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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice s délkou opakujiciho se motivu
1 az 6 parti bazi a vyskytuji se napfi¢ vSemi genomy eukaryotickych a prokaryotickych
organismil. Vyznacuji se vysokou mutacni rychlosti, jsou kodominantni, multialelické
a vysoce polymorfni. Tyto vlastnosti délaji mikrosatelity idealnimi genetickymi markery,
které se daji vyuzit pro urovani rodi¢ovstvi, zjisténi struktury populaci v konzerva¢nich
a populacnich studiich, ale také je lze vyuzit pro genetické mapovani nebo ve forenzni
védeé. Jejich nevyhodou je dlouhé a nakladné hledani de novo. Z tohoto diivodu se vyuziva
metoda cross-species PCR amplifikace, pii které se vyuzivaji pary primera, které jsou
navrzené pro mikrosatelity izolovaného u fylogeneticky blizce ptibuznych druhti.

Cap simbil (Ciconia abdimii) je nejmensim zastupcem z fadu &api (Ciconii-
formes) a svym vzhledem ptipomina ¢apa ¢erného (Ciconia nigra). Vyskytuje se pouze
v Africe a jeho populace ¢ita stovky tisic jedinct, ale lidskou ¢innosti pocet jedinci tohoto
druhu klesa a v budoucnu se miize stat, ze tento druh bude ohrozeny. Z tohoto divodu je
dobré mit ptipravené genetické markery, kterymi bude mozné zkoumat strukturu populaci
tohoto druhu, ale také naptiklad testovat pfibuznost a paternitu jedinct v zoologickych
zahradach, kde je tento druh také chovan. Proto tato diplomova prace bude zaméiena na
analyzu a charakterizaci cross-species polymorfnich mikrosateliti u 10 neptibuznych
jedincu ¢apa simbila, kdy tyto mikrosatelity byly jiz oznaceny jako polymorfni v mé
bakalatske praci (Kopecky, 2022) a v bakalatské praci Kosatova (2020).
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Cile prace

1.

2.

Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.

Amplifikace a charakteristika mikrosatelitovych lokusi na DNA 10
nepiibuznych jedinct ¢apa simbila; jedna se o mikrosatelity oznacené jako
polymorfni v bakalaiské praci Kosatova (2020) a v bakalaiské praci Kopecky
(2022).



3 Literarni prehled

3.1 Rad ¢pi

Do tadu Ciconiiformes lze zafadit stiedni az velmi velké druhy ptaku, které jsou
ptizptsobeny ziskat potravu z vodnich a bazinatych biotopt. Charakteristickymi znaky
pro tyto ptaky jsou dlouhé brodivé nohy s nizko nasazenym palcem, dlouhy Kklinovity
zobak a schopnost vyborné 1état a plachtit (Hudec et al., 2016; Gaisler et Zima, 2018).
Capi obyvaji miry a tropicky podnebny pas, kde vétiina druht Zije v Africe nebo jizni
Asii (del Hoyo, 2020). Do tohoto fadu lze zahrnout 20 druhd v 6 rodech. Prvni rod
se 2 druhy je Anastomus, kam lze zatadit zejozoba afrického (A. lamelligerus) a asijského
(A. oscitans). Druhy rod s 8 druhy je Ciconia, kam patfi ¢ap bélokrky (C. episcopus), bily
(C. ciconia), ¢ernocely (C. microscelis), ¢erny (C. nigra), jihoamericky (C. maguari),
pestry (C. stormi), simbil (C. abdimii) a vychodni (C. boyciana). Tieti rod se 2 druhy je
Ephippiorhynchus, kam nalezi ¢ap ¢ernokrky (E. asiaticus) a sedlaty (E. senegalensis).
Ctvrty rod je Jabiru s pouze 1 druhem &apem jabiru (J. mycteria). Paty rod se 3 druhy je
Leptoptilos, kam lze zafadit marabua afrického (L. crumeniferus), indického (L. dubius)
a indomalajského (L. javanicus). Sesty a zarovei posledni rod se 4 druhy je Mycteria,
kam patii nesyt africky (M. ibis), americky (M. americana), bily (M. cinerea)
a indomalajsky (M. leucocephala) (Winkler et al., 2020; Gill et Donsker, 2024).

3.1.1 Fylogeneze a systematika kladu Aequornithes

Od konce 90. let minulého stoleti je velkym tématem systematika ptakd a diky
analyze fylogenomickych dat se povedlo vyfeSit mnoho jejich ptibuzenskych vztaht.
V nedavné dobé byl i objasnén velky klad vodnich a semi-vodnich ptaku (Ericson et al.,
2006; Hackett et al., 2008; Burleigh et al., 2015; Prum et al., 2015; Kimball et al., 2019;
Kuhl et al., 2021), ktery byl pojmenovan Aequornithes (Mayr, 2011) (Obrazek ¢. 1). Do
tohoto kladu lze =zaradit ftady: Ciconiifomes (¢api), Gaviiformes (potaplice),
Pelecaniformes (Celedi: ¢lunozobcoviti, ibisoviti, kladivousoviti, pelikanoviti
a volavkoviti), Procellariiformes (trubkonosi), Sphenisciformes (tuc¢naci) a Suliformes
(Celedi: anhingoviti, fregatkoviti, kormoranoviti a terejoviti) (Gill et Donsker, 2024). Tyto
jednotlivé tady, az na Gaviiformes, jsou uspofadany do dvou mens$ich klada
(Pelecanimorphae a Procellariimorphae), které jsou dale spojeny do jednoho vétsiho
kladu, ktery nové na zakladé 11 fylogenomickych studii pojmenovali Sangster et Mayr

(2021) jako Feraequornithes.



s

—— Pelecaniformes

Pelecanimorphae — Suliformes
- Ay
. Ciconiiformes /¥
Feraequornithes gy
—— Sphenisciformes /\
Aequornithes — i
Procellarimorphae \,
—— Procellariiformes ¥ ;

Gaviiformes 1@

Obrazek ¢&. 1: Systém vodnich a semi-vodnich ptaku. Podle Sangster et Mayr (2021), kteti tento
systém zakladaji na publikacich: Hackett et al. (2008), Burleigh et al. (2015), Prum et al. (2015),
Reddy et al. (2017), Kimball et al. (2019) a Kuhl et al. (2021).

3.1.2 Cytogenetické analyza u ¢apu

Od 70. let minulého stoleti se pro vyzkum ¢apu vyuzivaji cytogenetické metody,
ale ptresto o karyotypech ¢apu existuje jen n€kolik studii, které jsou vétSinou zaloZeny na
konvenénim chromozomovém barveni. Capi maji diploidni sadu chromozomii, ktera se
sklada z makro-a mikrochromozomu (Belterman et de Boer, 1984) a jejich celkovy pocet
se pohybuje od 2n =52 (C. nigra) do 2n = 72 (C. maguari nebo M. americana) (de Boer
et Van Brink, 1982; de Sousa et al., 2023). Karyotyp je popsan u celkem 13 z 20 druht
z tadu capi (Degrandi et al., 2020) a jejich pocty chromozomi véetné referenci na
jednotlive studie jsou uvedeny v Tabulce ¢. 1. Priklad makrochromozomu z karyoptypu

¢apa jabiru dle Seligmann et al. (2019) je na Obrazku ¢. 2.



Tabulka €. 1: Pocet chromozomt v diploidni sadé u 13 druh z fadu ¢api.

Druh Pocet Reference
chromozomu (2n)

¢ap bélokrky (C. episcopus) 60 Belterman et de Boer, 1990
¢ap bily (C. ciconia) 68 Abu Shnaf et Al-Khalifa, 2021
¢ap Cernokrky (E. asiaticus) 66 de Boer et Van Brink, 1982
¢ap Cerny (C. nigra) 52
¢ap jabiru (J. mycteria) 56 Seligmann et al., 2019
¢ap jihoamericky (C. maguari) 72
¢ap pestry (C. stormi) 68 Takagi et Sasaki, 1974
¢ap sedlaty (E. senegalensis) 66 de Boer et Van Brink, 1982
¢ap vychodni (C. boyciana) 68 Belterman et de Boer, 1990
marabu africky (L. crumeniferus) 52 de Boer et Van Brink, 1982
marabu indomalajsky (L. javanicus) 70 Belterman et de Boer, 1990
nesyt americky (M. americana) 72 de Sousa et al., 2023
nesyt bily (M. cinerea) 70 Belterman et de Boer, 1990
( oo ouw
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Obrazek ¢. 2: Makrochromozomy z karyotypu samice ¢apa jabiru (J. mycteria) dle Seligmann et
al. (2019).

U ptékt se krom¢ konven¢niho barveni pouzivd i srovnavaci chromozomové
barveni, které je dulezité pro studium evoluce karyotypu a chromozomalni homologie
mezi jednotlivymi druhy. Pfi této metodé se pouziva 11 celochromozomovych sond, které
jsou odvozené od kura bankivského (Gallus gallus - proto oznaceni sond GGA)
a odpovidaji jeho 10 autozomim a pohlavnimu chromozomu Z (Kretschmer et al.,

2018b). Poslednich 5 let je tato metoda vyuzivana i u druhi z fadu ¢api, u kterych na toto



téma byly publikovany 2 studie u celkem 3 druht tohoto fadu. Prvni studie od Seligmann
et al. (2019) byla na ¢apu jihoamerickém a jabiru. Druhou studii provedli de Sousa et al.
(2023) na nesytovi americkém. Obé vyzkumné skupiny mély velmi podobné vysledky,
coz naznacuje syntenii (fyzicka kolokalizace genetickych lokust na stejném chromozomu
v ramci druhi) part makrochromozomu u fadu ¢api. Dale pro tento fad byly objeveny
synapomorfie, a to vyskyt sond GGA8 a GGA9 na jednom stejném makrochromozomu
nebo detekce sondy GGAG6 na mikrochromozomu. Seligmann et al. (2019) a Sousa et al.
(2023) také potvrdili teorii 0 evoluci karyotypu u fadu ¢api, ktera zahrnuje piedevsim fazi

mezi mikrochromozomy, se kterou prisli Belterman et de Boer (1984, 1990).

3.1.3 Ochrana ¢api

Pocet jedinct v populacich vodnich ptakt celosvétove klesa, piedevsim v Africe,
Asii a Jizni Americe (Wetlands International, 2012). Jednotlivé druhy lze spolehlivé
vyuzit jako indikatory zmén zivotniho prostiedi, kdy jejich populacni trendy mohou
souviset se stavem moktadnich biotopt a krajiny, kterou obyvaji (Kushlan, 1993; Amat
et Green, 2010). Stupné ohroZenosti jednotlivych druhti jsou zaznamenavany v ¢erveném
seznamu IUCN, ktery je spravovan BirdLife Internationl. VV tomto seznamu je zatfazeno
vSech 20 druht z fadu ¢api, kdy 13 z nich mé status malo dotéeny druh (LC). Dalsi 4
druhy maji status témér ohroZzeny druh (NT), kdy se jednd o c¢apa bélokrkého
a ¢ernokrkého, marabua indického a indomalajskeho. Tyto druhy mohou byt v blizké
budoucnosti ohrozeny vyhynutim, ale stile nespliuji kritéria pro zarazeni do statusu
ohrozeny. Posledni 3 druhy maji status ohrozeny druh (EN), zde patii nesyt bily, ¢ap
pestry a vychodni. Tyto druhy &eli vysokému riziku vyhynuti v blizké dobé (IUCN,
2023).

3.2  Cap simbil

Cap simbil (C. abdimii) je nejmensim &apem z fadu Ciconiiformes a obyva pouze
uzemi Afriky. Dospéli jedinci maji délku téla 75-80 cm s rozpétim kiidel 140 cm
a s hmotnostni az 1,5 kg, kdy samci jsou o néco malo vétsi nez samice (Elliott et al.,
2020). Pro tento druh je typické jeho zbarveni - viz Obrazek ¢. 3, ale muze obcas
morfologicky pfipominat ¢apa cerného (C. nigra) (Brown et al., 1993). Horni ¢ast téla
pokryva Cerno-fialové pefi se zelenymi odlesky. Oproti tomu naprsenka, bficho, spodni

strana ktidel a ocasni pera jsou bila. Z modré baze vychazi svétle zeleny zobak koncici



cervenou Spickou. U nedospélych jedinct se vyskytuje spiSe hnédsi pefi s mén¢ odlesky.

Mlad’ata maji svétle Sedé az bélavé peti (del Hoyo et al., 1992).
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Obrizek ¢&. 3: Cap simbil (Ciconia abdimii) v Etopii (Copyright © Ayuwat Jearwattanakanok).

Tento druh se predevSim vyskytuje ve velmi suchych oblastech, vcetné
polopousti, ale ¢asto pobliz vodnich ploch. Hnizdi na stromech nebo skalach, ale také
pobliz vesnic, kde ho lidé uctivaji jako zvéstovatele destd. Zivi se predeviim hmyzem,
ale také drobnymi vodnimi zivoc€ichy. Béhem roku migruje ve velkych hejnech (az
desetitisice jedinct) pies rovnik za obdobimi de$ti. Od biezna do listopadu hnizdi
severné od rovniku, poté odléta na zbytek roku do vychodni a jizni ¢asti Afriky (Elliott et
al., 2020). Rychlost migrace mize byt az ptes 450 km za den (Jensen et al., 2004). Béhem
hnizdéni vydava slabé dvoji piskani, mimo hnizdo je obvykle tichy. Samice snese
prumérné za 1 sntsku 1-4 vejce, kdy jejich inkubace trva 28-29 dni. Po vylihnuti trva
mladéti 50-60 dnii, neZ dokédze 1état. Nejstarsi jedinec se Vv zajeti dozil vice nez 21 let

(Elliott et al., 2020).

Celosvétova populace ¢apa simbila je odhadovana podle Wetlands International
na 300 000 az 600 000 jedincu (Elliott et al., 2020). Podle ¢erveného seznamu IUCN se
fadi mezi nejméné dotcené druhy (LC). Bohuzel lidskou ¢innosti pocet tohoto druhu klesa

a v budoucnu se muze stat, ze tento druh bude ohrozeny (BirdLife International, 2016).



3.3  Mikrosatelity

Mikrosatelity, znamé také jako jednoduché sekvencni repetice (SSR), jsou kratké
opakujici se motivy DNA, které maji obvykle 1-6 parti bazi (Katti et al., 2001). Vyznacuji
se vysokou muta¢ni rychlosti, kdy mutuje piblizné 1 z 102-10° lokusii na generaci (napf.
nahodna substituce nukleotidu je oproti tomu jen u 1 z 10° lokusii na generaci), a vysokym
polymorfismem (Schlétterer, 2000; Li et al., 2002a). Diky svym vlastnostem se vyuzivaji
jako genetické markery pro genetické mapovani, uréovani rodicovstvi, forenzni védu,
populaéni a konzervaéni studie a fylogeografii (Hodel et al., 2016). Vyskytuji se
v genomech prokaryotickych a eukaryotickych organismi, kde maji vétS§inou nenahodné
rozlozeni (Toth et al, 2000; Katti et al., 2001). U jednotlivych organismii se miZzou
funk¢éné podilet napiiklad na alternativnim sestiihu, stabilit¢ mRNA, modulaci vazby
transkrip¢nich faktorti a enhanceri, rozestupu mezi promotorovymi elementy, vybéru
mist pro zacatek a konec transkripce, vzniku neobvyklych strukturnich konformaci DNA
i RNA, poloze a modifikaci nukleozomu, struktufe chromatinu vyssiho fadu a na hot

spotech pti meiotické rekombinaci (Bagshaw, 2017).

3.3.1 Geneze a zanik mikrosatelita

Piedpoklada se, ze geneze mikrosatelitt v genomech neni nadhodnd, kdy existuje
nerovnovdha mezi mechanismy, které podporuji a brani jejich vznik. Mikrosatelity lze
rozdélit na dva typy podle zpusobu vzniku. Prvni typem jsou mikrosatelity vzniklé
de novo, které se utvaieji spontanné z unikatnich sekvenci (Messier et al., 1996). Aby
doslo k sklouznuti polymerazy pii replikaci a nasledné expanzi repetic, tak je potfeba
minimalni pocet repetic (Messier et al., 1996; Rose et Falush, 1998). Z tohoto dtivodu
existuje predstupenn proto-mikrosatelit. Ten se skladd ze 3—4 opakujicich se jednotek
v ramci krypticky jednoduchych sekvenci, které jsou definovany jako zmét’ opakujicich
se motivl postradajicich jasné tandemové uspotradani (Hancock, 1999; Buschiazzo et
Gemmell, 2006). Tyto proto-mikrosatelity vznikaji inseréné-dele¢nimi a substitu¢nimi
mutacemi jednotlivych nukleotidt (Dieringer et Schlotterer, 2003). Druhym typem jsou
adoptované mikrosatelity. Ty jsou z pivodni polohy pfeneseny do recipientni oblasti
pomoci mobilnich elementt (Wilder et Hollocher, 2001). Transponovatelné elementy
mohou obsahovat vice mist k tvorbé mikrosateliti a tim je rozptyluji po genomu.
Ptikladem téchto elementli podilejicich se na genezi mikrosatelitti jsou Alu elementy

z rodiny SINEs (Arcot et al., 1995).



Zanik neboli ,,smrt* mikrosatelit je pomaly a vicefazovy proces, kde konecnym
vysledkem je smés unikatnich sekvenci DNA, které obsahuji pouze kratké repetice
z pavodniho mikrosatelitu. Tento proces zahrnuje opakované bodové mutace, které
prerusi repetici a tim zabrani replika¢nimu sklouznuti DNA, i opakované delece velkych

useku repetic (Taylor et al., 1999; Buschiazzo et Gemmell, 2006).

3.3.2 Mutacni dynamika mikrosateliti

Jak jiz bylo zminéno, mikrosatelity mutuji rychleji nez zbytek genomu, a to
s ruznou frekvenci, kterd je rozdilnd mezi jednotlivymi lokusy i druhy (Ellegren, 2000).
To je do ur¢ité miry ovlivnéno vnitinimi vlastnostmi mikrosatelitt, jako jsou delka
opakujiciho se motivu, celkova délka mikrosatelitu, typ konformace DNA a struktura
opakované sekvence (dokonala, nedokonala, pieruSovana a slozena) (Webster et al.,
2002; Ellegren, 2004; Oliveira et al., 2006). Na zméné frekvence mutaci se také mtze
podilet vysokd mira lokéalnich substituci a rekombinaci, dokonce i transkripce
(Rolfsmeier et Lahue, 2000; Pearson et al., 2005).

Vysokou Cetnost mutaci u mikrosatelitt vysvétluje nékolik mutacnich
mechanismt. Prvnim je DNA slippage, také oznacovany jako ,,sklouznuti polymerazy*
nebo ,,.chybné sparovani sklouznutého vlakna®, ktery vznikd chybnym péarovanim
komplementarnich ale nehomolognich fetézci DNA pii replikaci v misté mikrostatelitu.
Nesparovana ¢ast DNA vytvaii smyckovitou strukturu na jednom z fetézci DNA. Pocet
repetic se zvysi, pokud smycka vznikla na novém vldkné€, nebo se pocet repetic snizi,
pokud se smycka vytvofila na templatovém vlakné (Goldstein et Schlotterer, 1999;
Oliveira et al., 2006). Ptestoze in vitro experimenty prokéazaly vysokou miru DNA
slippage (Streisinger et Owen, 1985; Schlotterer et Tautz, 1992), tak frekvence vzniku
mutaci u mikrosateld byla snizena az 1000krat. To bylo zptsobeno ¢innosti opravného
aparatu, kterého je soucasti i mismatch repair proteinovy komplex (MMR) (Strand et al.,
1993; Li et al., 2002b). Tento komplex se vyskytuje u mnoha organismu a ma na starosti
opravu replikacnich chyb nebo potlaceni rekombinace mezi rozdilnymi sekvencemi
(Kolodner et Marsischky, 1999). U kvasinky pivni (Saccharomyces cerevisiae) bylo
prokazano, ze nema funkcni opravny MMR systém a zaroven vykazuje 6000krat vyssi
miru mikrosatelitnich mutaci (Sia et al., 1997). Dal$im mechanismem je kombinace DNA
slippage a rekombinace, které byly také pozorovany u kvasinky pivni. Zde byla frekvence
vzniku mutaci o 800krat vyssi oproti samotnému DNA slippage (Richard et Paques,

2000). Poslednim mechanismem je tzv. indel slippage, také oznac¢ovany jako sklouznuti



polymerédzy nezavislé na délce (lengh independent slippage) (Dieringer et Schlotterer,
2003). Tento proces je podobny inzeréné-dele¢nim mutacim, které duplikuji kréatké
sekvence (Zhu et al., 2002). Na rozdil od klasického DNA slippage je tento mechanismus
nezavisly na celkové délce mikrosatelitu a vykazuje stalou frekvenci vzniku mutaci

I U mikrosatelitti S malym poc¢tem repetic (Coenye et Vandamme, 2005).

Proto, aby byly spravn¢ odhadnuty populacni parametry, jako je efektivni velikost
populace, pocet migranti a struktura populace, je potfeba mutaéni model vyvoje
mikrosateliti (Estoup et Angers, 1998). Celkem je popsano 5 zakladnich muta¢nich
modeld pro mikrosatelity, a to model nekone¢ného poctu alel (IAM), model K-alel
(KAM), model postupnych mutaci (SMM), dvoufazovy model (TPM) a model
proporcionalni skluzové/bodové mutace (PS/PM), kdy kazdy z téchto modeltt ma své

vyhody a nevyhody (Bhargava et Fuentes, 2010).

3.3.3 Distribuce mikrosateliti u ptakia

Ptestoze ptéaci vykazuji obrovskou fenotypovou rozmanitost, tak jejich genomy
obsahuji malé procento repetitivnich sekvenci DNA (4-10 %), v¢etné¢ mikrosatelitt
(1,5 %) (Zhang et al., 2014; Srivastava et al., 2019). V porovnani s ostatnimi obratlovci
maji ptaci nejniz§i primérnou hustotu mikrosatelitt s velmi malou variabilitou
(Srivastava et al., 2019). Piedpoklada se, ze tyto vlastnosti genomu by mohly souviset se
selekénim tlakem adaptace na let, ktery vyzaduje vysokou miru oxidativniho
metabolismu (Hughes et Hughes, 1995; Hughes et Piontkivska, 2005). Také akumulace
repetitivnich sekvenci, véetné mikrosatelitd, je spojena se zvétSenim pohlavnich
chromozomtt W a Z (de Oliveira, 2017; de Souza et al., 2020). To mohlo diive vést
k diferenciaci pohlavnich chromozomut (Matsubara et al., 2016) a evoluci karyotypu
(Kretschmer et al, 2018a; Kretschmer et al., 2021).

Feng et al. (2023) zjistovali distribuci mikrosatelitti u celkem 53 druht ptaki z 16
fada. V této studii jsou mikrosatelity rozdéleny na 3 typy - dokonalé (P-SSR), nedokonalé
(I-SSR) a slozené (C-SSR). U ptaku se nejvice vyskytuji I-SSR (70-85 %), poté P-SSR
(15-28 %) a nejméné C-SSR (0,4-2,2 %). U vétsiny ptacich druht pievazuji
jednonukleotidové repetice s nejvice vyskytujicim se motivem Ag). Celkovy pomér
ostatnim obratlovcum (2—3 %) (Srivastava et al., 2019). Frekvence velikosti repetitivnich
motivl se velmi 1i§i mezi jednotlivymi druhy ptakd, proto ji nelze vysvétlit pomoci

fylogenetickych vztaht (Feng et al., 2023). Ptaci oproti jinym obratloveim maji své
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genomy obohacené o 2 specifické pentanukleotidové repetice, ato o AAACC a AAAGG,
a 0 2 jedine¢né hexanukleotidové repetice, jednd se 0 AAAACC a AAAAGG. Celé ptaci
genomy maji obsah GC 42 %, oproti tomu pramérny obsah GC vSech ptacich
mikrosatelitti je mensi, a to 32 %. (Srivastava et al., 2019). U P-SSR je vyssi obsah GC
u delsich motivl nez u kratsich. Zaroven P-SSR v kodujicich oblastech genomu maji
nejvyssi obsah GC oproti mikrosatelitim lezicim mimo tyto oblasti. To naznacuje, Ze P-
SSR jsou v koédujicich oblastech konzervativnéjsi. Dale bylo zjisténo, Ze oba konce gent,
bez ohledu, zda se nachazeji v exonech nebo intronech, jsou hojné zastoupeny P-SSR.
To muze souviset s biofyzikalnimi vlastnostmi proteind. Tyto geny podle anotaci

souviseji s pfenosem signalu a bunéénymi procesy (Feng et al., 2023).

3.4  Mikrosatelitni lokusy popsané u druhii z Fadu ¢api

Rad &api zahrnuje celkem 20 druhd, kde u 4 z nich bylo popséano celkem 46
polymorfnich mikrosatelitnich lokusd. Jedna se o nesyta amerického (M. americana)
s popsanymi 15 polymorfnimi lokusy, ¢apa bilého (C. ciconia) s 18 polymorfnimi lokusy,
¢apa vychodniho (C. boyciana) s 8 polymorfnimi lokusy a marabua afrického

(L. crumeniferus) s 5 polymorfnimi lokusy.

U ¢apa simbila nebyly dosud popsané de novo polymorfni mikrosatelitni lokusy.
Z tohoto divodu vznikaji prace, které hledaji polymorfni mikrosatelity metodou cross-
species. U této metody se vyuzivaji pary primeru, které byly popsany pro polymorfni
mikrosatelitni lokusy izolované u ptibuznych druhti ptakd. Touto problematikou se
u tohoto druhu zabyvaly prace vedené v Laboratofi popula¢ni genetiky Katedry bunééné
biologie a genetiky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, jednalo se
0 prace Nevimova (2012), Novosadova (2012), FiSerova (2014), Kosatova (2020),
Kopecky (2022) a tato prace. Vice informaci o této problematice je uvedeno v kapitole

¢. 6 Diskuse.

3.4.1 Mikrosatelitni lokusy popsané u nesyta amerického

Na pielomu tisicileti se zabyvali Van Den Bussche et al. (1999) genetickou
strukturou deviti kolonii nesyta amerického v ramci Uzemi Floridy a Georgie v USA. Pro
tento ucel popsali 10 mikrosatelitnich markerd, ale pouze 4 z nich byly polymorfni
(WS01, WS02, WS04 a WS06), a jen ty vyuzili na naslednou analyzu populaci. Pro
vyzkum byla odebrana krev 136 mlad’atim nesyta amerického, z toho pochazelo 54

mlad’at ze 3 stanovist na Floridé a 82 mlad’at z 6 stanovist v Georgii. Z této krve byla
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podle protokolu Longmire et al. (1997) vyextrahovdna DNA a ta byla nasledné
otestovana na zminéné 4 polymorfni markery pomoci PCR amplifikace. Pouze u lokusu
WSI1 se vyskytovaly 3 alely, u zbylych lokust byly jen 2 alely. Na zakladé genetické
analyzy téchto 4 mikrosatelitnich lokusti byla zjisténa nizkd alelickd diverzita
a divergence mezi jednotlivymi Kkoloniemi. Také se mezi nimi vyznamné neliSila
frekvence alel. Vysledky se shodovaly s pfedchozimi studiemi a autofi oznacili vSech 9
kolonii za jednu velkou populaci, kde se mezi jednotlivymi koloniemi vyskytuje vysoka

uroven genetického toku.

Tomasulo-Seccomandi et al. (2003) charakterizovali u nesyta amerického 11
polymorfnich mikrosatelitnich markera (WS03, WS08, WS09, WS13, WS14, WS17,
WS18, WS19, WS20, WS23 a WS24), aby urcili u tohoto druhu jeho genetickou
variabilitu v ramci jeho populaci vrdmci Severni a Jizni Ameriky, i mezi témito
kontinenty. Pro vyzkum byla pouzita genomickd DNA, kterd byla extrahovana podle
protokolu Davis et al. (2000) z krve 31 jedinct tohoto druhu (20 jedinci pochazelo
z Nérodniho parku Everglades, USA; 11 jedinct bylo z brazilského spolkového statu
Mato Grosso). S pomoci ziskanych dat o sekvenci DNA jednoho z téchto jedinct bylo
navrzeno 24 pard primerl pro mikrosatelitni lokusy, které byly nasledn¢ amplifikovany
u v8ech 31 jedinct. Z 24 lokust bylo 11 polymorfnich se 2 az 4 alelami. Tyto polymorfni
markery dale pouzili ve své studii Sharma et al. (2014), kde je testovali cross-species na
DNA nesyta indomalajského a vSechny tyto lokusy vytvoifily PCR produkt. Autofi
ve studii neuvadéji, zda se u lokust vyskytoval polymorfismus. Hlavnim cilem této studie
byla vytéznost DNA z vypelichaného peti riizné velikosti v porovnani s vytrhnutymi pery
z mrtvého jedince. Zavérem této studie bylo, ze velkd vytrhnuta pera z mrtvych ptaki
obsahuji koncentrovangj$i a kvalitn&jsi DNA nez z opelichanych per, kde DNA byla
degradovand, ale i tak 80 % PCR amplifikaci vytvofilo detekovatelny produkt. Timto
autofi zjistili, ze Ize pro vyzkum mikrosatelitnich lokust u nesyta indomalajského vyuzit

degradovanou DNA pochézejici z jeho vypelichanych per.

3.4.2 Mikrosatelitni lokusy popsané u ¢apa bilého

Jako prvni Shephard et al. (2009) popsali u ¢apa bilého 7 polymorfnich
mikrosatelitnich markerd (Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, Cc06 a Cc07), které byly
pouzity napt. v ZOO Planckendael (Belgie) k analyze paternity nebo k charakterizaci
struktury populaci tohoto druhu na drovni jeho celého arealu. Z tkané ¢apa bilého byla
vyizolovana genomicka DNA, kde nasledn¢ byly identifikovany mikrosatelitni lokusy
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pomoci obohacovaciho protokolu podle Zane et al. (2002). Poté na tyto lokusy bylo
navrzeno celkem 57 parQ primert a ty byly otestovany na DNA 30 jedinct ¢apa bilého.

Pouze 7 z téchto lokusi bylo polymorfnich se 2—10 alelami.

Turjeman et al. (2016) v névaznosti na ptedeSlou publikaci izolovali 11
polymorfnich mikrosatelitnich markerti (Cc10, Ccl15, Ccl18, Cc37, Cc42, Cc44, Cc50,
Cc58, Ccb1, Cc69 a Cc72) u ¢apa bilého. Autofi nejdiive nalezli mikrosatelitni lokusy
s vyuzitim sekvenac¢nich dat DNA dvou ¢apu bilych (severni Izrael a severni Némecko).
Timto postupem bylo ziskano 64 mikrosatelitnich lokust, které mély pozadovanou délku
100-350 bp. Ze ziskanych sekvenci byly pro tyto lokusy navrhnuty pary primert, které
byly dale otestovany na DNA 94 jedinct ¢apa bilého. Po této analyze bylo vybrano 11
polymorfnich lokusii na zdklad€ vyssiho poctu alel a Gspé$nosti amplifikovat dany lokus.
Téchto 11 polymorfnich mikrosatelitnich markerti bylo dale otestovano na DNA 213
jedincti ¢apa bilého, kdy 152 jedinci pochézelo ze severovychodniho Némecka a 61
jedinctl z vychodniho Recka. Pii této analyze autoii detekovali 2 az 10 alel na lokus
s pramérem 5,3. Primérna a o¢ekavana heterozygotnost byla 0,519 a 0,565. Také se
zadny z lokusi u obou populaci neodchylil od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
a pravdépodobnost totoznosti (PID) byla dostate¢né nizka. Vsechny tyto dobré vlastnosti
11 markerd naznacuji jejich uzite¢nost napf. pro feseni ekologickych otazek nebo urceni

paternity u tohoto druhu.

3.4.3 Mikrosatelitni lokusy popsané u ¢apa vychodniho

Pocate¢nim vyzkumem mikrosateliti u ¢apa vychodniho se zabyvali Wang et al.
(2011), kde publikovali u tohoto druhu 8 polymorfnich mikrosatelitnich markert
(Cbo102, Cbho108, Cbo109, Cho121, Cbo133, Cbol51, Cbo168 a Cbo235). Nejdiive byla
vyizolovana genomickd DNA 23 jedinci ¢apa vychodniho z krve a tkané podle protokolu
Sambrook et al. (1989) proteinaza-K/fenol-chloroformovou extrakci. DNA jednoho
Z téchto jedincii byla pouzita pro nalezeni 14 mikrosatelitnich lokust podle protokolu
FIASCO (Fast Isolation by AFLP of Sequences Containing repeats). Pouze 8 z téchto
lokust vykazovalo stabilni amplifikaci, a proto dale byly jen tyto lokusy testovany na
DNA 23 jedincii tohoto druhu, kdy vSechny lokusy byly polymorfni s 2 az 8 alelami.
Vsechny lokusy az na Cbo133 a Cbo235 byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze.

Prvnim pfikladem vyuziti vySe popsanych mikrosatelitnich markerti je projekt
obnovy ¢apa vychodniho v Jizni Koreji. Tomuto projektu se vénovali Hyun-Ju et al.
(2023), kde zkoumali u tohoto druhu demografii a genetickou diverzitu v letech 1996 az
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2018. Celkové bylo otestovano 172 ¢apu, kdy 141 jedincti pochazelo z populace ze zajeti
a 31 jedinci z populace z rané reintrodukce. Na genetickou analyzu bylo pouZito
8 polymorfnich mikrosatelitnich markert, z nichz 5 pochézelo od ¢apa vychodniho -
Cbo108, Cho109, Cbho121, Cbol151 a Cho168 (Wang et al., 2011), dalsi 2 pochazely od
nesyta amerického - WS14 a WS17 (Tomasulo-Seccomandi et al., 2003) a jeden od ¢apa
bilého - CcO1 (Shephard et al., 2009). Tato studie odhalila kazdoro¢ni zmény v genetické
diverzité populace ¢apt vychodnich Vv zajeti béhem jiz zminénych 22 let. Po genotypizaci
obou populaci na téchto 8 polymorfnich markert autofi nalezli u lokusu Cc01 odchylku
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Také vsSechny lokusy byly u obou populaci
polymorfni a pocet alel na lokus se pohyboval od 2 do 8. Lokusy Cbo108 a Cbo121 mély
v populaci v zajeti 0 jednu alelu vice oproti druhé populaci. Zavérem této studie bylo, ze
se geneticka diverzita populace v zajeti pti dlouhodobém rozmnozovani ustalila. Tento
vysledek muze prispivat k obavdm o genetickou diverzitu populaci v zajeti. Autofi proto
doporucuji pravideln¢ vyhodnocovat genetickou diverzitu u populaci v zajeti
a reintrodukovat jedince na zaklad¢ jejich zjisténého genotypu pomoci genetickych

markeru.

V druhém ptipad¢ jsou diive popsané polymorfni mikrosatelitni markery u ¢apa
vychodniho pouzity jako cross-species markery. Kaminsin et al. (2023) se ve své studii
zaobirali identifikaci introgresnich hybridi mezi nesytem bilym (M. cinerea)
a indomalajskym (M. leucocephala) v Thajsku. Tyto dva druhy nesyti vykazuji
podobnosti ve vzhledu a chovani, ale také jsou si evolu¢né blizké s malou genetickou
divergenci. Nesyta indomalajského Ize morfologicky odlisit od nesyta bilého podle
kresby a zbarveni opefeni, v€etné cernobilych znakt na kiidlech, ale také podle cerného
pruhu pies prsa a syté narizovélych terciarnich per (Slikas, 1997 a 1998; Urfi, 2011).
Obecné hybridizaci mezi dvéma pivodnimi druhy postupné zanika genofond ¢istého
druhu. Zaroven se ukazuje, Ze vznik hybrid ma negativni vliv na piivodné geneticky
¢isté druhy (Leonard et al., 2014; Todesco et al., 2016; Wayne et al., 2016; Adavoudi et
Pilot, 2021). Tento jev mize mit za nasledek zanik ¢istého genetického druhu nesyta
bilého, ktery patii mezi ohroZzené druhy podle ¢erveného seznamu IUCN (BirdLife
International, 2023).

Kaminsin et al. (2023) v této studii pouzili 3 rizné analyzy. Prvni byla
morfologicka, kde bylo vizualné zkoumano celkem 212 dospélych jedincti od obou druhii

nesyta a byly u nich zjistény 3 fenotypové skupiny. NejvyraznéjSim znakem u hybridi
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byla nezfetelnost nebo Uplna absence ¢erného pruhu pres prsa. Druha byla fylogeneticka
analyza mtDNA, kde bylo otestovano 100 jedinci nesyta indomalajského, 37 hybridnich
jedinct a 53 jedinct nesyta bilého. Zde autofi odhalili asymetrickou introgresi mtDNA
z nesyta bilého do nesyta indomalajského, kde v linii nesyta bilého obsahovaly sekvence
mtDNA pouze jeden haplotyp, zatimco v linii nesyta indomalajského se nachéazely tii
ruzné haplotypy mtDNA liSici se o 1-2 bp. Tteti byla analyza populacni struktury
s vyuzitim 14 polymorfnich mikrosatelitnich markerti, kdy 6 pochazelo od ¢&apa
vychodniho (Cbo108, Cbo109, Cbo133, Chol51, Cbhol68 a Cbo235) - viz Wang et al.
(2011) a 8 od ¢apa bilého (Cc05, Cc06, Cc07, Ccl0, Cc42, Cch0, Cc58 a Cc72) - viz
Shephard et al. (2009) a Turjeman et al. (2016). Tyto markery byly otestovany celkem
na 114 jedincich (24 nesytt indomalajskych, 37 hybridnich jedincti a 53 nesytu bilych)
na zaklad¢ morfologické analyzy. Bylo detekovdno 10 polymorfnich lokust s 2 az 12
alelami. Lokusy Cbho133, Cbh0235 a Cc05 byly monomorfni a u lokusu Cc06 se autorim
nepodafil ur¢it pocet alel. Tato velka studie poskytla zdsadni informace pro identifikaci
introgresnich hybridii u téchto dvou druhii nesyta, které¢ budou uzite¢né pro zachovani

obou geneticky ¢istych druhti a pro jejich naslednou reintrodukci.

3.5.4 Mikrosatelitni lokusy popsané u marabua afrického

Ferrie et al. (2013) se zabyvali populaci marabua afrického v Disney's Animal
Kingdom® parku na Floridé. U této populace ovéfovali rodi¢ovstvi v porovnani se
zaznamy v plemenné knize, ale i zkoumali reprodukéni chovani u tohoto druhu. Pro tcel
tohoto vyzkumu izolovali 5 polymorfnich mikrosatelitnich markert (LcrulO1, LerulO5,
Lcrul07, Lerul08 a Lerul09) pro tento druh ¢apa. Byly odebrany vzorky 30 jedincim
marabua afrického, ze kterych byla nasledné ziskana genomicka DNA pomoci standardni
fenol-chloroformové extrakce dle protokolu Sambrook et Russell (2001). Poté na DNA
jednoho jedince bylo pomoci obohacovaciho protokolu (podobny protokol byl pouzit
u ¢apa bilého - Zane et al., 2002) identifikovano 10 mikrosatelitnich lokust. Na tyto
lokusy byly navrhnuty pary primera, které byly nasledné otestovany na DNA 30 jedincti
marabua afrického. P&t z deseti lokusti bylo polymorfnich a autofi u nich popsali 5 az 11
alel na lokus. Autofi dale uvedli, ze jednotlivé polymorfni lokusy jsou v Hardy-
Weinbergové rovnovaze a ze mezi nimi neexistuje zadna vazba. Z vysledkl analyzy
autofi sestavili rodokmen testovanych jedinctu zijicich v Disney's Animal Kingdom®

parku a zjistili, Ze nékteré zaznamy v plemenné knize byly chybné.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material pro cross-species analyzu vybranych mikrosatelitnich lokust
byl ziskdn zaméstnanci Safari Parku Dvir Kralové z 10 neptibuznych jedincl ¢apa
simbila (Ciconia abdimii). Podrobné&jsi informace o téchto jedincich a jejich provéazanosti
mezi pracemi KoSatova (2020) a Kopecky (2022) jsou uvedeny v kapitole ¢. 6 Diskuse.
Z odebranych vzorkl krve byla vedoucim mé diplomové prace vyizolovana genomicka
DNA pomoci fenol-chloroformové izolaéni metody. Tato DNA byla nasledné rozpusténa
v TE pufru a poté u ni byla zméfena koncentrace pomoci spektrofotometru NanoDrop.

DNA byla nafedéna na finaIni koncentraci 10 az 20 pg-ml™.

4.2  Seznam pouzitych chemikalii

e Akrylamid (Sigma)

e aTaq DNA polymeraza (5 U-pl?), M1241 (Promega)

e Bromfenolova modrf (Serva)

e Deionizovana voda

e Deoxyribonukleosid trifosfaty (dNTPs) (100 mmol-I?, 400 pl kazdého), U1240
(Promega)

e Dusicnan stfibrny (Sigma)

e Ethanol (96% roztok) (Lihovar Vrbatky)

e Ethylendiaminotetraoctan sodny (Lachner)

e Formaldehyd (Lachner)

e Formamid (Lachner)

e Hydroxid sodny (Lachner)

e Chlorid draselny (Lachema)

e Chlorid sodny (Lachema)

e Kyselina borita (Lachema)

e Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

e Kyselina octova (Lachner)

e Laurylsiran sodny (Lachema)

e 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

e Mocovina (Lachner)
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e N, N - methylenbisakrylamid (Serva)

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

e Tekuté stérace Rain Off (Sheron)

e Thiosiran sodny (Lachema)

e Trishydroxymethylaminomethan (AppliChem)

e Triton X-100 (Amresco)

e Uhlicitan sodny (Lachner)

e Xylenova modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.3  Seznam pouZitych roztoki a jejich priprava
Fix/stop roztok

e 88 ml ledové kyseliny octové

e 800 ml deionizované vody

Nanaseci pufr
e 0,125 g xylenové modie
e 0,125 g bromfenolové modie
e 25 ml deionizované vody
e 100 ml formamidu

e Po smichani chemikalii uchovat vysledny pufr v chladnicce.

Reakéni pufr pro PCR (10x%)
e 1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
e 3,73 g chloridu draselného
e 80 ml deionizované vody
e 1 ml Triton X-100

e pH upravit na hodnotu 9,0 pfidanim HCl a poté doplnit deionizovanou vodou do
100 ml.

Roztok dusi¢nanu stfibrného (0,1%0)
e (0,8 g dusi¢nanu sttibrného
e 800 ml deionizované vody

e Ulozit do chladnicky a pfed pouzitim k vychlazenému roztoku ptidat 1,2 ml

formaldehydu.
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Roztok hydroxidu sodného (1 mol-I?)

40 g hydroxidu sodného rozpustit v 1 | deionizované vody

Roztok kyseliny dusi¢né (1%0)

12 ml 65% kyseliny dusi¢né

800 ml deionizované vody

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok peroxodisiranu amonného (10%b)

1 g peroxodisiran amonny
10 ml deionizované vody

Roztok uchovat v chladnicce.

Roztok polyakrylamidového gelu (6%b)

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

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

Vyvojka

800 ml deionizované vody
24 g uhlicitanu sodného
Ulozit do chladnicky a pfed pouZitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl

thiosiranu sodného.

Zasobni roztok (6%) akrylamidu : N, N¢- methylenbisakrylamidu (19 : 1)

420 g mocoviny rozpustit v 484 ml deionizované vody

150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamidu : N, N‘- methylenbisakrylamidu
vV poméru 19 : 1

50 ml 10x TBE

Rozpustit vSechny slozky, poté zfiltrovat a uchovat v tmavé lahvi v chladnicce.

Zasobni roztok TBE pufru (10x)

108 g trishydroxymethylaminomethanu
55 g kyseliny borité
40 ml 0,5 mol-I"! roztoku ethylendiaminotetraoctanu sodného, pH 8,0

Doplnit deionizovanou vodou do 1 .
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4.4  Seznam pouzitych laboratornich pfistroju

e Elektroforeticky zdroj EVV232 (Consort)

e Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

e Chladnic¢ka kombinovana (Whirlpool)

e Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

e Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

e Mikropipeta Finnpipette 0,5-10 ul - osmikanalova (Termo Labsystems)
e Mikropipety Finnpipette 0,3 pul—1 ml (Thermo Labsystems)

e Mikropipety Nichipet EX 0,5 pul—1 ml (Nichiryo)

e Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

e Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

e Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

e Sekvenacni elektroforetickd komurka S2 (Whatman Biometra)
e Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

e Susarna CAT 8050 (Contherm)

e Termocykler GenePro (BIOER Technology)

e Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

e Termocykler XP Thermal Cycler (BIOER Technology)

e Tiepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

e Vortex mixer (Labnet International)

e Vortex MS2 (Ika)

e Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

e Vyrobnik ledu Ice Flanker (Brema Ice Makers)

45 PCR amplifikace DNA ¢apa simbila

PCR amplifikace byla provedena s genomickou DNA 10 neptibuznych jedinci
¢apa simbila. PCR reak¢ni smés byla ptipravena pro 10 vzorki a nésledné do kazdé PCR
smési byl pifidan jeden par primerG pro amplifikaci jednoho z analyzovanych

mikrosatelitnich lokusi. Postup ptipravy vzorki pro amplifikaci byl nasledujici:

1. Rozmrazit vSechny slozky PCR smési a poté vSechny (kromé polymerazy)

zvortexovat a zcentrifugovat.
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2. Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat jednotlivé slozky podle Tabulky ¢. 2.

Naésledné PCR smés jemné promichat pomalym piekldpénim a zcentrifugovat.

Tabulka €. 2: Slozeni PCR reakéni smési pro 10 vzorki.

Slozka PCR reakéni Koncentrace Objem sloZek pro
smési zasobniho roztoku 10 vzorkii [ul]

Deionizovana voda - 73,0
Reak¢ni pufr pro PCR 10x 11,2
Roztok MgCl, 25 mmol-I* 6,7
Roztok dNTPs 20 mmol-I? 1,2
Primer R 10 pmol-I* 55
Primer F 10 umol-I* 5,9
aTaq DNA polymeraza 5U-ul? 3,0

3. Do 10 ptfedem popsanych 0,2ml PCR zkumavek napipetovat osmikanalouvou
pipetou po 1 pul genomické DNA vsech 10 jedinci. Nasledné do kazdé z téchto

zkumavek s genomickou DNA piipipetovat 9 ul ptipravené PCR smési.

4. PCR mikrozkumavky s napipetovanymi vzorky dikladné uzavfit, vlozit do

termocykleru a nastavit teplotni program podle Tabulky ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce.

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

Legenda: * - Teplota annealingu (Tx) za¢inala u nové testovanych lokustina 50 °C a u jiz
popsanych polymorfnich lokust byla nastavena na finalni teploty uvedené v pracich
Kosatova (2020) a Kopecky (2022). Dale tato teplota byla optimalizovana zvlast

u kazdého lokusu v zavislosti na vzniklém PCR produktu.
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4.6  Amplifikované mikrosatelitni lokusy u ¢apa simbila

Pro analyzu a charakterizaci vybranych polymorfnich mikrosatelitnich lokust
byly pouzity pary primerad pro lokusy, které byly oznaceny jako polymorfni
Vv bakalaiskych pracich Kosatova (2020) a Kopecky (2022) pomoci metody cross-species
PCR amplifikace na DNA 6 neptibuznych jedincich ¢apa simbila. V praci Kosatova
(2020) se jednalo o 21 part primert odvozenych od EST, od konzervovanych ptacich
mikrosateliti a od druhti z fadu tucnaci (Sphenisciformes) - viz Tabulka ¢. 4. Z mé
bakalarské prace (Kopecky, 2022) bylo pouzito 26 para primert pochazejicich od druht

z tadu dlouhokiidli (Charadriiformes) a trubkonosi (Procellariiformes) - viz Tabulka ¢. 5.

Tabulka €. 4: Piehled polymorfnich mikrosatelitnich lokust u &apa simbila popsanych
Vv bakalaiské praci Kosatova (2020).

Zdroj Mikrosatelitni lokus Literarni zdroj
TG01-077
) , TG01-148
EST ptaéi mikrosatelity Dawson et al., 2010
TG04-061
TG11-011
CAM-05
Konzervované ptaci
) i CAM-11 Dawson et al., 2013
mikrosatelity
CAM-24
Tuéndk Humboldtiv Sh2Cal2 Schlosser et al., 2003
(Spheniscus humboldti) Sh2Ca58 Schlosser et al., 2009
Em5
" . » Grosser et Waters, 2015
Tuciak nejmensi Em23
(Eudyptula minor) Emm?2 .
Billing et al., 2007
Emm8

Tuénak uzdickovy

Pygantarc29 Kang et al., 2015
(Pygoscelis antarcticus) ¥ g
Tucnak zlutooky Man27
. Boessenkool et al., 2008
(Megadyptes antipodes) Man47
Ech007
Ech011
Tuénak zlutorohy
Ech020 Ahmed et al., 2009
(Eudyptes chrysolophus)
Ech030
Ech036
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Tabulka €. 5: Pifehled polymorfnich mikrosatelitnich lokust u ¢apa simbila popsanych

v bakalaiské praci Kopecky (2022).

v

Rad Zdroj Mikrosatelitni Literarni zdroj
lokus
Kulik motsky Calex-01 Brown et Jordan,
(Charadrius alexandrinus) alex 2009
Dlouhokiidli . .
(Cha:al;r?ifolrcrlnles) Racek novozelandsky Welch et Fleischer
(Chroicocephalus RGB18M ’
. 2011
novaehollandiae)
Albatros bélohibety STALLS
(PhOEbaStrla a|batI’US) Hernandez et a'_,
Albatros ¢ernonohy 2014
. BFAL4
(P. nigripes)
Albatros stéhovavy 11H7 Dubois et al., 2005
(Diomedea exulans) De3 Burg, 1999
Olel0 .
Buinacek dlouhokiidly Ole19 Bicknell et al.,
(Hydrobates leucorhous) 2011
Ole21
Buifiicek M . Omn2
urnacek Montelruy omn8 Bried et al., 2012
(H. monteiroi)
Omn25
Trubkonosi B?fﬁék balearsk_y Puff G2C Gonzalez et al.,
(Procellariiformes) (Puffinus mauretanicus) 2009
Buitiak b&lobrady DaeaLs Techow et O’Ryan,
(Procellaria aequinoctialis) aequ 2004
Buinak Bulwertv .
. .. Bb21 Andris et al., 2010
(Bulweria bulwerii)
Buinak havajsky Ptero02 Welch et Fleischer,
(Pterodroma sandwichensis) Ptero09 2011
Pc A115
Buinak svétlenohy Hardesty et al.,
. . Pc B109
(Puffinus carneipes) 2013
Pc D103
Pacbel_07265
Pacbel 16989 Moodley et al.,
Burnak utlozoby Pacbel 17944 2015
(Pachyptila belcheri) Pacbel_19907
Patbell Quillfeldt et al.,
Patbel2 2012
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V této praci bylo také nové testovano 68 parti primerd pomoci metody Cross-
species PCR amplifikace DNA 10 nepiibuznych jedinct ¢apa simbila - viz Tabulka ¢. 6.
Celkem 34 para primerta pochazelo od druht z fada Pelecaniformes, 11 pard od ¢apa
bilého (C. ciconia), 3 pary od druht z fadu plamenaci (Phoenicopteriformes), 11 part od
potépky zdpadni (A. occidentalis) a 9 part od druhti z fadu Suliformes. Z tohoto testovani
byly nasledné vybrany polymorfni lokusy, které byly dale charakterizovany.

Tabulka €. 6: Prehled nové testovanych mikrosatelitnich lokusti u ¢apa simbila.

-

Rad Zdroj Mikrosatelitni lokus Literarni
zdroj
Volavka rusohlava 8!01’ 8!08’ B!13’ B!15, Campanini et
(Bubulcus ibis) BI18, BI20, Bi22, B2, 5 2012
Bi28, Bi29, Bi30
Ee04, Ee06, Eel0. Eel7,
Pelecaniformes Ee18, Ee20, Ee22, Ee23,
Volavka Zlutozoba Ee24, Ee26, Ee28, Ee30, Dai et al.,
(Egretta eulophotes) Ee33, Ee34, Ee37, Ee4l, 2013

Eed2, Ee43, Eed4, Eed5,
Ee46, Ee50, Ee51

Cc10, Cc15, Cc18,

Capi Cap bily Cc37, Cc42, Cca4, Turjeman et
(Ciconiiformes) (Ciconia ciconia) Cc50, Cc58, Ccb1, al., 2016
Cc69, Cc72
Plamenak karibsky Preston,
. Prup5
Plameiiéci (Phoenicopterus ruber) 2005
(Phoenicopteriformes) Plamefidk rizovy orBL PrE2 Geraci et al,
(P. roseus) oL 2010
Potiok Potépka zapadni B8, B11, B102, B112b, Hurmol
o © a(;)_fy (Aechmophorus B113, C5, E202, G118, ;Omopge,
(Podicipediformes) occidentalis) G206, G209, G215
Kormoran tasmansky )
Pf7, Pf11, Pf13, Pf33, Riordan et
(Phalacrocorax
P35, Pf36, Pf39 al., 2012
fuscescens)
Suliformes K an usaty Mercer et
. O”i“’m“ “STYt Dcco-04 Mullins,
(Nannopterum autritum) 2010
Terej guanovy Taylor et al.,
(Sula veriegata) SV2A95 2010
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4.7

Elektroforeticka separace PCR produktii

PCR produkty byly elektroforeticky separovany za denaturujicich podminek

v piedem pripraveném 6% polyakrylamidovém gelu ve vyhfivané sekvenaéni

elektroforetické komurce S2 (Whatman Biometra). Tento gel byl nalit mezi velké sklo

s rozméry 330 X 420 mm a malé sklo s rozméry 330 x 390 mm. Tloustka gelu byla

0,4 mm. Separované PCR produkty byly nasledné vizualizovany dusi¢nanem stiéibrnym.

Cely postup byl proveden nasledovné:

Osetieni skel

1.

Plochu velkého skla, ktera bude v kontaktu s gelem, vycistit pomoci papirovych

ubrouskt 2% deionizovanou vodou a 2x ethanolem.

Na vycisténou plochu velkého skla nanést ptipravek odpuzujici vodu (RainOff)
a dobie ho rozettit po celé ploSe skla pomoci tzkého prouzku (cca 1 cm)
papirového ubrousku. Po zaschnuti piipravku (cca 3 min) tuto oSetienou plochu

2x omyt deionizovanou vodou a osusit papirovymi ubrousky.

Plochu malého skla, kterd bude v kontaktu s gelem, vy¢istit za pomoci papirovych
ubrouskt 2x deionizovanou vodou a 2x ethanolem. Malé sklo pfemistit do
digestoie na polystyrenovou desticku a na omytou plochu nanést roztok obsahujici
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu rozpusténého v 1 ml roztoku 0,5%
kyseliny octové v 96% ethanolu. Tento roztok dobie rozettit po celé plose skla
pomoci tzkého prouzku papirového ubrousku. Po zaschnuti (cca po 1 min) omyt

tuto plochu 4x ethanolem a osusit papirovymi ubrousky.

V digestofi na druhou polystyrenovou desti¢ku polozit velké sklo oSetfenou
plochou nahoru a k jeho okrajim umistit dva spacery. Malé sklo v ruce otocit,
polozit oSetfenou plochou doli na velké sklo, zarovnat spacery podél hran skel
a poradné piirazit malé sklo ke gumickdm spaceru. V misté€ spacerti z kazd¢ strany

sepnout 2 malymi svorkami.

Piiprava 6% roztoku polyakrylamidového gelu

1.

V digestofi do valce odmétit 60 ml pracovniho roztoku akrylamidu : N, N*-
methylenbisakrylamidu 19 : 1 a nasledné ho ptelit do kadinky. Nasledné k tomuto

roztoku mikropipetou piidat 400 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného

24



a40 pul N, N, N°, N‘ - tetramethylethylendiaminu. Krouzivymi pohyby smés
opatrn¢ promichat.
Vyplnit prostor mezi skly pfichystanym 6% roztokem polyakrylamidového gelu.

Liti gelu si lze usnadnit pomoci naklonu skla Spickami nebo poklepavanim na

sklo.

Hiebinek zasunout rovnou stranou do prostoru mezi skly do hloubky cca 5 mm

od okraje malého skla a obé& skla v misté hiebinku sepnout 4 velkymi svorkami.

Zbytek roztoku v kadince prelit do urc¢ené nadoby a piipraveny gel nechat tuhnout
po dobu jedné hodiny.

Elektroforeticka separace

1.

Po ztuhnuti gelu vSechny svorky odstranit, skla namocit a kartdiCem v misté
hiebinku jemné¢ odstranit zbytky gelu. Vné&jsi stranu malého skla oplachnout

vodou a tu poté setiit pry¢ pomoci stérky na sklo.

Skla s gelem umistit do sekvena¢ni komurky hiebinkem nahoru tak, aby vnéjsi
plocha malého skla tésn€¢ doléhala na hlinikovou desku komtrky. Pfipevnit skla
pomoci Sroublti ke komtirce. Do horniho (katodového) a dolniho (anodového)

prostoru komurky nalit 0,5% TBE pufr.

Vyjmout hiebinek a vznikly prostor mezi skly vy¢istit plastovou stérkou (pozor
na poSkozeni gelu). Nasledn¢ tento prostor vyplachnout pomoci injekéni

stiikacky, aby zde nebyly zadné zbytky gelu.

Horni a dolni prostor komurky uzaviit a pfipojit ke zdroji stejnosmérného
elektrického proudu. Na zdroji nastavit napéti 3000 V, proud 150 mA,
vykon 90 W a nechat gel 30 minut nahfivat.

Bé&hem nahfivani gelu ke kazdému z PCR produktt pfipipetovat 5 ul nanasejiciho
pufru. Ptiblizné 2 minuty pied koncem nahfivani vlozit vzorky do termocykleru

anechat je 3 minuty denaturovat. Mezitim si pfipravit nadobu s ledem a po

uplynuti ¢asu denaturace ihned umistit vzorky do ledu.

Po uplynulém casu nahfivani gelu zastavit zdroj elektrického proud, odpojit

elektrody a opét pomoci plastové stérky a injek¢ni stiikacky vycistit prostor mezi
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10.

11.

skly od zbytkt gelu, mo¢oviny a vzduchovych bublin. Hiebinek ihned zasunout
do gelu cca 1 mm hluboko.

Do prostoru mezi zoubky hiebinku nanést osmikanalovou pipetou po 2 pl kazdého

vzorku. Mezi opakovanimi promyvat $picky a poté je otfit o papirovy ubrousek.

Horni prostor komirky opét uzavtit, pfipojit elektroforetickou aparaturu ke zdroji
elektrického proudu. U né¢ho zménit hodnotu vykonu na 70 W a nechat vzorky
separovat po dobu 90 minut.

Po dobu separace vzorku pfipravit roztoky pro vizualizaci gelu (viz podkapitola
4.3 Seznam pouzitych roztoku a jejich ptiprava): vyvojka, fix/stop roztok, roztok

kyseliny dusi¢né (1%), roztok dusi¢nanu sttibrné¢ho (0,1%).

Po dokonceni elektroforetické separace vypnout a odpojit zdroj stejnosmérného
elektrického proudu. Mirn¢ uvolnit $roub na odtok pufru z horniho prostoru a poté

uvolnit Srouby upevnujici skla s gelem k aparatuie.

Skla s gelem pienést z komurky na vodorovnou plastovou podlozku, vyjmout oba

spacery a pomoci ¢epele noze od sebe skla opatrné odd¢lit.

Vizualizace gelu

1.

Malé sklo s ptichycenym gelem nahote umistit do prvni fotomisky. Poté misku
polozit na tfepacku, zalit fix/stop roztokem a nechat piisobit 20 minut. Po uplynuti
tohoto Casu fix/stop roztok slit zpét do bainky a sklo s gelem 4x promyt

deonizovanou vodou.

Fotomisku s gelem opét polozit na tiepacku, zalit 1% roztokem kyseliny dusi¢né
a nechat plisobit 4 minuty. Po uplynuti této doby roztok vylit do odpadu a sklo

s gelem 4x promyt deonizovanou vodou.

Pii promyvani pfidat 1 200 ul formaldehydu k 0,1% roztoku dusi¢nanu sttibrného.
Sklo s gelem vlozit do druhé fotomisky, umistit ji na tfepacku a zalit gel timto

roztokem.

Tésné pred uplynutim 30 minut naplnit tfeti fotomisku deonizovanou vodou
apridat k vychlazené vyvojce 1200 ul formaldehydu a 160 ul 1% roztoku

thiosiranu sodného.
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4.8

Po 30 minutach ptsobeni roztoku dusi¢nanu stfibrného slit tento roztok zpét do
zasobni lahve a sklo s gelem ponofit na 5 sekund do tieti fotomisky naplnéné
vodou. Pot¢é piemistit sklo do ¢tvrté fotomisky umisténé na tfepacce a nalit k nému

VYVOjKu.

V gelu dostate¢né zbarvené PCR produkty zalit fix/stop roztokem a zastavit tim
proces barveni. Po vySuméni bublin vylit roztok do odpadu a gel pfemistit do tieti

fotomisky s ptipravenou deonizovanou vodou.

Sklo s gelem v misté spaceru osusit papirovym ubrouskem, popsat, nechat okapat
a umistit do susarny. Po hodiné suseni gel vyndat, nechat vychladnout, vyhodnotit

na negatoskopu a naskenovat do pocitace.
Sklo s vyhodnocenym gelem ponotit do 1 mol-I? roztoku hydroxidu sodného, poté

ocistit karta¢em a omyt deonizovanou vodou se saponatem.

Statistické vyhodnoceni experimentu

Genotypy polymorfnich mikrosatelitnich lokust u 10 neptibuznych jedinct ¢apa

simbila byly analyzovany pomoci dvou popula¢né-genetickych programi. Jednalo se
0 Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008). Programem

Cervus byly stanoveny hodnoty pozorované (Hobs) a ocekavané (Hexp) heterozygotnosti,

zda jsou lokusy v Hardy-Weinbergové rovnovaze, polymorfni informaéni obsah (PIC)

a frekvence vyskytu nulovych alel (Fnui). Programem Genepop bylo uréeno, zda mezi

dvojicemi analyzovanych polymorfnich lokust existuje vazba.

27



5 Vysledky

Cilem experimentalni ¢asti mé diplomové prace byla analyza a charakteristika 47
vybranych cross-species mikrosatelitnich lokustt na DNA 10 nepfibuznych jedinct ¢apa
simbila. Tyto lokusy oznacili jako polymorfni KoSatova (2020) a Kopecky (2022) pomoci
metody cross-species PCR amplifikace na DNA 6 nepiibuznych jedincti ¢apa simbila. Ve
své bakalaiské praci KoSatova (2020) nalezla celkem 21 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust, kdy 14 z nich pochézelo od druhti z fadu tucnaci. Dalsi 4 lokusy byly EST ptaci
mikrosatelity a 3 konzervované pta¢i mikrosatelity. V mé bakalaiské praci (Kopecky,
2022) bylo nalezeno celkem 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi, z nich 24 bylo
popsano u druhi z fadu trubkonosi a 2 u druht z fadu dlouhokiidli. Provazanost mezi
jednotlivymi jedinci v obou pracich a touto diplomovou praci je uvedeno v kapitole ¢. 6

Diskuse.

Tyto analyzované lokusy byly na poc¢atku testovany pii PCR amplifikaci na
teploty annealingu (Ta), které jsou uvedeny v obou pracich. U vétSiny lokusi byly
potieba podminky PCR amplifikace dale optimalizovat a finalni Ta byla upravena tak,
aby byla mozZna genotypizace PCR produktt po jejich elektroforetické separaci. Finalni
Ta byla v rozmezi od 44 do 69 °C. Dale pti optimalizaci PCR amplifikace jsem u celkem
5 lokust sniZil koncentraci hotfe¢natych ionth v PCR smési z plivodni koncentrace
1,58 mmol-I"! na koncentraci tfictvrteéni (1,18 mmol-I). Jednalo se o lokusy CAM-05,
De3, Em23, Omn8 a Pacbel 16989. Pro lepsi rozliSeni alel a naslednou genotypizaci
polymorfnich lokust byla také upravena doba elektroforetické separace PCR produkti,

kteréd se pohybovala od 90 do 240 minut.

Pii genotypizaci 10 nepiibuznych jedincii c¢apa simbila na celkem 47
mikrosatelitnich lokusech jsem ziskal u 41 lokusi polymorfni produkt. Na rozdil od obou
bakalaiskych praci jsem ve své diplomové praci u lokusi BFAL4, Ech020, Emm?2,
Man47, Patbell a Pc A115 nenalezl zadny mikrosatelitni polymorfismus, proto jsem tyto
lokusy vytadil z dalsi analyzy. V této diplomové praci se mi nepodafil urcit pocet alel u 3
polymorfnich lokust. Jednalo se o lokusy Em23, Olel19 a TG04-061. Bylo to z divodu
Spatné rozliSitelnosti jednotlivych alel po elektroforetické separaci. Tyto 3 lokusy byly

vyfazeny z dalsich analyz.
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Navic v mé diplomové préci bylo nové otestovano metodou cross-species PCR
amplifikace 68 part primert pro mikrosatelitni lokusy s cilem nalezeni dalsich
polymorfnich markert pro tento druh. Celkem 34 part primert pochéazelo od druht z fadu
Pelecaniformes, 11 part od ¢apa bilého (C. ciconia), 3 pary od druhi z fadu plamenaci
(Phoenicopteriformes), 11 part od potapky zapadni (A. occidentalis) a 9 pari od druht
ztadu Suliformes. Testovani a nésledna charakterizace nalezenych polymorfnich
mikrosatelitnich lokust byla také provedena na DNA 10 nepiibuznych jedincu ¢apa

simbila.

U téchto nove testovanych lokust byla stanovena pocateéni Ta na 50 °C. Tato
teplota byla také dale optimalizovana pro lepsi genotypizaci PCR produktti po jejich
elektroforetické separaci. Finalni Ta se pohybovala v rozmezi 51 az 67 °C. Také jako
u ptedchozich analyzovanych lokusii pro lepsi rozliSeni alel a snazs§i genotypizaci byla

upravena doba elektroforetické separace PCR produkti na 90 az 250 minut.

Ze vSech 68 nové testovanych mikrosatelitnich lokusiti poskytlo polymorfni
produkt 9 part testovanych primert (13,2 %). Jednalo se o lokusy: B102 a G215
od potapky zapadni (Humple, 2009), Cc10, Cc42 a Cc72 od ¢apa bilého (Turjeman et al.,
2016); Eel8, Ee20 a Ee43 od volavky Zlutozobé (Dai et al., 2013) a Pf36 od kormoréana
tasméanského (Riordan et al., 2012). Zbylé lokusy byly monomorfni.

V této diplomové praci jsem na DNA 10 neptibuznych ¢apu simbila celkem
charakterizoval 47 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti - viz Tabulka ¢. 7. Z téchto
lokusti pochazely 3 od ¢apa bilého (fad ¢api), 1 od kulika motského a 1 racka
novozélandského (fad dlouhoktidli), 3 od volavky Zlutozobé (fad Pelecaniformes), 2 od
potapky zapadni (fad potapky), 1 od kormorana tasmanského (fad Suliformes), 20 od
deseti druhti z fadu trubkonosi a 10 od péti druhii z fadu tu¢naci. Poslednich 6 lokust byly
EST a konzervované ptaci mikrosatelity. V ramci poctu alel jsem u téchto 47 lokust
detekoval 2-12 alel s praimérem na lokus 3,4. U 22 lokust (47 %) jsem popsal dv¢ alely,
u 12 lokusi (26 %) tii alely, u 3 lokusu (6 %) Ctyfi alely, u 4 lokust (9 %) pét alel a po
dvou lokusech (po 4 %) Sest, sedm a dvanact alel. Rozdéleni 47 polymorfnich lokust
podle poctu alel u 10 nepiibuznych jedincii ¢apa simbila je zndzornéno na Obrazku €. 4.
Mezi nejpolymorfnéjsi mikrosatelity s 12 alelami pattily lokusy CAM-05 (konzervovany

ptaci mikrosatelity) a Patbel2 (buinak utlozoby).
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Obrazek €. 4: Rozd€leni 47 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti analyzovanych u 10
nepiibuznych jedinct ¢apa simbila podle poctu alel.

Pomoci programu Cervus 3.0.7 jsem analyzoval genotypy 10 nepiibuznych
jedinct ¢apa simbila pro 47 polymorfnich mikrosatelitti. U téchto lokust byly stanoveny
pomoci tohoto programu populacné-genetické parametry, a to pozorovana (Hobs)
a o¢ekavana (Hexp) heterozygotnost, odchylka od Hardy-Weinbergovy (HW) rovnovahy,
polymorfni informaéni obsah (PIC) a frekvence vyskytu nulovych alel (Fnui). Primérna
oc¢ekavana heterozygotnost byla 0,4915. V HW rovnovaze bylo 17 lokusii a u zbylych 30
lokust nedokazal program Cervus 3.0.7 vyhodnotit, zda se u nich vyskytuje odchylka od
HW rovnovahy z divodu analyzy malého poétu jedinci. U zadného z testovanych
polymorfnich lokust nebyla nalezena odchylka od HW rovnovahy. Primémy PIC byl
0,4165. U 21 z 47 polymorfnich lokust se objevovala pravdépodobnost vyskytu nulovych
alel. Tato pravdépodobnost byla u 3 lokusti do 5 %, u 3 lokusti mezi 5 az 10 %, u 8 lokust
mezi 10 az 20 %, u 2 lokust mezi 20 az 30 % a u 3 lokusti mezi 30 aZ 40 %. Nejvyssi
pravdépodobnost na vyskyt nulovych alel byla u lokust Puff G2C (43,48 %) a Cc10
(57,85 %).

Dale programem Cervus 3.0.7 byly vypocitany pravdépodobnosti chybné
paternitni analyzy s vyuzitim téchto 47 polymorfnich mikrosatelitt. V ptipad¢, kdyby byl
pfifazovan prvni rodi¢ k mladéti, u néhoz by nebyl zndmy ani jeden z rodi¢u, by byla
pravdépodobnost chybného ptifazeni 1,8465-10. V piipadé, kdyby byl znamy pouze
jeden rodi¢, tak by byla pravdépodobnost chybného pfitazeni druhého rodice 8-107
a pravdépodobnost chybného pfifazeni celého rodiCovského paru k mladéti by byla

8,458-10°13, Dale byla vypocitana pravdépodobnost, kdy dva nahodni neptibuzni jedinci

30



by nesli identickou alelovou sestavu pro vsech 47 analyzovanych polymorfnich lokusi.
Tato pravdépodobnost byla 1,654-10%. Pravdépodobnost, Ze by dvé ndhodné vybrana
mlad’ata méla identickou alelovou sestavu pro jiz zminénych 47 polymorfnich lokust,

byla 1,17-10%,

Programem Genepop 4.7.5 bylo analyzovdno, zda mezi 47 polymorfnimi
mikrosatelity neexistuje vzajemna vazba. VSechny lokusy byly testovany po dvojicich
anebyla mezi nimi nalezena zadna vazba neboli se jedna o 47 navzajem nezavislych

genetickych markert.
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Tabulka ¢&. 7: Charakteristika 47 polymorfnich mikrosatelitnich lokusu testovanych na 10 nepiibuznych jedincich ¢apa simbila. V tabulce je uveden nazev
lokusu s danym Accesion number uvedenym v databazi GenBank, zdrojovy druh, sekvence primert, jednotka repetice, teplota annealingu (Ta), Cas
elektroforetické separace (ts), pocet alel (Na), pozorovana (Hops) a ofekavana (Hexp) heterozygotnost, odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW)

(NS - lokus je v souladu s HW rovnovahou, ND - lokus nelze vyhodnotit), polymorfni informa¢ni obsah (PIC) a frekvence vyskytu nulovych alel (Fnun).

Lokus Zdroj Sekvence primeri (5‘= 3¢) Jednotka  Ta ts  Na  Hobs Hexp PIC  Fgu

(GB Acc. No.) repetice  [°C] [min] HW [%]
11H7 Albatros F: GCAAGCTAAGTTGGGGGTAA 0,200

(AY945753) stéhovavy  R:ACAGTAGGGCTGCTGCAGAT AC % 10 2 o, 018 o0le4 -
B102  F:ACCCATCCATCCATACCTG 0,200

(neuvedeno) | Owpkazapadni g 6o AAACCATTCTGTGAT CATC 58 210 2 o 0189 0164 -
Bb21 Bufiiak F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT 0.100

(HM171897) Bulweriv  R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC TG 66 180 2 \p 0100 0090 -
Calex-01  F:CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT GT 0,300

(AMO72445)  "ulikmoisky g crrGACTTGGCCTGAGETTTAGETT GTee 89 1025 03% 0305 1111
CAM-05* F: TTACACAGACTGCAAACCGC 1,000

(HG518763) R: CTGTTKCTCTAGTAATGAGATCCTG CA 51 180 12 0953 0897 -

Konzervované
CAM-11 - F: TGGTACAGGGACAGCAAACC 0,500
(HG518769) _ptaci R AGATGCTGRGAGCGGATG GT 67 90 4 o 065 0578 1300
mikrosatelity

CAM-24 F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC 0,200

(HG518782) R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG CA 62 9 2 o 0442 0442 3548
Ccl0 . F: TGTGACAGATGCAAAGCTCC 0.100

(KT232056) Cap bily R: GTGTTTACTAGTTGGCTGTTCC AGAT 61 9 2 o 03% 0395 5785
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Tabulka ¢. 7: Pokracovani 1.

Lokus Zdroj Sekvence primera (5‘> 3¢) Jednotka  Ta ts  Na  Hobs Hexp PIC  Fqun
(GB Acc. No.) repetice  [°C] [min] HW [%0]
Cca2 F: GCAGGAAAGGAGGAAAGGTG 0,800
(KT232060) L R: GCATCACAGTATGCAAACGC AGAT 67 225 6 ., 082 079 -
Cc72 Cobly L caTTeAAGATACTGGGEAGCE 0,300
(KT232066) R: GATCCCTTCATCACCAGCAG AT 67 150 3 g 0637 0527 3668
De3* Albatros F: CTGCCAAAAAGAATTCCCTG 0,600
(AF096789) stéhovavy ~ R: CCAACAAGGACTAAGCCCAA AC 62 % 4 g 0711 0619 773
Ech007 F: CAGTGAAGCATTCTCTCGCAGAAC 0,200
(FM878338) R: AAGCTTGGTGCCCGTATCTTTG ¢ 69 180 2 p 0189 0164 -
Ech011 F: CACAGCACTGTGACAGAAGCA 0,600
(FM878342) Tughak R: TTAACTGGTTCGATTTGTCAGTCTTT GT 6 0 3 g 0968 0466 -
Ech030 Zlutorohy F: TGACGCCGCAGGGACTTC 0.200
(FM878361) R: GCTCAGCTCTTGCTCACAGTTTCAG CTAT 69 180 2 5 018 0164 -
Ech036 F: GAGAGGGTTCAGAATGACATCACG 0,600
(FM878367) R: GTCCATGGGAGCAGACCTGAG GT 69 150 5 o 0511 0460 -
Eel8 F: GCAGTTGGACTAGATGAACATTGT ATTCT 0,600
(KJ748381) vVolavka R: CTTCCATGATAAACCAATACCCAGC  /TTcca 22 99 5 p 0816 0739 1248
Ee20 Zlutozoba F: CAGGTCCCTTCCAACAGAAATAT 0.600
(KJ748382) R: TGCTTCAAATAGGTCTCTTCTACAT ~ CTATG 88 250 5 o 0774 0694 10,22
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Tabulka ¢. 7: Pokracovani 2.

Lokus Zdroj Sekvence primeri (5‘°= 3°) Jednotka  Ta ts  Na  Hos Heo  PIC  Fun
(GB Acc. No.) repetice  [°C] [min] HW [%0]
Ee43 Volavka  F: TGGGATTCTTTATAGAAAGCACGGTG 0,500
(KJ748394) slutozobd  R: GCAGTTGGGCTAGATGATCATTGTAG ~ ATAGA 56 150 5 o 0568 0508 025
Em5 F: CGGAGACCTTGCATCTTACC 0,500
(KM272224) Tudhak R: CAGTCCTGTACCTCCCTCAC AAAT 59 90 3 5 0484 0410 -
EmmS nejmensi F: TGCACACTAGCAGATACGG 0,500
(DQ852599) R: GACAAATTGTGCTTGTCAGC CACT 61 150 2 g 0479 0351 -
G215 ) ) ~ F: GACAGGACAACCCTTTTATCC 0,400
(neuvedeno) Potapka zapadni  p. 16GTGGTCTCTGACAGGTC TAGA 55 90 2 ND 0,337 0,269 -
Man27 o  F: GATCCTGAGAAGAGAGACAG GA/CA 0,500
(Eu267114)  TuehdkZlutookd o gaeraTTCATTTTGTCAC meicea 90 %0 3 o 0616 0495 830
Ole10 F: ACCAGCTCCTAACTGGAAGCCAC 0,300
(FR696386) Buiidgcek R TGCAGGTAGGTTCTCAGTATGCAAAG CA 61 180 3 p 038 0314 1335
Ole21 dlouhokfidly  F: CCACGAGAAATGGACATACAAC GA/A 0,200
(FR696397) R: TGAAGAACTTCCGAAATAACTGTG GAAA 04 12002 0442 0332 3548
omn2 F: GATTTCGTCTTGCTTCCAAA 0,500
(J0303227) Buiidéek  R: AACAAATAACCAGGATTGATAATA ACIAT 60 180 2 o 03% 0305 -
omn8g* Monteiriyv F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC 0,800
(J0303232) R: GGGGCGAGCATTACATTAAA AC ¥ %0 7T g 0774 0707 -
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Tabulka ¢. 7: Pokracovani 3.

Lokus Zdroj Sekvence primeri (5‘— 3°) Jednotka  Ta ts Na  Hobs Hexp PIC Fun
(GB Acc. No.) repetice  [°C] [min] HW [%0]
omn25 Buihidcck  F: TCTGCTCCCCCTGATTATTG 0,600
(J0303242) Monteiriy  R: ACTCTGAGAGCCATCCATCA ATGG 61 180 3 o 0637 0527 172
Pachel_07265 F: CGTCACTTTAATAGCGCTGGC 0,400
(neuvedeno) R: ACCCTGATTTTCCCAGTCCG GT 9 % 2 5 033 0269 -
Pachel_16989* F: TGCTTTTGGACAATGTGGAGG 0,400
(neuvedeno) R: TCTGGTACACTTCTCATTTGGAC CA 63 %0 2 g 0505 0365 905
Buinak Gtlozoby
Pachel_17944 F: TACAACCGTTCTCCCTGTGG 0,200
(neuvedeno) R: GGAGAAGCAGGCAGCAATAC TG 66 %0 2 o 018 0164 -
Pachel_19907 F: TTTCTCCTTAGCTCGGCAGG 0,600
(neuvedeno) R: CCATACTTGGTGGCAGTGTG AG 59 90 2 g 0526 0355 -
Paequs Buifiak F: TATTCTGAGACTTGCGTTATCC 0,500
(AY371074) belobrady  R: GTGATCCATTAGTTGATGTCTACTG CA 44 180 2 p 03H 0305 -
Patbel? o . F:GGTGTCATGCAACTGACTGAA 1,000
OFass7re)  BUKGI070DY A ATGGGAATGGCAGAGACT CTAT 66 240 12 | =~ 0921 0864 -
Pc B109 F: CTCAGAGCGATCACACTGTACT 0,200
(JX435475) Buiiik R AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC CAA 86 120 2 p 0337 0269 2308
Pc D103 svétlenohy  F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA GATA 0,500
) 53 90 3 0,416 0,347 -
(JX435479) R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG IGATG ND
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Tabulka ¢. 7: Pokracovani 4.

Lokus Zdroj Sekvence primeri (5‘— 3°) Jednotka  Ta ts Na  Hobs Hexp PIC Fun
(GB Acc. No.) repetice  [°C] [min] HW [%0]
Pf36 Kormoran F: CGACGTTGTAAAAACCGGAAAGTAT 0,500
(IX5-47003) tasmansky  R: CATTAAGTTCCCATTATGAGGTCAGCC AATAG 51 90 6 o 0684 0620 1487
Ptero02 F: AAGCGCTTCACTGGAGG 0,900
(HQ918219) R: TGACCTGTGTGCCTTCATTC CA 65 150 4 g 072 0627 -
Buitiak havajsky
Ptero09 F: GCAAATACCAGTCTTCCAAAGG 0,700
(HQ918226) R: TTTAAGATAAAGATGTTTGAGAACCA ~ AAGG 60 150 7 o 0679 0612 -
Puff G2C Bufiak F: CTGAAATCAGACATTATTTC 0,100
(EU158898) baledrsky ~ R: ACAATATGCAAACTTTTTG GT % %0 2 \p 0268 022 4348
Pygantarc29 Tucénak F: TGTCCAAAATCCTGGAAAGTG 0,500
(KP316226) uzdickovy R CCAAAAGAGCCCTGAGCA AG 64 150 2 p 035 0305 -
RBG18M Racek F: TTGTTCCTTGGCTTCTATCTC 0,100
(HQ918229)  novozélandsky R: CGCTGAAGATGTAGAGGGAAA GT 65 9% 2 \p 0100 00% -
Sh2Cal2 Tuénik F: TCAGTGTACGAGCCAGAAGG 0,400
(AF540010) Humboldtiy ~ R: CTAGGATCCCGGCTTTTGTC TICAA 62 %0 2 o 0337 02609 -
sh2Cas8 —_— F: TACAGCAATGCAGCGTGTGT 0.300
(AY435091) Humboldtay R ACCTGGTAGAGGGCAGTAGT GT 66 9 3 | p 0426 0368 1335
STAL18 Albatos F: CAGTTCCAAAGAAGGAAAACC 0.400
(neuvedeno) belohibety R GTTTGGAGTGGTCTTGGGTACAGC ATG 63 150 3 g 0667 0527 1875
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Tabulka ¢. 7: Pokracovani 5.

Lokus Zdroj Sekvence primeri (5‘— 3°) Jednotka  Ta ts Na  Hobs Hexp PIC Fun
(GB Acc. No.) repetice  [°C] [min] HW [%0]
TG01-077 F: GGTATGTCAGTTATCAAAAACAAGC 0,600
(CK305147) R: AAATGGCAGGTAAGGATACTCTC AIC 6 %0 3 g 0695 058 496
TG01-148 ESTptadi  F: TTGCAACACATTCTAATATTGC 0,500
(CK301512)  mikrosatelity ~ R: TTTAAAGTACATCAAACAACAAAATC ~ AT/AC 611803, 0426 0368 -
TG11-011 F: ACAAACTAAGTACATCTATATCTGAA 0,300
(CK308096) R TAAATACAGGCAACATTGG AT 60 150 3 7 0468 0381 2339

Legenda: * - tii¢tvrte¢ni koncentrace hote¢natych iontii v PCR smési (1,18 mmol-I) oproti pivodni koncentraci (1,58 mmol-I?)
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Pii pouziti mikrosatelitnich markerd neovliviiuji jejich prakti¢nost pouze
statistické charakteristiky, ale také jestli jsou jednotlivé elektroforeticky separované
mikrosatelitni lokusy dobie hodnotitelné v gelu. B€hem analyzy nékteré lokusy vytvaiely
k hlavnimu produktu vice vedlejSich produktia pro kazdou alelu (zebtickovity profil
v gelu). Tento problém muze do jisté miry ovlivnit chybovost pii ur€ovani genotypu.
Piikladem téchto mikrosatelitd jsou lokusy: CAM-05, Omn8 a Sh2Ca58. Zbylé lokusy
pii PCR amplifikaci vytvarely k hlavnimu produktu maximalné 1-2 vedlejsi produkty pro
kazdou alelu, ale diky dostatecné rozliSitelnosti alel tyto vedlejsi produkty neovlivnily
genotypovani jedinct pro dany lokus. Pfikladem téchto mikrosatelitii jsou lokusy: Eel8
(Obrazek ¢. 5), Pf36 (Obrazek ¢. 6) a Ptero09 (Obrazek ¢. 7). Tuto posledni skupinu

mikrosatelitnich lokust doporucuji vyuzit jako vhodné a reprodukovatelné genetické

markery.

Obrazek ¢. 5: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu Eel8
testovaného u 10 nepiibuznych jedinct ¢apa simbila. PCR amplifikace tohoto lokusu probihala
pti Ta 59 °C a délka elektroforetické separace byla 90 minut. Rimskymi &islicemi jsou vyznaéeny

jednotlivé alely (1.-V.) a arabskeé ¢islice oznacuji jednotlivé jedince (1-10).
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Obrazek ¢. 6: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu Pf36
testovaného u 10 nepfibuznych jedinctu ¢apa simbila. PCR amplifikace tohoto lokusu probihala
pii Ta 51 °C a délka elektroforetické separace byla 90 minut. Rimskymi &islicemi jsou vyznadeny

jednotlivé alely (1.-V1.) a arabské ¢&islice oznacuji jednotlivé jedince (1-10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

-

Obrazek ¢&. 7: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu Ptero09
testované¢ho u 10 nepiibuznych jedinct ¢apa simbila. PCR amplifikace tohoto lokusu probihala
pfi Ta 60 °C a délka elektroforetické separace byla 150 minut. Rimskymi &islicemi jsou

vyznacéeny jednotlivé alely (I.—VII.) a arabské ¢islice oznacuji jednotlivé jedince (1-10).
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6 Diskuse

Vysledkem experimentalni ¢asti mé diplomové prace byla charakterizace 47
cross-species polymorfnich mikrosatelitnich lokusi u 10 nepfibuznych jedinc ¢apa
simbila, kdy u téchto lokust byly uréeny populacné-genetické parametry pomoci
programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008).

Srovnani vysledku této diplomové prace s pracemi Kosatova (2020), Kopecky (2022)
a FiSerova (2014)

V rdmci 47 charakterizovanych polymorfnich mikrosateliti v této praci bylo 16
z nich dfive testovano na 6 nepiibuznych jedincich ¢apa simbila v bakalafské praci
Kosatova (2020), kde autorka oznacila tyto mikrosatelity jako polymorfni. Autorkou
testovani nepfibuzni jedinci ¢apa simbila byli shodni s mymi jedinci 1 az 6 (Tabulka ¢. 8).
Pii srovnani Ta pro testované lokusy oproti autorce jsem ve své préaci u 6 lokust tuto
teplotu zvysil o 1-3 °C. U lokust Pygantarc29, Sh2Cal2 a TG01-148 byla Ta zvysena
dokonce o0 9 °C. U dalSich 2 lokusu byla Ta snizena o 2—-3 °C a u zbylych 5 lokust Ta
zustala na finalni hodnoté, kterou autorka urcila ve své préaci. Dale v ramci testovani
mikrosatelitti autorka popsala u lokusit Emm2 a Man47 dv¢ alely a u lokusu Ech020 tfi
alely, ale po mém nékolikandsobném testovani pii riiznych Ta byly tyto lokusy urCeny
jako monomorfni. V ramci své prace autorka oznacila za nejpolymorfnéjsi lokus CAM-
05, u kterého popsala 9 alel na 6 jedincich. Tento lokus patii mezi dva nejpolymorfné;si

lokusy popsané v mé diplomové préci. Ja jsem u toto lokusu nalezl 12 alel na 10 jedincich.

Dalsich 22 polymorfnich lokust charakterizovanych v této praci jsem jiz diive
testoval na 6 nepiibuznych jedincich ¢apa simbila v mé bakalaiské praci (Kopecky,
2022), kde jsem tyto mikrosatelity oznacil jako polymorfni. Testovani nepiibuzni jedinci
¢apa simbila v mé bakalatské praci byli shodni s jedinci pouzitymi v mé diplomové praci.
V bakalatské praci se jednalo o jedince, ktefi jsou oznaceni v diplomové préci jako 2, 4,
5, 6, 7 a 10 (Tabulka ¢. 8). Pti srovnani Ta pro testované lokusy v mé bakalaiské praci
jsem ve své diplomové praci u 9 lokusti Ta snizil o 1-7 °C. U dal$ich 7 lokust jsem Ta
zvysil o 1-7 °C a u zbylych 6 lokust Ta zGstala stejna jako finalni Ta, kterou jsem uved|
pro tyto lokusy ve své bakalafské praci. Dale v ramci testovani lokusi jsem ve své
bakaléiské praci urcil u lokust BFAL4, Patbell a Pc A115 dvé¢ alely, ale v diplomové
préci jsem u téchto lokust nakonec nenalezl zadny mikrosatelitni polymorfismus. V mé

diplomové praci jsem pii retestovani lokusu BFAL4 pii riznych Ta detekoval jeho hlavni
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monomorfni produkt a poté variabilni vedlejsi produkty, které se lisily mezi jednotlivymi
testy. Kvtli t¢émto vedlejsim produktim jsem ve své bakalaiské praci oznacil chybné
tento lokus za polymorfni. Lokus Patbell pii opakovaném retestovani na 10 jedincich byl
monomortni. Oproti tomu lokus Pc A115 vykazoval u Sestého jedince variabilitu, ale po
opakovaném testovani jsem uréil, ze se velmi pravdépodobné nejedna o mikrosatelitni
polymorfismus. Z tohoto divodu byl lokus Pc A115 vytazen z dalsi analyzy. Ve své
bakalarské praci jsem pti genotypizaci 6 jedincii nalezl nejvice alel u lokusu Omn8, a to 6.
Ve své diplomové praci jsem u tohoto lokusu popsal 7 alel. Za nejpolymorfné;si
mikrosatelit jsem ve své diplomové praci oznacil lokus Patbel2, u kterého jsem popsal 12
alel (stejné jako u CAM-05). U tohoto lokusu jsem ve své bakalaiské praci nalezl 4 alely.
Tento velky rozdil v po¢tu alel byl zptisoben tim, Ze jsem ve Své bakalaiské praci u tohoto
lokusu podcenil dobu elektroforetické separace PCR produktu, kterou jsem v diplomové
préci navysil z 90 na 240 minut. Z tohoto diivodu jsem ve své bakalaiské praci nékteré

alely oznacil chybné za shodné.

Tabulka ¢&. 8: Informace o vzorcich ¢apa simbila (C. abdimii) testovanych v pracich Kosatova
(2020), Kopecky (2022) a tato prace.

i Cislo jedince
Vzorek Eviden¢ni Pohlavi i
Tato KoSatova Kopecky

¢islo
prace  (2020) (2022)

CA-2 423010 M 1 1

CA-3 423001 M 2 2 1
CA-4 423015 M 3 3

CA-5 423012 F 4 4 2
CA-6 423009 F 5 5 3
CA-7 423014 M 6 6 4
CA-8 423005 M 7 5
CA-9 423013 F 8

CA-10 423011 M 9

CA-146 423025 F 10 6

Legenda: M - samec, F - samice

Déle byly dohromady analyzovany pomoci programu Genepop 4.7.5 genotypy 10
nepiibuznych jedinci ¢apa simbila pro celkem 93 polymorfnich mikrosatelitd. 47 z téchto
lokust bylo popsano v této diplomové préci a dalSich 46 lokust charakterizovala ve své
diplomové praci Fiserova (2014), kdy tyto lokusy testovala na stejnych jedincich jako ja
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(stejné ¢islovani). Cilem bylo zjistit, zda se mezi jednotlivymi dvojicemi téchto lokust
vyskytuje vazba. Program nalezl vazbu pouze u lokust Wsu17 a Wsul8. Tuto vazbu jiz
autorka popsala ve své praci a zjistila, Ze se jedna o stejny lokus, u kterého jsou jen
rozdiln¢€ navrhnuté pary primert. Autorka doporucuje prednostné z této dvojice vyuzivat

lokus Wsul17 z divodu, Ze lokus Wsp18 obsahoval nulové alely.

Srovnani vysledku této diplomové prace s pavodnimi publikacemi

V ramci 47 polymorfnich mikrosateliti bylo 41 z nich ptuvodné popsano u 21
druhti ze 7 ¥adu v celkem 24 publikacich, které jsou uvedeny pro kazdy lokus v kapitole
¢. 4 Material a metody. U téchto 41 polymorfnich mikrosateliti jsem porovnal teploty
annealingu (Ta) a pocty alel (Na) mezi moji diplomovou praci a publikacemi, ve kterych
byly tyto lokusy izolovany u zdrojovych druhii - viz Tabulka ¢. 9. V porovnani
s publikacemi byla Ta v mé préci vyssi u 10 lokusti 0 1-3 °C,u 10 lokusti 0 46 °Cau 12
lokust o vice nez 6 °C. Oproti tomu byla Ta nizsi u 3 lokust o 1-3 °C, u 3 lokusi o0 4—
6 °C a u lokusu Paequ8 (Techow et O’Ryan, 2004) az o 14 °C. U lokust Patbel2
(Quillfeldt et al., 2012) a Pf36 (Riordan et al., 2012) autofi neuvadéji Ta. V ramci
porovnani poctu alel u lokusti mezi mou praci (10 ¢apu simbila) a puvodnimi publikacemi
jsem u 2 lokust detekoval vice alel. Jednalo se o lokusy Ee20, kde jsem detekoval 5 alel
a Dai et al. (2013) popsali 2 alely u 6 jedinct volavky zlutozobé, a Man27, kde jsem
detekoval 3 alely a Boessenkool et al. (2008) popsali 2 alely u 43 jedinct tucnaka
Zlutookého. U dalsich 4 lokust jsem popsal stejné alel jako autofi v publikacich, jednalo
se 0 De3 (Burg, 1999), Ee43 (Dai et al., 2013), Ole10 (Bicknell et al., 2011) a Ptero09
(Welch et Fleischer, 2011). U zbylych lokusi jsem ve své praci popsal méné alel nez
Vv puvodnich publikacich. To bylo zptisobeno pfedevsim mensim poctem testovanych

jedinct v me praci oproti publikacim, ve kterych byly ptvodné lokusy izolovany.
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Tabulka ¢. 9: Porovnani vysledki testovani 41 polymorfnich mikrosatelitnich lokusta u 10

neptibuznych jedincti ¢apa simbila (tato prace) s publikacemi, v nichz byly tyto lokusy izolovany

u zdrojovych druhd. V tabulce je uveden nazev lokusu, zdrojovy druh, pocet testovanych jedinct

(n), teplota annealingu (Ta), pocet alel (Na), literarni zdroj a délka elektroforetické separace (ts).

Cap simbil,
10 jedinci
Lokus Zdrojovy n Ta  Na Literarni zdroj (tato préce)
druh [°C] Ta ts Na
[°C] [min]
11H7 Albatros 60 58 10 Dubois et al., 56 150 2
st€éhovavy 2005
B102 Potapka 16 55 4  Humple,2009 | 58 210 = 2
zapadni
Bb21 Buinak 91 60 3 Andris et al., 66 180 2
Bulwertv 2010
Calex-01 Kulik 42 62 10 Kupperetal, 150 = 2
moisky 2007
Ccl0 ., 213 60 7 . | 61 90 2
Cod2 Eﬁi 213 60 7 T””e;"sl”;t ler 25 6
Cc72 213 60 6 67 150 3
Albatros 50 50 3
De3 stéhovavy 90 54 3 Burg, 1999 90
50 4
Ech007 28 60 18 180 2
Ech011 Tuénak 27 60 8 Ahmed et al., 66 90 3
Ech030 zlutorohy 28 60 11 2009 180 2
Ech036 28 60 16 150 5
Eel8 Volavka 6 58 7 59 90 5
Ee20 ) , 6 56 2 Daietal,2013 | 58 250
Ee43 Zlutozobd g6y g 150 .
Ems « 60 8 Grosseret  |'gg9 | o9 = 3
Tucénak Waters, 2015
Emms nejmensi 26 56 3 Billing et al., 61 150 2
2007
G215 Potapka 15 60 5  Humple, 2009 90 | 2
zapadni
Man27 Tucnak 43 48 5 Boessenkool et 90
zlutooky al., 2008
Olel0 Buinadcek 24 60 3 Bicknell et al., 61 180
Ole21 dlouhok#idly 24 60 21 2011 64 120 2
Omn2 Buinacek 125 58 ! Bried et al., 60 180 2
Omn8 Monteiriv 125 58 10 2012 59 90 7
Omn25 125 58 5 61 180 3

43



Tabulka ¢&. 9: Pokrac¢ovani.

Cap simbil,
10 jedinci
Lokus Zdrojovy n Ta  Na Literarni zdroj (tato préce)
druh [°C] Ta ts Na
[°C] [min]
Pacbel_07265 74 56 15 59 90 2
Pacbel 16989 Buinak 75 56 10  Moodley et al., 90 2
Pacbel_17944 utlozoby 75 56 12 2015 90 | 2
Pacbel_19907 74 56 8 59 90 2
Paequ8 Buffidk 47 g3 3 Techowet 180 | 2
bélobrady O’Ryan, 2004
Patbel2 ,Bufﬁék’ 68 * 16 Quillfeldt et al., 66 240 12
Utlozoby 2012
Pc B109 Buiiak 79 57 5 Hardesty et al., 120 2
Pc D103 svétlenohy 84 59 6 2013 90 3
Pf36 Kornlworar,l 42 * 8 Riordan et al., 51 90 6
tasmansky 2012
Ptero02 Buinak 12 53 5 Welch et 150 4
Ptero09 havajsky 12 53 7  Fleischer, 2011 150 [N
Puff G2C Bufidk gy 59 7 Gonaalezetal, g5 gy [
balearsky 2009
Pygantarc29 Tuchdk 23 65 3 Kangetal, {Rgat g5p g
uzdickovy 2015
RBG18M Racek 15 53 5 Welch et 0 2
novozélandsky Fleischer, 2011
Sh2Cal12 24 g0 § Ochlosseretal, | g g5 5
Tucnak 2003
Sh2Cas8 Humboldttv 316 63 4 Schlosser et al., 66 90 3
2009
STAL18 Albatros 36 60 7 Hernandez et 63 150 3
bélohtbety al., 2014

Legenda: teplota annealingu byla u lokusu v mé praci oproti publikacim: vyssi o 1-3 °C - svétle
zelena, vys$i o0 46 °C - zelend, vyssi o vice nez 6 °C - tmavé zelend, nizsi o 1-3 °C - svétle
¢ervena, nizsi 0 46 °C - ervena, nizsi o vice nez 6 °C - tmave Cervena; * - autofi pro tento lokus
neuvadéji tuto informaci; pocet alel byl u lokusu v mé praci oproti publikaci: nizsi - oranzova,

stejny - hnéda, vyssi - modra; Zluta barva - u lokusu nelze porovnat tento parametr

Zbylych 6 polymorfnich lokust popsanych v této praci byly EST a konzervované
pta¢i mikrosatelity, které popsali ve dvou publikacich Dawson et al. (2010, 2013) na 4—
12 jedincich zebiicky pestré (T. guttata) a 4 jedincich kura bankivského (G. gallus). Tito

autofi méli za cil popsat takové mikrosatelity, které budou pfenositelné v ramci vétsiho
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spektra druht ptakd. To Ize dosahnout tim, Ze mikrosatelit bude lezet v oblasti genu, kde
jsou tyto sekvence konzervativnéjsi, neboli kdy je tato sekvence podobnd pro mnoho
druhti. Konzervativnost mikrosatelitd v kédujicich oblastech genomu u ptakia potvrdili
ive své studii Feng et al. (2023). Z tohoto divodu jsem ovéfil umisténi vSech
6 mikrosateliti v genomu ptakt pomoci programu BLASTN 2.15.0 (Zhang et al., 2000),
kdy vsechny tyto lokusy lezely v oblastech gent a jejich produkty podle anotaci
v GenBank souvisi s pfenosem buné¢nych signald nebo regulaci transkripce. Déle jsem
u téchto lokusut srovnal teploty annealingu (Ta) a pocty alel (Na) mezi mou diplomovou
praci a obéma publikacemi Dawson et al. (2010, 2013) - viz Tabulka ¢. 10. Pouze
u lokusu CAM-05 byla v mé préci Ta niz8i neZ v uvedené publikaci. U zbylych lokust
byla v mé praci Ta vyssi o 5-11 °C nez v obou publikacich. V ramci poétu alel jsem
u lokustt CAM-05, TG01-148 a TG11-011 detekoval vice alel. To bylo zptsobeno niz§im

poctem testovanych jedinct v ptivodnich publikacich.

Tabulka ¢. 10: Porovnani vysledki testovani 6 EST a konzervovanych ptacich polymorfnich
mikrosatelitnich lokust u 10 nepfibuznych jedincti ¢apa simbila (tato prace) s publikacemi,
Vv nichz byly tyto lokusy popsany. V tabulce je uveden nazev lokusu, teplota annealingu (Ta),

pocet alel (Na), pocet testovanych jedinc na dany lokus (P) a délka elektroforetické separace

(ts).

Dawson et al. (2010,  Zeb¥itka Kur Cap simbil,
2013) pestra bankivsky 10 jedincu (tato prace)

Lokus Ta[°C] Na (P) Na (P) Ta[°C] ts [min] Na
CAM-05 56 6 (7) 2 (4) 51 180 12
CAM-11 56 6 (12) M (4) 67 90 4
CAM-24 56 6 (12) M (4) 62 90 2
TG01-077 58 3(4) 2 (4) 66 90 3
TGO01-148 56 2 (4) M (4) 61 180 3
TG11-011 52 2(4) M (4) 60 150 3

Legenda: M - monomorfni lokus

Testované mikrosatelity u ¢apa simbila

Hledanim a analyzou cross-species polymorfnich mikrosatelitii u ¢apa simbila se
zabyvalo v rdmci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci celkem 6 praci (Nevimova,
2012; Novosadova, 2012; FiSerova, 2014, KoSatova, 2020; Kopecky, 2022 a tato
diplomové prace). Celkem u tohoto druhu bylo testovdno 836 cross-species
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mikrosatelitnich lokust, které byly pivodné popsény u druht z celkem 12 tadd. Toto
hodnoceni respektuje souc¢asnou systematika ptaka podle Gill et Donsker (2024), zatimco
Nevimova (2012), Novosadova (2012) a FiSerova (2014) pouzivaly staré pojeti ptac¢iho
systému, ktery v této diplomové préci byl pfeveden na aktualni. Jednalo se o fady: ¢api
(Ciconiiformes), dlouhoktidli  (Charadriiformes), faetoni (Phaethontiformes),
Pelecaniformes, pévci (Passeriformes), plamenaci (Phoenicopteriformes), potapky
(Podicipediformes), potaplice (Gaviiformes), Suliformes, trubkonosi (Procellariiformes),
tuc¢naci (Sphenisciformes) a vrubozobi (Anseriformes). N¢které lokusy byly také EST
a konzervované ptac¢i mikrosatelity. Testovanim téchto 836 lokusi bylo nalezeno celkem
99 polymorfnich mikrosatelitti, tedy uspésnost nalezeni polymorfniho lokusu byla 11,84
%. Déle 92 z téchto lokusi pln¢ charakterizovala na 10 neptibuznych jedincich ¢apa
simbila FiSerova (2014) atato prace. U 7 zbylych lokusli se nepodatily vyhodnotit
genotypy pro tyto jedince. Jedna se o lokusy Cc04, PM2-68, PrD3 a WS6 (Fiserova,
2014) a o lokusy Em23, Ole19 a TG04-061 z této prace. Rozdéleni vSech testovanych
a polymorfnich lokust u ¢apa simbila podle tadd, z nichz byly plivodné izolovany, je
uvedeno v Tabulce ¢. 11. Procentualni zastoupeni 99 polymorfnich lokusti u ¢apa simbila

rovnéz podle zdrojového fadu je zndzornéno na Obrazku €. 8.

Tabulka ¢. 11: Rozdéleni vSech 836 testovanych cross-species mikrosatelitnich lokust u ¢apa
simbila podle zdrojového fadu. V tabulce je uveden zdroj lokust, pocet testovanych (Ni)

a polymorfnich (Np) lokust

Zdroj lokust (Fad) NL Np Zdroj lokusit (ad) N Np

konzervované a EST ptac¢i MS 60 7 potapky 18
capi 46 16 potaplice 7 0
dlouhokiidli 7 3 Suliformes 131 12
faetoni 11 1 trubkonosi 207 21
Pelecaniformes 175 16 tuénaci 113 11
pévci 1 0 vrubozobi 13 0

plamenaéci 47 10
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Obrazek €. 8: Procentualni zastoupeni 99 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u ¢apa simbila,

vzhledem k jejich zdrojovému tadu.

Uspé&nost hledani polymorfnich mikrosatelitii u ¢apa bilého, ¢erného a simbila

V rédmci praci, které byly vedeny pod Laboratoti popula¢ni genetiky Katedry
bunééné biologie a genetiky PtF UPOL, byly porovnany uspésnosti hledani polymorfnich
mikrosatelitii u ¢apa bilého, ¢erného a simbila. U ¢apa bilého se jednalo o prace:
Obrucova (2009), Burianova (2011), Fiserova (2014), Gajdosikova (2020), Kriavkova
(2023) a Mackova (2023) a u ¢apa ¢erného o prace: Navratilova (2009), Cahlikova (2011)
a Musilova (2022, osobni sdéleni). Prace, které hledaly polymorfni lokusy u ¢apa simbila,
byly jiz uvedeny v této préci. Toto srovnani jsem udélal po jednotlivych zdrojovych
fadech, ze kterych bylo testovano alespon 20 mikrosatelitnich lokust. Jednalo se o fady:
¢api, Pelecaniformes, plamenaci, Suliformes, trubkonosi a tu¢naci. K témto fadim byla
také pridana skupina konzervovanych a EST ptacich mikrosatelitd. Vysledky testovani
mikrosateliti pro vSechny 3 druhy €api v ramci téchto 7 zdrojovych skupin jsou
v Tabulce ¢. 12. Z téchto 7 zdrojovych skupin bylo testovano u ¢apa bilého 736
mikrosatelitnich lokusti, kdy 72 bylo polymorfnich neboli UspéSnost hledani
polymorfniho lokusu byla 9,78 %. U ¢4pa cerné¢ho nebyly testovany mikrosatelity od fadu
tuénaci a konzervované a EST pta¢i mikrosatelity. Z tohoto divodu jsou pro tento druh
porovnany pouze mikrosatelity z 5 zdrojovych tadi. U capa ¢erného bylo 42 z 574

mikrosatelitii polymorfnich neboli uspéSnost nalezeni polymorfniho lokusu byla 7,31 %.
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U c¢éapa simbila byly testovany mikrosatelity za vSech 7 zdrojovych skupin, kdy 93 ze 779
lokusti bylo polymorfnich neboli uspésnost hledani polymorfniho lokusu byla 11,93 %.

Tabulka ¢ 12: Vysledky testovani mikrosateliti u ¢apa bilého, ¢erného a simbila v rdmci

7 zdrojovych skupin.

. L Pocet testovanych / polymorfnich lokustu
Zdroj mikrosateliti (Fad)

Cap bily Ciap ¢erny  Cap simbil

konzervované a EST ptaci MS 60/8 * 60/7
capi 35/19 46 /8 46/ 16
Pelecaniformes 152712 152/11 175/16
plamenaci 4713 4714 47110
Suliformes 122 /6 122 /5 131/12
trubkonosi 207 /17 207 /14 207 /21
tucnaci 113/7 * 113/11

Legenda: * - tyto mikrosatelity dosud nebyly testovany u ¢apa ¢erného

Uspésnost nalezeni polymorfniho lokusu u viech 3 druh@ &apt v ramci 7
zdrojovych skupin byla nejvy$si u mikrosateliti od druhti z tfadu c¢api. U téchto
mikrosatelitli byla tato GspéSnost nejvyssi u ¢apa bilého, a to 54,29 %. To bylo zplisobeno
pfevazné tim, ze 13 z 36 testovanych lokust bylo ptivodné izolovano pro tento druh.
U 5 ze 7 zdrojovych skupin byla nejvyssi spéSnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu
U ¢apa simbila. Za povSimnuti stoji vice nez dvojnasobna Sance nalezeni polymorfniho
lokusu u ¢apa simbila pro mikrosatelity od fadu plamenaci oproti zbylym dvéma ¢aptim.
Shrnuti uspéSnosti pro nalezeni polymorfniho lokusu u vSech 3 druht ¢4pt v ramci 7

zdrojovych skupin je na Obrazku €. 9.
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Obrizek & 9: Uspésnost nalezeni polymorfnich mikrosateliti u ¢apa bilého, erného a simbila

v ramci 7 zdrojovych skupin, u nichz byly tyto lokusy piivodné popsany.
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Polymorfni mikrosatelity od z ¥ada trubkonosi a tuciiaci a konzervované ptaci

mikrosatelity u ¢apa bilého, ¢erného a simbila

V ramci Laboratote populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky PfF
UPOL bylo alespon u dvou ze tii druhi z rodu Ciconia (¢ap bily, ¢erny a simbil) celkem
otestovano 380 mikrosatelitnich lokust, kdy 207 z nich bylo pivodné popsano u zastupct
z fadu trubkonosi, dal$ich 113 lokusu od zastupct z fadu tuénaci a zbylych 60 lokustu
byly konzervované a EST ptac¢i mikrosatelity. U ¢apa bilého bylo nejdiive otestovano
vSech 380 mikrosatelitti na 6 neptibuznych jedincich (Gajdosikova, 2020; Krmavkova,
2021) a poté 32 vybranych polymorfnich lokusa bylo charakterizovano na 23
nepiibuznych jedincich (Kriiavkova, 2023; Mackové, 2023). U ¢apa ¢erného bylo pouze
otestovano 207 mikrosatelitd od zastupct z fadu trubkonosi na 6 nepiibuznych jedinci
(Musilova, 2022) a nasledné 14 vybranych polymorfni lokust bylo charakterizovano na
24 nepiibuznych jedincich (Musilova, osobni sdéleni). U ¢apa simbila bylo stejné jako
u ¢apa bilého otestovano 380 mikrosatelitii na 6 neptibuznych jedincich (Kosatova, 2020;
Kopecky, 2022) a poté 36 vybranych polymorfni lokusa bylo charakterizovano na 10

nepiibuznych jedincich (tato prace).

Pii srovnani charakterizovanych polymorfnich mikrosatelitti od zastupct z fadu
trubkonosi mezi ¢apem simbilem a zbylymi dvéma druhy, mél tento druh nejvice
spole&nych polymorfnich lokusti s apem bilym (5 lokust). Cap simbil s ¢apem Gernym
mél o jeden spoleény polymorfni lokus méng. Cap bily a ¢erny mél spolené pouze
polymorfni lokus Paequl0. Vsechny tii druhy mély polymorfni lokus Omn8. Porovnani
charakterizovanych polymorfnich mikrosatelith od zastupct z fadu tuciaci
a konzervovanych a EST ptac¢ich mikrosatelitd nelze provést pro vSechny 3 druhy,
z dtivodu netestovani téchto lokusti u &apa &erného. Cép bily a simbil v ramci téchto
mikrosatelitt méli spoleéné polymorfnich 7 lokust. Srovnani charakterizovanych
polymorfnich mikrosateliti pochézejicich od 3 zdrojovych skupin u ¢apa bilého, cerného
a simbila je na Obrazku ¢. 10. V Ptiloze ¢. 2. jsou uvedeny vSechny mikrosatelity od
zastupct z fadu trubkonosi a tucnaci a konzervované ptaci mikrosatelity, kdy tyto lokusy

byly polymorfni alespon u jednoho ze tii ¢apu.
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Obrazek ¢ 10: Charakterizované polymorfni mikrosatelity pochazejici od druhti z fada
trubkonosi a tu¢naci a konzervované pta¢i mikrosatelity, kdy tyto lokusy byly polymorfni u ¢apa
bilého (Krnavkova, 2023; Mackova, 2023), ¢erného (Musilova, osobni sdéleni) a simbila (tato
préace). Cisla udavaji pocet mikrosatelitnich lokust od zastupcti z fadu trubkonost, kdy tyto lokusy
byly polymorfni u jednoho, dvou nebo tii druhti &apa soucasné. Cisla v zavorce udavaji pocet
mikrosateliti od zastupct z fadu tuc¢iaci a konzervovanych pta¢ich mikrosatelitt, kdy tyto lokusy

byly polymorfni u ¢apa bilého nebo simbila, anebo u obou druhi soucasne.

Srovnani polymorfnich mikrosateliti z Fadi dlouhokridli, trubkonosi a tu¢iaci
a konzervovanych ptacich mikrosatelitii u ¢apa simbila s dalS§imi testovanymi druhy

z kladu Aequorlitornithes

V ramci Laboratote populacni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky PiF
UPOL byly polymorfni mikrosatelity od zastupcti z tadt dlouhokiidli, trubkonosi
atucnaci a konzervované pta¢i mikrosatelity, které byly charakterizované v této préci,
také testovany v mnoha pracich u dalsich 10 druhi vodnich ptakd. Kromé ¢apa bilého
(Krnavkova, 2023; Mackova 2023) a ¢erného (Musilova, osobni sdéleni), se téZ jedna
o nesyta indomalajského (Pechovd, 2014; Nedvédova, 2015), pelikana afrického
(Kopeéna, 2020), bileho (Adamkovd, 2021; Kremlova, 2021), kadefavého (VereSova,
2020; Daiikova, sdéleni vedouciho préace) a skvrnozobého (Suldkova, 2017; Mackova,
2021), plamenaka karibského (Strejékova, 2018; Sulakova, 2019) a rizového (VereSova,
2020; Zlochova, 2019) a o0 potapku rohace (Janusova, 2017).
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Pfi porovnani polymorfnich mikrosatelitli u ¢apa simbila s ostatnimi 10 druhy
byly lokusy CAM-24 a Omn8 monomorfni pouze u jednoho ze zminénych druht. Naopak
lokusy Ech036, Em5, Olel0, Pygantarc29, RBG18M, Sh2Ca58 a TG01-077 byly
polymorfni pouze u ¢apa simbila. Dale jsem provedl srovnani 8 polymorfnich lokust,
u kterych jsem detekoval u ¢apa simbila alespon 4 alely, se zbylymi 10 druhy ptaku - viz
Tabulka ¢. 13. V praméru u 6 z 10 druhu byly tyto lokusy monomorfni. Nejvice
spolecnych polymorfnich lokusti s ¢apem simbila mél nesyt indomalajsky (6) a cap
bily (5). Naopak nejméné soucasné polymorfnich lokusi s ¢apem simbila m¢l ¢ap Cerny
(1) a pelikan kadetavy (zadny).

Tabulka €. 13: Srovnani mikrosatelitd z fada dlouhokiidli, trubkonosi a tuéiaci a konzervova-
nych ptac¢ich mikrosatelitt, které byly polymorfni u 10 nepfibuznych jedinct ¢apa simbila (tato
prace) a soucasné byly polymorfni u dalSich 10 druhu z kladu Aequorlitornithes. Jedna se o ¢apa
bilého (Krnavkova, 2023; Mackova 2023) a ¢erného (Musilova, osobni sdé¢leni), nesyta
indomalajského (Pechova, 2014; Nedvédova, 2015), pelikana afrického (Kopecna, 2020), bilého
(Adamkova, 2021; Kremlova, 2021), kadetavého (VereSova, 2020; Daikova, sdéleni vedouciho
prace) a skvrnozobého (Sulakova, 2017; Mackova, 2021), plametidka karibského (Strejékova,
2018; Suldkova, 2019) a rizového (Veresova, 2020; Zlochova, 2019) a o potipku rohace

(Janusova, 2017). Cislem je oznaden podet alel a &islem v zavorce poéet testovanych jedinci.

Mikrosatelitni Ci Ci Ci My Pe Pe Pe Pe Ph Ph Po

lokus ab ci ni le cr on ph ru ru ro cr
(100 (23 (29 (6 (4) @) ( (12 @0 (22 (13
CAM-05 12 2 - M M* M 5 M M M 5
CAM-11 2 - 5 M* 3 2 M 3 2 M
De3 M M 4 M M M M 4 3 M
Ech36 M - M M* M M M M M M
Omn8 6 3 4 M 7 4 4 7 8 9
Patbel2 12 M M 5 M 5 3 2 M M M
Ptero02 4 4 M 5 M M M M M M M
Ptero09 4 M 2 M 4 M M M M M

Legenda: Ciab - ¢ap simbil; Cici - ¢ap bily; Cini - ¢ap ¢erny; Myle - nesyt indomalajsky;
Pecr - pelikan kadefavy; Peon - pelikan bily; Peph - pelikan skrvrnozoby; Peru - pelikan africky;
Phru - plamenak karibsky; Phro - plamenak rizovy; Pocr - potapka rohaé; * - lokus byl testovan

na 6 neptibuznych jedincich; M - monomorfni lokus

V ramci budouciho hledani a analyzy polymorfnich mikrosateliti v Laboratofi
populacni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky PfF UPOL bych doporucil

otestovat u ¢apa bilého 11 mikrosatelitii, které jsou popsané pro tento druh v préaci
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Turjeman et al. (2016). Dale u ¢apa ¢erného chybi otestovat 113 mikrosatelit od
zastupct z fadu tucndci a 60 konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitli - téchto vSech 173
lokust bylo napiiklad testovano v praci Kosatova (2020) na ¢apu simbilovi nebo v praci
Gajdosikova (2020) na ¢apu bilém. Také u ¢apa bilého a cerného neni stale otestovano 7
mikrosatelitt od kormoréna tasmanského publikovanych Riordan et al. (2012)
a 23 lokust od volavky zlutozobé popsanych Dai et al. (2013), kdy vSech téchto 30
lokust jsem také nové testoval v této praci. Nakonec bych doporucil otestovat u ¢apa
bilého, ¢erného a simbila 5 mikrosateliti od marabua afrického, které popsal ve své praci

Ferrie et al. (2013), kde by mohla byt vysoka Sance nalezeni polymorfniho lokusu.
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7 Zavér

V ramci diplomové prace jsem analyzoval a charakterizoval 47 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusti na 10 nepfibuznych jedincich ¢apa simbila (Ciconia abdimii).
Tyto lokusy byly diive oznaceny jako polymorfni v préaci Kosatova (2020) a v mé
bakalarské praci (Kopecky, 2022), kde tyto lokusy byly testovany v obou pracich na
6 neptibuznych jedincich ¢apa simbila, a byly pivodné popsany u zastupct z fadu
trubkonosi a tu¢naci a také jako konzervované a EST ptaci mikrosatelity. Z analyzy jsem
vyftadil celkem 9 mikrosatelitl, protoze 6 bylo monomorfnich a u 3 se mi nepodafil urcit

pocet alel.

V této diplomové préci bylo také nové otestovano na 10 neptibuznych jedincich
¢apa simbila 68 part primert pro mikrosatelitni lokusy, které pochazely od ¢apa bilého,
potapky zapadni a od zastupct z fadi Pelecaniformes, plamenaci a Suliformes. Timto
testovanim jsem nalezl 9 novych polymorfnich mikrosateliti, kdy 3 lokusy pochéazely od
¢apa bilého (Ciconia ciconia), 1 od kormorana tasmanského (Phalacrocorax fuscescens),
2 od potapky zapadni (Aechmophorus occidentalis) a 3 od volavky Zlutozobé (Egretta

eulophotes).

Celkem jsem v této praci plné charakterizoval na 10 jedincich ¢apa simbila 47
polymorfnich mikrosatelitnich lokust, u kterych jsem nalezl 2 az 12 alel. Genotypy 10
jedinct pro tyto mikrosatelity jsem dale analyzoval pomoci programt Cervus 3.0.7
a Genepop 4.7.5 k ziskani populacné-genetickych parametri pro tyto lokusy

a k otestovani vazby mezi nimi, kdy zadny z lokust nebyl ve vazbé.

V souCasnosti u ¢apa simbila je popsdno 99 nezavislych cross-species
polymorfnich mikrosatelitnich markeri, kdy 92 z nich je pln¢ charakterizovano na 10
nepiibuznych jedincich ¢apa simbila. Pro dalSi nalezeni polymorfnich mikrosateliti
u tohoto druhu bych doporucoval otestovat 5 mikrosatelitnich lokust popsanych Ferrie et
al. (2013) na marabu africkém, kde by mohla byt vysoka Sance nalezeni polymorfniho

lokusu.
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9 Prilohy

Priloha ¢&. 1: Charakteristika 47 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u 10 neptibuznych jedinct ¢apa bilého. Vystup z programu Cervus 3.0.7.

Lokus Na Hobs Hexp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI HW Frun
11H7 2 0.200 0.189 0.164 0.984 0.918 0.856 0.689 0.832 ND -0.0462
B102 2 0.200 0.189 0.164 0.984 0.918 0.856 0.689 0.832 ND -0.0462
Bb21 2 0.100 0.100 0.090 0.995 0.955 0.916 0.824 0.908 ND -0.0164
Calex-01 2 0.300 0.395 0.305 0.930 0.848 0.761 0.461 0.678 ND 0.1111
CAM-05 12 1.000 0.953 0.897 0.325 0.193 0.060 0.017 0.302 ND -0.0505
CAM-11 4 0.500 0.658 0.578 0.785 0.616 0.436 0.188 0.484 NS 0.1300
CAM-24 2 0.200 0.442 0.332 0.912 0.834 0.745 0.425 0.646 ND 0.3548
Ccl0 2 0.100 0.395 0.305 0.930 0.848 0.761 0.461 0.678 ND 0.5785
Cc42 6 0.800 0.832 0.759 0.589 0.410 0.228 0.075 0.374 ND -0.0019
Cc72 3 0.300 0.637 0.527 0.817 0.682 0.535 0.234 0.506 NS 0.3668
De3 4 0.600 0.711 0.619 0.748 0.583 0.409 0.162 0.453 NS 0.0773
Ech007 2 0.200 0.189 0.164 0.984 0.918 0.856 0.689 0.832 ND -0.0462
Ech011 3 0.600 0.568 0.466 0.854 0.727 0.588 0.285 0.551 NS -0.0250
Ech030 2 0.200 0.189 0.164 0.984 0.918 0.856 0.689 0.832 ND -0.0462
Ech036 5 0.600 0.511 0.460 0.869 0.705 0.525 0.290 0.580 ND -0.1527
Eel8 5 0.600 0.816 0.739 0.621 0.442 0.261 0.087 0.384 ND 0.1248
Ee20 5 0.600 0.774 0.694 0.673 0.495 0.310 0.111 0.410 NS 0.1022
Ee43 5 0.500 0.568 0.508 0.837 0.669 0.483 0.244 0.541 NS 0.0025
Em5 3 0.500 0.484 0.410 0.894 0.763 0.624 0.341 0.605 ND -0.0144
Emm8 2 0.500 0.479 0.351 0.896 0.824 0.733 0.401 0.623 NS -0.0471
G215 2 0.400 0.337 0.269 0.949 0.866 0.783 0.514 0.718 ND -0.1097
Man27 3 0.500 0.616 0.495 0.829 0.710 0.571 0.262 0.523 NS 0.0830
Ole10 3 0.300 0.358 0.314 0.942 0.823 0.701 0.461 0.695 ND 0.1335
Ole21 2 0.200 0.442 0.332 0.912 0.834 0.745 0.425 0.646 ND 0.3548
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Priloha €. 1: Pokracovani.

Lokus Na Hobs Hexp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI HW Frun
Oomn2 2 0.500 0.395 0.305 0.930 0.848 0.761 0.461 0.678 ND -0.1423
Omn8 7 0.800 0.774 0.707 0.649 0.464 0.263 0.098 0.407 NS -0.0368
Omn25 3 0.600 0.637 0.527 0.817 0.682 0.535 0.234 0.506 NS 0.0172
Pacbel_07265 2 0.400 0.337 0.269 0.949 0.866 0.783 0.514 0.718 ND -0.1097
Pacbel_16989 2 0.400 0.505 0.365 0.885 0.818 0.725 0.386 0.606 NS 0.0909
Pacbel_17944 2 0.200 0.189 0.164 0.984 0.918 0.856 0.689 0.832 ND -0.0462
Pacbel_19907 2 0.600 0.526 0.375 0.875 0.813 0.719 0.375 0.594 NS -0.0909
Paequ8 2 0.500 0.395 0.305 0.930 0.848 0.761 0.461 0.678 ND -0.1423
Patbel2 12 1.000 0.921 0.864 0.395 0.245 0.088 0.027 0.319 ND -0.0718
PcB109 2 0.200 0.337 0.269 0.949 0.866 0.783 0.514 0.718 ND 0.2308
PcD103 3 0.500 0.416 0.347 0.922 0.808 0.690 0.414 0.656 ND -0.1349
Pf36 6 0.500 0.684 0.620 0.744 0.559 0.355 0.153 0.463 NS 0.1487
Ptero02 4 0.900 0.721 0.627 0.740 0.576 0.404 0.157 0.447 NS -0.1516
Ptero09 7 0.700 0.679 0.612 0.747 0.566 0.363 0.159 0.467 NS -0.0332
PuffG2C 2 0.100 0.268 0.222 0.967 0.889 0.814 0.588 0.769 ND 0.4348
Pygantarc29 2 0.500 0.395 0.305 0.930 0.848 0.761 0.461 0.678 ND -0.1423
RBG18M 2 0.100 0.100 0.090 0.995 0.955 0.916 0.824 0.908 ND -0.0164
Sh2Cal2 2 0.400 0.337 0.269 0.949 0.866 0.783 0.514 0.718 ND -0.1097
Sh2Ca58 3 0.300 0.426 0.368 0.918 0.789 0.655 0.391 0.645 ND 0.1335
STALI18 3 0.400 0.637 0.527 0.817 0.682 0.535 0.234 0.506 NS 0.1875
TGO01-077 3 0.600 0.695 0.586 0.782 0.635 0.486 0.189 0.467 NS 0.0496
TGO01-148 3 0.500 0.426 0.368 0.918 0.789 0.655 0.391 0.645 ND -0.1312
TG11-011 3 0.300 0.468 0.381 0.901 0.789 0.668 0.372 0.621 ND 0.2339
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Legenda:

Na pocet nalezenych alel na lokusu
Hobs pozorovana heterozygotnost
Hexp ocekavana heterozygotnost
PIC polymorfni informac¢ni obsah
NE-1P pravdépodobnost chybného pfifazeni prvniho rodice k mladéti v ptipad€, Ze neni znam ani jeden z rodict
NE-2P pravdépodobnost chybného pfitazeni druhého rodice k mladéti v pripade, ze je znam prvni z rodict
NE-PP pravdépodobnost chybného piitazeni rodicovského paru k mladéti
NE-I pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokust u dvou ndhodné vybranych neptibuznych jedincii
NE-SI pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokust u dvou pfibuznych mlad’at
HW soulad/odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy

NS lokus je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

ND lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
Faull frekvence vyskytu nulovych alel
Number of individuals: 10
Number of loci: 47
Mean number of alleles per locus: 3.447
Mean proportion of loci typed: 1.0000
Mean expected heterozygosity: 0.4915
Mean polymorphic information content (PIC) 0.4165
Combined non-exclusion probability (first parent): 1,8465-10*
Combined non-exclusion probability (second parent): 8,0000-10®
Combined non-exclusion probability (parent pair): 8,4580-10
Combined non-exclusion probability (identity): 1,6540-10%
Combined non-exclusion probability (sib identity): 1,1700-10*
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Piiloha €. 2: Mikrosateltini lokusy od zastupct z fadu trubkonosi a tuéiaci a od konzervovanych ptacich mikrosatelitt, které byly polymorfni alespoii u jednoho
ze tif druht z rodu Ciconia. Jedna se o ¢apa bilého (n=23) (Mackova, 2023; Kriavkova, 2023), éerného (n=24) (Musilova, osobni sdéleni) a simbila (n=10)

(tato préce).

Lokus Cap Cap Cap Lokus Cap Cap Cap Lokus Cap Cap Lokus Cap Cap
bily ¢erny  simbil bily ¢erny  simbil bily  simbil bily  simbil
11H7 M 6 2 Pacbel 07265 5 M 2 CAM-05 2 12 TGO01-148 M 3
10C5 M 5 M Pacbel 16989 M 2 2 CAM-11 2 4 TG03-002 2 M
11F3 M 2 M Pacbel_17944 M M 2 CAM-15 2 M TG04-061 M NA
Bb21 M M 2 Pacbel 19907 M 2 2 CAM-24 2 2 TG08-024 2 M
Bb22 2 M M Paequ8 M M 2 Ech007 M 2 TG11-011 M 3
Bb23 2 M M Paequl0 2 2 M Ech011 M 3 TG13-017 2 M
Cd3 M 2 M Parm02 3 M M Ech030 4 2
D6 M 2 M Parm03 M 2 M Ech036 M 5

Dc21 M 2 M Parm05 2 M M Em5 M 3
De3 M M 4 Patbel2 M M 12 Em8 3 M
De7 2 M M Pc A107 2 M M Eml14 2 M

Oc28B 2 M M Pc B109 M M 2 Em23 M NA

Olel0 M M 3 Pc D103 4 M 3 Emm8 2 2

Olel9 M M NA Ptero02 4 M 4 Man27 2 3

Ole21 M M 2 Ptero04 3 M M Pygantarcl16 2 M

Ole26 M 2 M Ptero09 4 M 7 Pygantarc29 M 2

Oomn2 M M 2 Puff G2C 4 M 2 Sh2Cal2 4 2

Omn8 6 3 7 Puff G2F 2 M M Sh2Ca58 M 3

Omn23 2 M M STALS M 8 M TGO01-077 M 3

Omn25 M 2 3 STAL18 M M 3 TGO01-124 2 M

Legenda: M - monomorfni lokus; ¢islo - pocet alel na lokus; NA - u lokusu se nepodafil uréit pocet alel; ¢ervena - lokus je polymorfni u vSech 3 druhi;

modra - lokus je polymorfni u ¢apa bilého a simbila; zelena - lokus je polymorfni u ¢apa bilého a ¢erného; Zluta - lokus je polymorfni u ¢apa ¢erného a simbila
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