuse

V ramci experimentalni ¢asti mé diplomové prace jsem pomoci cross-species PCR
amplifikace analyzovala a charakterizovala 18 mikrosatelitnich lokust, které jsem ve své
bakalarské praci (Kriavkova, 2021) oznacila jako polymorfni. Retestovanim téchto part
primerd na 23 nepfibuznych jedincich cCapa bilého jsem potvrdila polymorfismus
u 17 mikrosatelitd. Nasledné jsem vytadila mikrosatelit Oc87B, ktery poskytl
monomorfni produkt a v mé bakalarské praci byl chybné oznafen jako polymorfni.
U ostatnich mikrosatelitd jsem podle potieby upravovala podminky PCR amplifikace
(teploty annealingu a koncentraci hotfecnatych iontl) a elektroforetické separace (Cas).
Vsechny pary primert, které amplifikovaly polymorfni produkt, pochazely od zastupct
z tadu trubkonosi a to z Celedi albatrosoviti (1 par), buffiakoviti (13 para) a buffiaCkoviti
(3 pary). Tyto mikrosatelity jsem amplifikovala na genomické DNA 23 nepiibuznych
jedinca ¢apa bilého a nasledné analyzovala a charakterizovala pomoci dvou populacné-
genetickych programt Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.7.5 (Rousset,
2008).

V ramci Celedi albatrosoviti jsem charakterizovala pouze jeden mikrosatelit
(De7), ktery pochazel od albatrose st¢hovavého (Diomedea exulans). Od druhu z Celedi
burniakoviti jsem amplifikovala 13 parG primerd, konkrétné PaequlO od buinaka
bélobradého (Procellaria aequinoctialis), Parm02 a Parm05 od buinaka trinidadského
(Pterodroma arminjoniana), Ptero02, Ptero04 a Ptero09 od bufiidka havajského
(P. sandwichensis), Puff G2C a Puff G2F od buifiidka balearského (Puffinus
mauretanicus), Pc A107 aPc D103 od buftidka svétlonohého (P. carneipes), Bb22 a Bb23
od buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii) a Pacbel 07265 od bufiiaka utlozobého
(Pachyptila belcheri). Od druhti z Celedi buinackoviti jsem charakterizovala
3 mikrosatelitni lokusy a to Oc28B, ktery pochazel od bufiacka madeirského
(Oceanodroma castro) a dale pak Omn8 a Omn23 od bufiacka Monteirova
(O. monteiroi). VSechny mikrosatelity jsem srovnala s vysledky z nize uvedenych studii
(viz Tabulka €. 6).

Burg (1999) ve své praci izolovala a charakterizovala 26 mikrosatelitnich lokust
u dvou druht albatrose, a to Sedohlavého a st€éhovavého. Tyto lokusy charakterizovala na
50 jedincich albatrose Sedohlavého, 50 jedincich albatrose ¢ernobrvého a 90 jedincich
albatrose stehovavého. Pti amplifikaci mikrosatelitu De7 pouzila dvé teploty annealingu,

kdy prvnich sedm cyklt probihalo pfi teploté 48 °C a dalsich 25 cykla pfi 52 °C. Autorka

36



u vsech tfi druhti nalezla po dvou alelach. Ja jsem tento mikrosatelit amplifikovala pfi T,
59 °C a nalezla jsem stejné jako autorka 2 alely. Srovnani jejich vysledk s mymi je

shrnuto v tabulce ¢&. 6.

Techow et O’Ryan (2004) izolovali 6 mikrosatelitnich lokusti pochazejicich od
buiniaka bélobradého. Tyto lokusy testovali na 69 jedincich. Pfi amplifikaci mikrosatelitu
Paequl0 pouzili teplotu annealingu 55 °C a nasli 7 alel. Nasledné provedli cross-species
PCR amplifikaci na Sesti dal§ich druzich z fadu trubkonosi a to na bufiiaku tristanském,
obrovském a Hallovu, dale pak na albatrosu ¢ernobrvém, Sedohlavém a st€éhovavém.
S vyjimkou albatrose stéhovavého, byl mikrosatelit u zbyvajicich péti druht polymorfni.
Pocet alel autofi neuvadeji. Ve své praci jsem mikrosatelit Paequl0 amplifikovala pii Ta
63 °C a nalezla jsem 2 alely.

Brown er Jordan (2009) izolovali 6 mikrosatelitnich lokusi od bufnaka
trinidadského. Mikrosatelit Parm02 amplifikovali pfi Ta 55 °C a detekovali 4 alely.
Mikrosatelit ParmO5 oznacili jako monomortni. Déale provedli cross-species PCR
amplifikaci u 17 druht z fadu trubkonosi a u tucnaka zlutorohého. Parm02 byl polymorfni
u 17 jedinct buiniaka proménlivého, 12 jedinct buitiaka bélobradého a 8 jedincti buiniaka
holubiho u vsech se 3 alelami, u 1 jedince buffiaka modravého se 2 alelami a u 8 jedincu
tucnaka zlutorohého s 5 alelami. Parm05 byl polymorfni u 17 jedinci buinaka
promeénlivého a 8 jedinct buiniaka kapverdského u obou se 2 alelami a u 8 jedincti buiniaka
madeirského se 3 alelami. Dale otestovali dalSich 53 mikrosatelitnich lokusti pomoci
cross-species PCR amplifikace u bufnidka trinidadského, kdy polymorfni produkt
poskytlo 6 z nich, a to Paequ3 a Paequl3 (buiidk bélobrady), 10C5, 12H8 a Dell
(albatros ste¢hovavy) a Calex01 (kulik motsky). Ja jsem u mikrosatelitu Parm02 nalezla
3 alely pfi Ta 65 °C a u mikrosatelitu Parm05 2 alely pii T. 57 °C.

Welch et Fleischer (2011) popsali 10 mikrosatelitnich lokusti od buffiaka
havajského. Pfi testovani na 40 jedincich pfi teplot€ annealingu 53 °C nalezli
u mikrosatelitu Ptero02 5 alel, u Ptero04 8 alel a u Ptero09 7 alel. Ja jsem u mikrosatelitu
Ptero02 nalezla 4 alely pfi T. 55 °C, u mikrosatelitu Ptero04 3 alely pfi T. 66 °C
a u Ptero09 4 alely piti T, 61 °C.

Gonzalez et al. (2009) charakterizovali 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokust
od 54 jedinct buinaka balearského. U mikrosatelitu Puff G2C nalezli pti T2 50 °C 7 alel.
U Puff G2F pii Ta 60 °C 2 alely. VSechny mikrosatelity nasledné amplifikovali na

23 jedincich bufriaka stfedomotského. Puff G2C vykazoval polymorfismus se 6 alelami.
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Lokus Puff G2F byl monomorfni. Ja jsem u mikrosatelitu Puff G2C nalezla 4 alely pii Ta
52 °C a u mikrosatelitu Puff G2F stejné jako autofi 2 alely pii 60 °C.

Hardesty et al. (2013) nalezli 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u buiniaka
svétlonohého. Jejich variabilitu testovali na 84 jedincich tohoto druhu. Lokus Pc A107
amplifikovali pii Ta 55,2 °C a nalezli 5 alel. U lokusu Pc D103 detekovali 6 alel pfi Ta
58,7 °C. V této praci jsem pouzila teplotu annealingu u mikrosatelitu Pc A107 56 °C
a nalezla 2 alely. U lokusu Pc D103 jsem pouzila T, 51 °C a nalezla jsem 4 alely.

Andris er al. (2010) charakterizovali 11 mikrosatelitnich lokusti u bufnaka
Bulwerova. Mikrosatelity Bb22 a Bb23 amplifikovali pfi teploté annealingu 58 °C
a nalezli 2 a 3 alely na lokus. U mikrosatelitu Bb22 jsem pouzila T, 60 °C a nalezla jsem
stejné jako autofi 2 alely. Mikrosatelit Bb23 vykazoval polymorfismus také se 2 alelami
pii Ta 51 °C. Autoti ¢lanku také provedli cross-species PCR amplifikaci u buinidka
bélobradého a modravého a u buiid€ka Monteirova. Lokus Bb22 byl polymorfni u vech
tfi druhti. Lokus Bb23 byl polymorfni pouze u obou buiniak(i. Pocty alel ani testovanych
jedinch autofi neuvadéji.

Moodley et al. (2015) izolovali 25 polymorfnich mikrosatelitnich markert
od buinaka atlozobého. Autofi u 74 jedinct tohoto druhu nalezli u lokusu Pacbel_07265
15 alel pfi Ta 56 °C. Ja jsem u tohoto mikrosatelitu nalezla 5 alel pfi T. 52 °C.
Autofi tyto mikrosatelity také otestovali pomoci cross-species PCR amplifikace
u 118 jedinca buinaka Sirokozobého, 79 jedinct buinaka holubiho, 18 jedinca buifiaka
Salvinova, 35 jedinct buinaka hrdlicciho, 99 jedinct buifiaka modravého a 6 jedinca
buiniacka Wilsonova. Lokus Pacbel 07265 byl polymorfni u vSech zminénych druht
s poctem alel: 14 u bufiidka Sirokozobého, 15 u buifidka holubiho, 7 u bufridka Salvinova,

6 u burnaka hrdli¢¢iho, 28 u buinaka modravého a 5 u buinacka Wilsonova.

Sun et al. (2009) charakterizovali 10 mikrosatelitnich lokusi od bufiacka
madeirského a dlouhokfidlého. Jejich variabilitu otestovali na 27 jedincich buftiaCka
madeirského, 22 jedincich buiiiacka Monteirova a 24 jedincich buiiiacka dlouhokiidlého.
Lokus Oc28B amplifikovali pfi Ta 50 °C a byl polymorfni u buifid€ka madeirského
a Monteirova u obou se 3 alelami. J4 jsem tento lokus amplifikovala pii T 52 °C a nalezla
jsem 2 alely.

Bried et al. (2012) u buriacka Monteirova popsali 18 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusa. Variabilitu téchto lokust testovali na 125 jedincich tohoto druhu.

Oba lokusy amplifikovali pfi Ta 58 °C. U lokusu Omn8 nalezli 10 alel a u lokusu Omn23
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4 alely. Ja jsem tyto mikrosatelity amplifikovala pti Ta 59 °C, respektive 61 °C. U lokusu
OmnS8 jsem nalezla 6 alel a u lokusu Omn23 2 alely. Autofi ¢lanku také provedli cross-
species PCR amplifikaci u bufnacka madeirského, buiiiaka Bulwerova a modravého.
Polymorfni byl pouze lokus Omn8, a to u buffiacka madeirského. Pocty alel ani

testovanych jedinca autofi neuvadéji.

Tabulka €. 6: Srovnani mikrosatelitnich lokust, které byly pivodné nalezeny u nize
zminénych zdrojovych druhti s vysledky cross-species PCR amplifikace na 23
nepiibuznych jedincich ¢apa bilého (tato prace). V tabulce je uveden nazev mikrosatelitu,
zdrojovy druh, pocet jedinct, literarni zdroj, teplota annealingu (T.), délka
elektroforetické separace (ELFO) a pocty nalezenych alel. * znaci snizeni koncentrace
hofeé€natych iontli v PCR reakéni smési na */s. “ zna€i sniZeni koncentrace hofe¢natych

iontl v PCR reakéni smési na /3.

Cap bily,
.o, « S, 23 jedincu
Mikrosatelit ZdJ:J ;)lvy ':)(;)iilect" [OTS] Ll;(el;?::m (tato prace)
u J u J T. ELFO
[°C] [min]
Albatros 48 Burg,
De7 sthovavy 0 a5y 2 1999 | %0 2
Buriiak Techow et
Paequ10 bél‘gbra i 69 55 7  ORyan, | 63 160 2
y 2004
Parm02 oy 4  Browner | 65 120 3
DU Chybi 55 ———  Jordan,
Parm05  trinidadsky 2009 57 90 2
Ptero02 Buiiiak 5 Welch et 55 120 4
Ptero04 haug‘l:ky 40 53 8  Fleischer, | 66 120 3
Ptero09 Vel 7 2011 61 120 4
Puff G2C Buitiak 4 50 7 Gonzalez 52 120 4
Puff G2F  balearsky 60 2 etal,2009| 60° 180 2
Pc A107 Buitiak 34 552 5 Hardesty 56 180 2
PcD103  svétlonohy 587 6 etal,2013| 51 90 4
Bb22 Buffidk oy . o 2 Andris | 60 90 2
Bb23 Bulwertiv yot 3 eral,2010| 51 90 2
Burniak Moodley "
Pacbel 07265 lozoby 74 5615 0 aots | 52 90 5
Buitiacek Sun et al.,
0c28B madeirsky 27 50 3 5009 52 90 2
Omn$ Buffiaéek .o o 10  Brieder | 59 90 6
Omn23 Monteirav 4 al., 2012 61 90 2
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Srovnani polymorfnich mikrosatelitnich lokusi od druhii z Fadu trubkonosi u ¢apa
bilého a dalsich testovanych druhu z kladu Aequorlitornithes

V Laboratofi populacni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky PiF UPOL,
se po mnoho let testuje variabilita mikrosatelitd z fadu trubkonosi. Celkov€ bylo na toto
téma zpracovano 10 bakalafskych a 8 (vCetné této) diplomovych praci. Studiem
polymorfnich mikrosatelitl u nesyta indomalajského se ve své diplomové praci zabyvala
Nedvédova (2015). JanuSova (2015) ve své bakalarské praci provedla cross-species PCR
amplifikaci u potapky roha€e a vybrané polymorfni mikrosatelity nasledné
charakterizovala ve své diplomové praci (JanuSova, 2017). VereSova (2018) ve své
bakalarské praci nalezla polymorfni mikrosatelity u pelikdna kadetfavého, které pak
nasledné charakterizovala ve své diplomové praci (Veresova, 2020). U plamenaka
karibského byly mikrosatelity pochazejici od zastupcti z fadu trubkonosi nejprve
amplifikovany v bakalatské praci Strejckové (2016), ktera je nasledné 1 ve své diplomové
préaci (Strejckova, 2018) charakterizovala. Zlochova (2019) ve své diplomové praci
charakterizovala polymorfni mikrosatelity nalezené u plamenaka rizového, tim navazala
na vysledky bakalarské prace Kurové (2017). Hudzieczkova (2019) ve své bakalarské
préaci nalezla polymorfni mikrosatelity u pelikana bilého, na jeji praci navazala svou
diplomovou praci Adamkova (2021). U pelikana afrického provedla Kopecna (2018)
cross-species PCR amplifikaci a vybrané polymorfni mikrosatelity nasledné
charakterizovala ve své diplomové praci (Kopecna, 2020). Mackova (2021) testovala
mikrosatelity z fadu trubkonosi na pelikanu skvrnozobém. Kopecky (2022) ve své
bakalarské praci provedl cross-species PCR amplifikaci u ¢apa simbila. Musilova (2022)
ve své bakalafské praci testovala variabilitu na Capu Cerném. U c¢éapa bilého jsem
polymorfismus téchto mikrosatelitli testovala ve své bakalarské praci (Kriiavkova, 2021)
a nalezené polymorfni mikrosatelity jsem charakterizovala v této diplomové praci.
Srovnani vysledkt této prace s vysledky dalSich studentt, ktefi se zabyvali testovanim

mikrosatelith z fadu trubkonosi, je uvedeno v tabulce ¢. 7.
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Tabulka ¢. 7: Prehled mikrosatelitnich lokust z fadu trubkonosi, které jsou polymorfni u ¢apa bilého (tato prace) a u dalSich 10 druhd z kladu

Aequorlitornithes, u kterych byly tyto mikrosatelity také testovany. Jedna se konkrétn€ o: nesyta indomalajského (Nedvédova, 2015), plamernidka
karibského (Strejckova, 2018), plameriaka razového (Zlochova, 2019), ¢apa simbila (Kopecky, 2022), pelikana bilého (Adamkova, 2021), potapku

rohace (JanuSova, 2017), pelikana skvrnozobého (Mackové, 2021), pelikana afrického (Kopecna, 2020), ¢apa ¢erného (Musilova, 2022) a pelikana

kadetavého (Veresova, 2020). Cislem je oznaten polet alel, M = monomorfni lokus, U = polymorfni nehodnotitelny lokus, NA = Zadna

amplifikace. V zavorkach jsou uvedeny pocty jedincu.

. ., Nesyt Plamenak Plamenak Czip Pelikan Potapka Pelikan Pelikan Czip Pelikan
Mikrosatelitni o .1 . , ov . g , - , s . w , v
lokus bily indomalajsky karibsky ruzovy  simbil bily roha¢  skvrnozoby africky cerny kaderavy
(23) (6) (30) (22) (6) (21) (13) (6) (12) (6) (41)

Omn8 6 4 7 8 6 7 9 4 4 3 M
Pc D103 4 2 3 2 3 M 2 M M NA M
Pacbel_07265 5 2 3 2 2 M M 2 M M M
Oc28B 2 M 3 4 M 4 M 2 M M M
Ptero(9 4 2 M M 3 4 M M M M M
Puff G2F 2 2 3 3 M M M M M M M
Bb22 2 2 2 2 M M M M M M M
Ptero(2 4 5 M M 4 M M M NA M M
Parm02 3 4 M M M 4 M M M M M
Puff G2C 4 3 U U 2 M M M M M M
Omn23 2 2 M M M M M M 2 M M
Ptero(04 3 M M M M 3 M M M M M
De7 2 M M M M M 3 M NA M M
Parm05 2 3 M M M M M M NA M M
Pc A107 2 M 2 M M M M M M M M
Paequl( 2 M M M M M M M M 2 M
Bb23 2 M M M M M M M M M M

N
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Mezi nejpolymorfné€jsi mikrosatelity patfil lokus Omn8, ktery byl polymorfni
u 10 z 11 testovanych druhii. Dale pak lokusy Pc D103 a Pacbel 07265, které byly
polymorfni u 6 z 11 testovanych druhti. Lokus Oc28B byl polymorfni u 5 druhti. Lokusy
Bb22, Ptero09 a Puff G2F u 4 druht. Lokusy Parm02, Omn23, Ptero02 a Puff G2C
u 3 druht. Dalsich 5 lokust (De7, Parm05, Pc A107, Ptero04 a PaequlO) bylo
polymorfnich u 2 druhd. Posledni lokus Bb23 byl polymorfni pouze u ¢apa bilého.

Testované mikrosatelity u ¢apa bilého

Celkové bylo u capa bilého testovano 783 part primertu a to v 7 pracich
(Obrucova, 2009; Burianova, 2011; Fiserova, 2014; Gajdosikova, 2020; Krilavkova,
2021; Mackova, osobni sdéleni; tato prace). Polymorfni produkt poskytlo 76 para primert
z nichz 5 jesté nebylo pln€ charakterizovano na 23 neptibuznych jedincich ¢apa bilého,
uspésnost nalezeni polymorfniho produktu tedy €ini piiblizné 9 %. Burianova (2011) ve
své diplomové praci charakterizovala 31 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi na
23 nepiibuznych jedincich ¢apa bilého s poctem alel od 2 do 10. Mikrosatelitni lokusy
pochazely od =zastupcd =z tadd: brodivi (Ciconiiformes) (16), dlouhoktidli
(Charadriiformes) (1), plamenaci (Phoenicopteriformes) (3) a veslonozi (Pelecaniformes)
(11). Dale pak charakterizovala dalSich 8 mikrosateliti pochazejicich pfimo od ¢apa
bilého s poctem alel od 2 do 23. FiSerova (2014) ve své diplomové praci nalezla
5 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u 6 nepfibuznych jedinct ¢apa bilého s poctem
alel od 2 do 4. Lokusy pochazely od zastupcu z fada brodivi (Ciconiiformes) (4) a potapky
(Podicipediformes) (1). Mackova ve své dokonc¢ované diplomové praci charakterizovala
15 mikrosatelitnich lokust na 23 nepfibuznych jedincich ¢apa bilého s poctem alel od
2 do 4. Pouzité mikrosatelity pochazely od zastupct z fadu tucnaci (Sphenisciformes) (7),
dale byly pouzity EST ptaci mikrosatelity (4) a konzervované ptaci mikrosatelity (4)
(osobni sdéleni). J& jsem v této diplomové praci charakterizovala 17 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust na 23 nepiibuznych jedincich ¢apa bilého s poctem alel od 2 do
6. Pouzité mikrosatelity pochazely od zastupci z fadu trubkonosi (17). Nejvice
polymorfnich mikrosatelitnich lokust je v ramci fadu brodivi a to 28, dale pak v ramci
fadu trubkonosi jich je 17, v ramci veslonohych 11, tucnaka 7, EST ptacich mikrosatelitt
4, konzervovanych ptacich mikrosateliti 4, plamenaka 3, dlouhokfidlich 1 a potapek také

1 (viz Obrazek ¢. 6). Uvedené fady jsou ve starém pojeti systému.
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m EST ptaci
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m Konzervované ptaci
mikrosatelity

Obrazek ¢. 6: Procentualni zastoupeni 76 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u ¢apa

bilého, vzhledem k jejich zdrojovému fadu ve starém pojeti systému.

Amplifikace mikrosatelitnich lokusii z Fadu trubkonosi u rodu Ciconia

V ramci Laboratote populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky PfF
UPOL bylo u tii druha (Cap bily, Cerny a simbil) z rodu Ciconia otestovano 213 part
primerd z nichz 207 pochazelo od zastupctu z fadi trubkonosi, 5 od zastupct z tadu
dlouhoktidli a 1 z fadu pévci. Téchto dalSich 6 part primerta bylo pouzito kvili tomu, Ze
byly polymorfni u nékterych druht z fadu trubkonosi.

V prubéhu mé diplomové prace jsem u ¢apa bilého amplifikovala 18 part primeru,
kdy polymorfni produkt poskytlo 17 z nich. Uspesnost nalezeni polymorfniho lokusu
u Capa bilého Cinila pfiblizné 8 %. Musilova (2022) nalezla u capa ¢erného (Ciconia
nigra) 16 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti s po¢tem alel od 2 do 4. Usp&snost ¢inila
7,5 %. Kopecky (2022) amplifikoval u ¢apa simbila (Ciconia abdimii) 26 part primert
s poétem alel od 2 do 6. Uspé&snost amplifikace polymorfniho produktu byla piiblizné
12 %. Jedna se tak o druh s nejvy$si uspéSnosti amplifikace polymorfniho produktu
u rodu Ciconia.

Pti porovnani polymorfnich produkti u ¢apa bilého s ostatnimi testovanymi ¢apy
jsem zjistila nejvétsi shodu s apem simbilem a to 6 polymorfnich mikrosatelitd. Cap
Cerny a Cap bily spole¢né méli pouze 2 polymorfni mikrosatelity. VSechny tii druhy caput
mély polymorfni mikrosatelit Omn8. Cap simbil s apem &ernym méli spolenych

6 polymorfnich mikrosateliti (viz Obrazek ¢. 8). U capa bilého byly polymorfni
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mikrosatelity pouze z Celedi v ramci fadu trubkonosi (albatrosoviti, burnakoviti
a burnackoviti), u ¢apa ¢erného navic z Celedi kulikoviti, ktera patii do fadu dlouhokfidli.
U capa simbila byly polymorfni mikrosatelity z fadu trubkonosi (albatrosoviti,
burfidkoviti a bufnackoviti) a dlouhokfidli (kulikoviti a rackoviti). Srovnani
procentualniho zastoupeni polymorfnich mikrosatelitnich lokust u tfi druhQ ¢api je

uvedeno na obrazku €. 7.

Cap bily (17) Cap Eerny (16)

., B Albatrosoviti
B Albatrosoviti
., E Buimnakoviti
E Bumakoviti _
v e m Burmackoviti
= Buinackoviti _
= Kulikoviti

Cap simbil (26)

m Albatrosoviti
m Burnakoviti
1 Burnackoviti
1 Kulikoviti

m Rackoviti

Obrazek ¢. 7: Srovnani procentualniho zastoupeni part primertt amplifikujicich

mikrosatelity z fadd trubkonosi a dlouhoktidli u tii druht rodu Ciconia.
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Obrazek ¢. 8: Polymorfni mikrosatelity pochazejici od druhti z tada trubkonosi
a dlouhokiidli, které byly polymorfni u tfi druhti rodu Ciconia: (¢ap bily (tato prace), ¢ap
cerny (Musilova, 2022) a ¢ap simbil (Kopecky, 2022)). S vyjadienim polymorfnosti

u jednoho, dvou, respektive tii druhii soucasné.

U c¢épa bilého bylo v Laboratofi populacni genetiky Katedry bunécné biologie
a genetiky PfF UPOL zatim testovano 783 part primerd. VétSina z nich pochazela od
zastupct z tada brodivi, dlouhokiidli, plamenaci, pévci, potaplice, trubkonosi, tucnaci,
veslonozi a dale EST ptaci mikrosatelity a konzervované ptaci mikrosatelity. Celkovée
bylo nalezeno 76 polymorfnich produktt, kdy 71 z nich jiz bylo pln€ charakterizovano
na 23 jedincich c¢apa bilého. Zbyvajicich 5 mikrosatelitd z diplomové prace Fiserové
(2014) by v budoucnu mélo byt spolecné€ s 11 dalsimi pary primera od ¢apa bilého
(Turjeman et al., 2016) plné charakterizovano na 23 jedincich tohoto druhu. Dale by mély
byt otestovany nové publikované mikrosatelity v ramci kladu Aequorlitornithes od fadu,
které jiz polymorfni produkt u ¢apa bilého poskytly (Rodrigues et al., 2017) a také
mikrosatelity od zastupci z fadu slunatci (Eurypygiformes) a dlouhoktidli
(Charadriiformes) (Farrell et al., 2012), které s vyjimkou 5 part primert od tfi druht
z tadu dlouhokiidli u capa bilého nebyly testovany. To by mohlo vést k rozsiteni

polymorfnich mikrosatelitti u tohoto druhu.

45



7 Zavér

V této diplomové praci jsem se zabyvala analyzou a charakterizaci 18
polymorfnich mikrosatelitti na 23 nepiibuznych jedincich ¢apa bilého (Ciconia ciconia).

Tyto lokusy jsem urcila jako polymorfni ve své bakalarské praci (Kriavkova,
2021) pomoci testovani na 6 neptibuznych jedincich ¢apa bilého. Pary primera pochazely
od zastupct z fadu trubkonosi konkrétné: 1 z Celedi albatrosoviti, 13 z Celedi buriakoviti
a 4 z Celedi buriiackoviti.

Pti testovani vySe zminénych pard primerti na 23 nepfibuznych jedincich Capa
bilého jsem nalezla polymorfni produkt u 17 z nich, pocet alel se pohyboval od 2 do 6.
Jeden mikrosatelitni lokus jsem vyftadila jako monomorfni. U téchto mikrosatelitnich
lokust jsem kromé poctu alel a genotypt pomoci softwarti Cervus 3.0.7 a Genepop 4.7.5
vyjadrtila jejich charakteristiky a otestovala vazbu.

U capa bilého je v soucasne dobe nalezeno 76 polymorfnich lokust, z nichz 71 je
jiz plné charakterizovano na 23 nepfibuznych jedincich ¢apa bilého a zbyvajicich 5 je

potteba v budoucnu jesté charakterizovat.
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9 Priloha

Priloha ¢. 1: Charakteristika 17 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u 23 nepfibuznych jedinct ¢apa bilého. Vystup z programu Cervus 3.0.7.

Lokus k Hopbs Hexp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI HW F (Null)
De7 2 0,174 0,162 0,146 0,987 0,927 0,870 0,720 0,851 ND -0,0380
Paequl( 2 0,435 0,394 0,311 0,926 0,844 0,757 0,452 0,670 NS -0,0599
Parm(2 3 0,652 0,666 0,577 0,788 0,642 0,493 0,196 0,473 NS 0,0010
Parm05 2 0,261 0,232 0,201 0,974 0,899 0,829 0,624 0,792 ND -0,0654
Ptero(2 4 0,696 0,666 0,597 0,769 0,605 0,432 0,176 0,468 NS -0,0435
Ptero04 3 0,652 0,587 0,482 0,835 0,720 0,585 0,274 0,531 NS -0,0663
Ptero(09 4 0,783 0,693 0,618 0,748 0,586 0,415 0,163 0,452 NS -0,0706
Puff G2C 4 0,522 0,650 0,582 0,791 0,618 0,444 0,187 0,479 NS 0,1128
Puff G2F 2 0,174 0,232 0,201 0,974 0,899 0,829 0,624 0,792 ND 0,1321
Pc A107 2 0,565 0,496 0,367 0,882 0,816 0,724 0,383 0,603 NS -0,0765
Pc D103 4 0,696 0,679 0,605 0,760 0,600 0,430 0,172 0,461 NS -0,0491
Bb22 2 0,217 0,198 0,175 0,981 0,913 0,848 0,669 0,820 ND -0,0516
Bb23 2 0,087 0,085 0,080 0,997 0,960 0,925 0,844 0,919 ND -0,0131
Pacbel_07265 5 0,913 0,739 0,673 0,697 0,525 0,349 0,127 0,420 NS -0,1260
Oc28B 2 0,435 0,510 0,375 0,875 0,813 0,719 0,375 0,594 NS 0,0688
Omn§ 6 0,739 0,785 0,730 0,631 0,453 0,271 0,092 0,389 NS 0,0267
Omn23 2 0,043 0,125 0,114 0,993 0,943 0,895 0,778 0,884 ND 0,4395
Legenda:
k pocet nalezenych alel na lokusu
Hobs pozorovana heterozygotnost
Hexp o¢ekavana heterozygotnost
PIC vypovidaci hodnota lokusu
NE-1P pravdépodobnost chybného pfifazeni prvniho rodi¢e k mladéti v pripadé€, ze neni znam ani jeden z rodic¢t
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NE-2P pravdépodobnost chybného piifazeni druhého rodic¢e k mladéti v pripadé, ze je znam prvni z rodica

NE-PP pravdépodobnost chybného pfifazeni rodicovského paru k mladéti
NE-I pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokust u dvou nahodné vybranych neptibuznych jedinct
NE-SI pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokusti u dvou ptibuznych mladat
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
F (null) frekvence vyskytu nulovych alel

Number of individuals:

Number of loci:

Mean number of alleles per locus:

Mean proportion of loci typed:

Mean expeceted 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):
Cobined non-exclusion probability (sib identity):

23

17

3,000
1,0000
0,4646
0,4020
0,06425884
0,00500855
0,00015421
4,621-10°
0,0006426
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