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Abstrakt

Vyuziti kandidatnich gen( se stalo velmi rozsifenym pfistupem pfi studiu behaviordlnich adaptaci.
Funkce genu byva ¢asto zachovana i u velmi vzdalenych evolucnich linii. Diky tomu nam tento pfistup
umoznuje rozsifeni znalosti i o druzich, které nejsou vyuzZivany jako modelové a tedy u nich neni
zmapovan cely genom. Ve své prdci jsem se zabyvala vlivem selekce na kandidatni geny
behavioralnich adaptaci spojenych predevsim s biorytmy. Zajimalo mé porovnani genetické
variability mezi blizce pfibuznymi druhy pévci z tropické a temperatni zony. Tato prostiedi se lisi
predevsim ve stabilité podminek. Tropické druhy Ziji ve velmi stabilnich podminkdach s celkové nizkou
sezdnnosti, na rozdil od druh( temperatnich. Pravé kvili stfidani kratkych obdobi s pfiznivymi
podminkami a obdobimi nepfiznivymi, dochazi u temperatnich druhd k migraci a jeji nacasovani je
pro tyto druhy Zivotné dlleZité. Predpokladala jsem tedy sniZeni genetické variability u migrujicich
druhl temperatni zény, oproti druhlim tropickym, v disledku stabilizujici selekce. Studie je zaloZena
na analyzach mikrosatelitovych lokus( v oblasti exon(. Z dlivodu mozZného sniZeni genetické
variability z jinych pfi¢in je do studie zapojena i kontrolni analyza neutralnich mikrosatelitd, u kterych
nepredpokladame vliv selekce. U tropickych druhl jsem nalezla snizenou genetickou variabilitu
neutralnich mikrosatelitd. A mozna i z toho dlivodu, jsem nenalezla hledany vztah genetické
variability kandidatnich genl u temperatnich druh(. V druhé ¢asti prace jsem se zabyvala dvéma
poddruhy hyla rudého (Carpodacus erythrinus) a vztahem jeho genotypu a rdzny migracnich tras.
Predpokladala jsem genetickou diferenciaci v genech spojovanych s migra¢nim chovanim. Tento
predpoklad se nepotvrdil a v mé studii se ukazalo, Ze tyto dva poddruhy (C. e. erythrinus a C. e.

kubanensis) nejsou vyznamné geneticky diferencovani v kandidatnich genech.
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Abstract

The use of candidate genes has become a widespread approach in the study of behavioral
adaptations. Gene function is often maintained in very distant evolutionary lines. This approach
allows us to extend knowledge about non-model species. | studied the influence of selection on
candidate behavioral adaptation genes associated mainly with biorhythms. | was interested in
comparing genetic variability between closely related species of songbirds from tropical and
temperate zones. These environments differ mainly in the conditions stability. Tropical species live in
very stable conditions with generally low seasonality, unlike temperate species. Timing of events of
cirkanual cycle of temperate birds is essential because of the alternating of conditions of the
environment. | therefore assumed a reduction in genetic variability in migrating temperate zone
species compared to tropical species due to stabilizing selection. The study is based on analyzes of
microsatellite loci in the exon region. | involved analysis of neutral microsatellites as a control for
possible genetic variability reduction coming from different reasons than selection. Neutral
microsatellites are expected to not be influenced by selection. In tropical species | found reduced
genetic variability of neutral microsatellites. That might bet he reason | did not find the desired
relationship of genetic variability of candidate genes in temperate species. In the second part of the
thesis | dealt with two subspecies of the Red Bullfinch (Carpodacus erythrinus) and the relationship
of its genotype and different migration routes. | assumed genetic differentiation in genes associated
with migration behavior. This assumption has not been confirmed and my study has shown that
these two subspecies (C. e. Erythrinus and C. e. Kubanensis) are not significantly genetically

differentiated in candidate genes.
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Biologické rytmy

ces

Biologické rytmy nachazime témér u vsech Zijicich organisma (Dunlap, 1999). Dvéma zakladnimi
cykly, které rozliSujeme, jsou cykly cirkadidnni a cirkanualni. Cirkadidanni cyklus ma ptiblizné 24 hodin,
je to tedy cyklus denni. Termin ,cirkadianni“ zavedl American F. Halberg pfiblizné v poloviné
minulého stoleti. Zda se, Ze na zakladé zkusenosti s vnéjsi periodicitou, vznika periodicita vnitfni
(oznacuje se jako ,t“), vznikaji tedy jakési vnitini biologické hodiny, které predikuji denni zmény
prostfedi a umoZnuji organismim predvidavé reagovat na zmény ve svém okoli (C. Pittendrigh,
1993). Diky vnitini periodicité se u organism0 napriklad stfidaji doby klidu a aktivity (Shaw et al.,

2000) a Zivocichové tak mohou ziskat vyhodu pti rozmnoZovani, obrané nebo hledani potravy.

K synchronizaci s vnéjsim prostiedim slouzi ¢asova¢, ktery je ¢asto v literature oznacovan jako
,Zeitgeber”. V temperatni zéné, kde dochazi ke stfidani ro¢nich obdobi, mlze slouzZit jako Zeitgeber
délka dne, ktera se béhem roku vyrazné méni. U druh Zijicich v oblasti rovniku, kde nejsou rozdily
v délce dne béhem roku vyznamné, slouzi k synchronizaci nejspiSe ¢as vychodu a zdpadu slunce
(Goymann et al., 2012). DalsSim mozZnym vnéjsim faktorem, ktery mohou druhy na rovniku vyuZivat
k synchronizaci vnitfnich hodin je intenzita svétla, ktera se lisi v dobach sucha a destd (Gwinner &
Scheuerlein, 1998). Reakce na délku dne mUzZe probihat diky systému, ktery je citlivy na svétlo.
Reakce na svételny signal se lisi v riznych ¢astech dne. BEhem dne nedochdzi k Zadné reakci. Pfi
svételném signalu béhem casné faze noci dochazi k opozdéni rytmd, zatimco pokud se takovy signal
objevi k ranu, dochazi k predbihani cyklu. Tento systém slouZi k synchronizaci s ménicimi se vnéjsimi

podminkami (Panda at al., 2002).

Diky fungovani vnitfnich hodin a jejich synchronizaci mize u organism( vznikat i cyklus
cirkanudlni. Cirkanualni cyklus trva priblizné jeden rok a faktory, které ho kontroluji, mZzeme rozdélit
na proximatni a ultimatni. Ultimatnim faktorem ovliviiujicim ro¢ni cyklus ptak( je sezénnost
prostiedi. Proximatnim faktorem, kontrolujicim roc¢ni cykly nejen u ptakd, se zda byt endogenni
kontrolni systém. Jeho existence byla dokazana diky studiim na ptacich drzenych v zajeti, ktefi i
v pozménénych svételnych podminkach vykazovali ptirozeny rytmus (Newton, 2007). Tento
endogenni rytmus ovliviiuje morfologii, fyziologii i chovani daného jedince (Wikelski et al., 2008).

K hlavnim projevim cirkanualniho cyklu u ptakd patfi migrace, rozmnoZovani a pelichani, které jsou
navic spolu pevné ¢asové provazany. Tyto projevy jsou navic druhové specifické, byt mezi druhy ¢asto

dochazi k prekryvim.



V mé prdaci se zabyvam tropickymi a temperatnimi ptac¢imi druhy u kterych se cirkanualni
rytmus a Zivotni strategie velmi lisi. Tropické druhy Ziji v prostredi se stabilnéjSimi podminkami.
Potrava je dostupna, ale ne pfilis hojna po cely rok. Klimatické podminky jsou ¢asto stalé bez
vyraznych vykyv(. Diky stdlosti prostfedi mohou ptaci zUstdvat cely rok na jednom misté a nejsou
nuceni podnikat dlouhé cesty. Se stdlosti prostfedi souvisi i Zivotni strategie. Tropicti ptaci jsou
dlouhovéci, s pomalejsim Zivotnim tempem. Maji mensi snUsky a ¢asto hnizdi vicekrat do roka.

V temperatni oblasti se stfidaji pfiznivd obdobi hojnosti potravy s obdobim nedostatku a nepfiznivych
klimatickych podminek. Temperatni druhy béhem téchto kratkych pfiznivych obdobi hnizdi a zbytek

roku travi v oblastech s mirnéjsim podnebim. Kvili této Zivotni strategii jsou temperatni druhy spise

.....

Obdobi nadbytku potravy je vétSinou velice kratké a rozmnoZovani i migrace jsou energeticky
velice ndroc¢né. Z tohoto dlvodu je nacasovani migrace zasadni a zavisim na ném Uspésnost celého
hnizdéni. Proto je pfesné nacasovani cirkanualniho rytmu u temperatnich druhd ptakl Zivotné

dualeZité.

Kazdorocni cykly se mohou lisit i vnitrodruhové. Napftiklad u vlastovky obecné (Hirundo
rustica) bylo prokazano preperovani u jiznich populaci, tedy migrantt na kratkou vzdalenost nebo
rezidentnich jedinc(, od ¢ervna az do srpna po dokonceni hnizdéni. Naopak u severnich populaci,
které migruji na dlouhé vzdalenosti, dochazi k pfepefrovani az po pfiletu na zimovisté, tedy od zafi do
fijna. Rozdily v nacasovani pelichani miZeme najit i uvnitf jedné populace, naptiklad mezi pohlavimi.
Takova situace mlZe vzniknout naptiklad u druh(, kde se o mladata stard jen jeden rodic¢ nebo jeden

z rodicl opousti mladé drive (Newton, 2007).



Vnitfni cirkadianni systém

Vnitfni cirkadidnni systém je komplex spolupracujicich fotoreceptorl a oscilatord. Oscilatorem muze
byt bunika nebo néjaka tkan, kterd je schopna tvofit inhibicni zpétnovazebnou smycku, diky které
udava rytmus a je schopna tento rytmus prizpUsobit (urychlenim nebo opoZzdénim cyklu) zménam
podminek (Friesen & Block, 1984). Inhibi¢ni zpétna smycka je proces, kdy limitni mnozstvi néjakého
produktu v organismu inhibuje vlastni produkci. Fotoreceptory jsou buriky citlivé na svétlo, které
umoZiuji oscilatorim optimalizovat rytmus vnitfnich hodin s oscilacemi vnéjsiho prostredi. Hlavnimi
oscilatory jsou pinealni Zlaza (epifyza, Sisinka), suprachiasmatické jadro (SCN) a sitnice.
Suprachiasmatické jadro je parovy orgdn, nachazejici se v hypotalamu nad oblasti, kde dochazi ke
kfizeni o€nich nervl (optické chiasma) (Bell-pedersen et al., 2005). DuleZité fotoreceptory se nachazi
v oku, pinedlni Zlaze a v nékterych ¢astech mozku (McMillan et al., 1975; Cassone & Menaker, 1984;
Hirunagi, 1998;). Kromé mozku se oscilatory nachazeji asi také ve vSech organech a bunkach a jejich
systém je hierarchicky. Oscilatory v perifernich tkanich jsou fizeny pacemakerem (udava rytmus)
nachdzejicim se v suprachiazmatickém jadru (Honma, 2018). Pacemaker je schopen udavat rytmus,
ke kterému byl synchronizovan svételnym signalem, i kdyZ je organismus poté dlouhodobé vystaven

konstantni tmé (C. S. Pittendrigh, 1967).

Zatimco u savcl je hlavnim komponentem fidicim synchronizaci vnitfnich hodin
suprachiasmatické jadro (Buhr & Takahashi, 2013), u ptak( je hlavnim orgdnem zodpovédnym za
synchronizaci vnitfnich hodin pinealni Zlaza (Zimmerman & Menaker, 1979). Systém pacemakeru je u
ptakd mnohem komplexnéjsi nez u savcll diky ptac¢im extraokularnim fotoreceptortim. U savc( doslo
ke ztraté extraokuldrnich fotoreceptoru zfejmé kvili predkam, ktefi byli soumracni a intenzita svétla
pfi vychodu a zapadu slunce nebyla dostatecna pro tento typ fotoreceptori. U ptakd je
suprachasmatické jadro tvoreno dvéma castmi, vizualni a medialni ¢asti. Na obrazk( ¢. 1 mazeme
vidét znazornéni ptac¢iho mozku a dllezitych c¢asti fidicich cirkadianni rytmus (pinealni Zlaza, sitnice a
SCN — pro zjednoduseni jako jedna ¢ast). Tyto Casti jsou pacemakery, které spolupracuji a vytvareji
stabilni rytmus. Vyznam pinealni Zlazy a sitnice se lisi mezi druhy. U pévcd SCN aktivuje béhem dne a
inhibuje produkci melatoninu v pinealni Zlaze, takze k jeho produkci dochdzi pouze v noci. Melatonin
skrze specidlni receptory tlumi aktivitu v SCN a ovliviiuje i ostatni oscilatory v perifernich tkanich,
které jsou na melatonin citlivé. U savcl se organizace od ptaci lisi po¢tem komponent, které fidi
tento systém. U savcl slouZi jako pacemaker pouze SCN, které je fizeno signalem ze sitnice, ktery je
predavan do SCN retinohypotalamickym traktem. SCN pfimo fidi sekreci melatoninu. (Bell-pedersen

et al., 2005).
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Obr. 1: Srovndni organizace cirkadiannich hodin u ptdki a savcu. Na obrdzku vidime zjednoduseny
model mozku a ddleZitych cdsti, které se ucastni fizeni tohoto systému. sitnice = retina; pineal gland = pinedlIni
Zldza; light = svételny signdl; RHT = retinohypotalamicky trakt; neuronal and humoral outputs = neurdini a

chemicky signdl; night = noc. Obrdzek byl prevzat z prdce Bell-pedersen et al., (2005)

PFi studiu biologickych rytm( u volné Zijicich Zivocichi se ¢asto vyuZiva kandidatnich gend.
Kandidatni geny jsou takové geny, jejichZ funkce byla objevena u modelovych druh(, a diky tomu, Ze
funkce genu byva ¢asto zachovana i u evolu¢né vzdalenych linii, miZeme predpokladat totoznou ci

podobnou funkci u méné prozkoumanych druh( (Fitzpatrick et al., 2005).

Cirkadianni rytmy jsou fizeny celou fadou genu a jsou udrZzovany pomoci negativni
zpétnovazebné smycky (Obr. 2) (Reppert & Weaver, 2002). Mezi takové geny patfi napfiklad Clock,
Bmall a dalsi (napt.: Bell-pedersen et al., 2005; Gekakis et al., 2012). Clock geny ptakd jsou ortology
savcich clock gent (Bailey et al., 2003), tedy pochazeji od spole¢ného predka. V mé studii jsem se
vénovala ¢tyfem kandidatnim gendm, o kterych se predpoklada, Ze souviseji s biorytmy, CLOCK,
NPAS2, ADCYAP1 a CREB. Tyto geny byly vybrany, protoZze sekvence jejich exonl obsahuiji
mikrosatelitovy lokus. Mikrosatelit (=short tandem repeats — STRs; simple sequence repeats - SSRs) je
kratky usek repetitivni DNA sekvence, ve které se pravidelné opakuje motiv 1-6 parQ bazi (Toth et al.,
2000). Takovy Usek DNA je nachylny k ¢astym mutacim z dlvodu sklouzdvani DNA pfi replikaci
(Tachida & lizuka, 1992). Kvali vyskytu v protein kddujici ¢asti sledovanych gend se jednoduchym

prodluzovanim nebo zkracovanim sekvence muze vyrazné ovlivnit vysledny produkt (Li et al., 2004).

CLOCK gen koduje protein ze skupiny bHLH-PAS (basic helix-loop-helix s PAS doménou), ktery
funguje jako transkripcni faktor (Kewley et al., 2004). Spolu s proteinem BMAL1 tvofi heterodimer,
ktery je vysoce selektivni na CACGTG sekvence. Tyto heterodimery po navazani na e-box spousti

transkripci tfi period genl (mPerl-mPer3) a dvou genu pro kryprochromy (mCryl a mCry2). E-box (=
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enhancer box) je fidici sekvence DNA s vazebnym mistem pro aktiva¢ni protein. V mnoha tkanich
usnadniuje transkripci (Alberts et al., 1998). Vysledné mPer a mCry proteiny se po navraceni do jadra
chovaji jako negativni regulatory. Navazanim na Clock nebo BMAL1 inhibuiji transkripci (Gekakis et al.,
2012). Rytmicka exprese clock gen(, ktera je fizena svétlem, tak tvori komplexni regulacni kaskady

(Shigeyoshi et al., 1997; Thresher et al., 1998; Miyamoto & Sancar, 1999).

Activation § oo

Obr. 2: Schéma
zndzorriujici negativni zpétnou smycku Clock genu. Prevzato z

https://www.hindawi.com/journals/ppar/2009/412949.fig.001.jpg

Pokusy na CLOCK-deficientnich mysich odhalily, Ze pfitomnost CLOCK proteinu neni zdsadni pro
fungovani cirkadiannich rytm( v suprachiasmatickém jadru. Diky tomu byl odhalen vliv genu NPAS2.
Tento gen muZe zastoupit funkci CLOCK genu jak v suprachiasmatickém jadru, tak i v perifernich

tkanich (DeBruyne et al., 2007; Bertolucci et al., 2008;).

Dalsim kandidatnim genem zkoumanym v souvislosti s biologickymi rytmy je CREB. Tento gen
ma vliv na dlouhodobou pamét a schopnost ucit se (Carlezon Jr. et al., 2005). CREB hraje roli pfi
predavani informace o svételnych podminkach do CSN, ¢imZ napomadha nacasovani cirkadiannich
hodin a sladéni vnitfnich hodin s oscilaci svétla. Nevi se vsak, jakym presné zplsobem CREB ovliviiuje
cirkadianni rytmus (Lee et al., 2010). Fosforylace na Ser142 misté tohoto genu je spojovana

s posunem faze denniho cyklu na zakladé svételného impulzu béhem noci (Gau et al., 2002).

ADCYAP1 gen kdduje Adenylate Cyclase Activating Polypeptide (PACAP)
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ADCYAP1), ktery je lokalizovany v sitnici a ve

spojeni se svételnym signdlem napomaha synchronizovat cirkadianni rytmus (Nagy & Csernus, 2007).
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PACAP slouzi jako komunikace mezi retinohypotalamickym traktem (RHT) a SCN. Spravnou stimulaci
RHT dokaze PACAP zvysit v suprachiasmatickém jadru produkci cAMP. (Hannibal et al., 1998) Zvysena
koncentrace PACAP ovliviiuje zrychleni metabolismu, zvyseni télesné teploty, metabolismus tukud a
dokonce inhibuje pfijem potravy (Tachibana et al., 2003; Tachibana et al., 2007). Tyto jevy byvaji
spojovany s migraci na dlouhou vzdalenost (Berthold, 1996). V pfitomnosti PACAP dochazi k redukci
genové exprese Clock a Cryl1 genl (Nagy & Csernus, 2007) ¢imZ muZe byt vyrazné ovlivnén

cirkadianni rytmus.

Dalsim genem, ktery jsem zahrnula do své studie je SERT, ktery sice zfejmé pfimo nesouvisi
s cirkanudlnimi rytmy, ale souvisi také s chovanim jedincl. Jeho sekvence navic také obsahuje
mikrosatelit, coz umoziiuje snadno sledovat tento gen spolu s vySe uvedenymi geny. SERT kdduje
serotoninovy transportér, ktery je soucasti signalizacni kaskady v centralni nervové soustaveé (Canli &
Lesch, 2007). Tento gen je hodné studovan u lidi ve vztahu k depresim a Uzkostnému chovani (Lesch
et al., 1996; Homberg & Lesch, 2011). Polymorfismus v tomto genu byl spojen i s agresivnim

chovénim (Quadros et al., 2010).
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Sledovani gent pro behavioralni adaptace u volné Zijicich druhd

U volné Zijicich druht ptakd se z celkem pochopitelnych divodu (napriklad nemoznost laboratornich
experimentl v kontrolovanych podminkach) vyzkum kandidatnich gen(l spojenych s chovanim vcetné
projevl ovlivnénych cirkanualnimi cykly vétSinou omezuje na asociacni studie, tedy na zjisténi, zda je
vyskyt urcitych alel spojen s konkrétnim fenotypickym projevem, naptiklad specifickym chovanim.

K takovym projevim patfi napriklad nacasovani migrace... Je tfeba zdUraznit, Ze pro identifikaci alel
se vétsinou vyuzivaji markery zaloZené na vyskytu mikrosatelitl v kddujici sekvenci gent. Pod alelou
si tedy musime predstavit pouze rdznou délku amplifikovanych PCR produkti. PrestoZze mlze mit vliv
i samotny mikrosatelitovy lokus, funkéni vyznam muizZe mit samoziejmé i ¢ast alely mimo
mikrosatelitovy lokus, nicméné mimo mikrosatelitovy lokus z(stava sekvence alely vétsinou
neznama. MlzZeme pouze predpokladat, Ze varianty jsou ve vazbé s mikrosatelitovymi alelami

konkrétnich délek.

Variabilita zkoumanych lokus( se vyrazné lisila. ADCYAP1 lokus byl u vétSiny druh( vyrazné
polymorfni (pocet alel vy$si nez 10) a s vysokou mirou heterozygotnosti. Vyjimkou byly dva druhy.
Slavik obecny (Saino et al., 2015) a kané lesni (Buteo buteo), u které byly objeveny pouze 3 alely
(Chakarov et al., 2013). CLOCK lokus byl oproti ADCYAP1 lokusu vyrazné méné variabilni (Bazzi et al.,
2016a) a u kani lesnich byl tento lokus dokonce monomorfni, tedy byl zastoupen pouze jednou alelou
(Chakarov et al., 2013). Diverzita ADCYAP1 lokusu se nezdala byt ovlivnéna ptibuznosti druhd.
Zatimco CLOCK lokus vykazoval podobnéjsi diverzitu u pfibuznych druh( ptakd (Bazzi et al., 2016a) u
ryb tento vztah neplatil (O’Malley et al., 2010). Snizena diverzita v CLOCK lokusu byla spojena
s delSimi migra¢nimi trasami, opozdénou jarni migraci pres Stredozemni mofe a snizenym migrac¢nim
rozptylem (graf €. 1). Zda se tedy, Ze u druh( tdhnoucich na dlouhé vzdalenosti je nacasovani udalosti
ro¢niho cyklu pevnéji naprogramované. CLOCK lokus by tedy mohl byt pod vlivem stabilizujici

selekce, kterd by méla zajistit v€asny prilet na hnizdisté vzdalené tisice kilometrd (Bazzi et al., 2016a).
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Graf 1: Diverzita CLOCK genu v zdvislosti na (A) migracni vzddlenosti, (B) datu migrace (1- 1.ledna) a (C)

migracnimu rozptylu. Prevzato z Bazzi et al., (2016a).

U slavika modrdacka (Luscinia svecica) byla nalezena vyrazné nizsi variabilita CLOCK lokusu
oproti sykofe modfince (Cyanistes caeruleus) (Johnsen et al., 2007). Modfinka je druh ¢astecné
migrujici na kratké vzdalenosti (Nilsson et al. , 2008), kdezto slavik modracek je druh zimujici od
Spanélska a? do Indie (Lislevand et al., 2015; Arizaga et al., 2016;). Tedy by se dalo pfedpokladat na
zakladé predeslé studie, Ze selekce bude plsobit na tento lokus u jedincd migrujicich na dlouhou
vzdalenost. V porovnani s diverzitou neutralnich mikrosatelit ovsem nebyl takovy vliv patrny
(Johnsen et al., 2007). Nezname areal zimovisté zkoumanych jedinct slavika modracka. Nesnizena
diverzita v tomto lokusu tedy muze byt zplsobena tim, Ze zkoumani jedinci mohli patfit k populacim

zimujicim v Evropé, nebo na severu Afriky.

Casto pozorovanou patrnosti v distribuci alel zkoumanych gen( byl latitudinalni gradient.
Nejcastéji spojovanym genem s latitudinadlnim gradientem byl CLOCK. (Johnsen et al., 2007; O’Malley
& Banks, 2008; O’Malley, Ford, & Hard, 2010; Bazzi et al., 2016a). Latitudinalni gradient by mohl
vznikat prirozenou selekci a reagovat na rozdilné fotoperiodické podminky danych oblasti. Rozdily
v délkach dne se budou lisit u severnéjsich arealu s vyssi mirou sezénnosti oproti arealim jiznéjsim
(O’Malley & Banks, 2008; Lemay & Russello, 2014; Bazzi et al., 2016a). U lososli doslo dokonce
k fixaci jedné CLOCK alely u populace Zijici na Aljasce (Lemay & Russello, 2014). Latitudalni gradient
délek CLOCK alel nebyl nalezen u slavika modracka, lososa kety, vlastovky obecné a péti druhl
vlastovek rodu Tachycinetta (Johnsen et al., 2007; O’'Malley et al., 2010; Dor et al., 2011; Bourret &
Garant, 2015). Latitudalni gradient byl nalezen i u ADCYAP1 lokusu. U lesnacka mnisiho (Cardellina

pusilla) stoupala délka alely ADCYAP1 lokusu s latitudou hnizdniho arealu, ale pouze u severnich

populaci migrujicich na dlouhé vzdalenosti (Bazzi et al., 2016).

Vliv zkoumanych genl na nacasovani rliznych udalosti ro¢niho cyklu byl velice nekonzistentni
a Casto byl spojovan s dalSimi proménnymi faktory. Nej¢astéji a shodné popisovany vztah mezi
nacasovanim a genotypem byl nalezen u nékolika druh vilastovek. Vzacng, delsi alela (Q8) byla
nalezena u jedincq, ktefi vykazovali zpozdéni migrace a tedy i hnizdéni. Tato alela znamenala v letech
s normalnim pribéhem sezény znacnou nevyhodu. Dochazelo ke sniZeni hnizdni Uspésnosti kvl
pozdnimu hnizdéni. Dvodem pretrvavani této nevyhodné alely v populaci mlze byt jeji adaptivni
vyhoda v letech, kdy se kv(li vnéjsim vliviim opozdi hnizdni sezéna (Dor, Cooper, et al., 2011; Dor,
Lovette, et al., 2011; Caprioli et al., 2012; Saino et al., 2013; Bazzi et al., 2015; Bourret & Garant,

2015). Samice sykor modfinek s kratsi alelou hnizdili dfive a vykazovali vyssi hnizdni Uspésnost.



15

(Liedvogel et al., 2009) Tento vysledek mlze ukazovat pfimy vliv CLOCK genu na Uspésnost jedince,
ktery diky v€asnému pfriletu na hnizdisté maze napfiklad stihnout obsadit a vyuZit nejlepsi potravni
zdroje. Ackoliv v mnoha studiich nebyl vliv ADCYAP1 lokusu na nacasovani migrace prokazan (Saino
et al., 2015; Bazzi et al., 2016b; Bazzi et al., 2017; Contina et al., 2018), zda se, Ze do urcité miry ho
ovliviluje. V dalsi studii se tento vztah projevil pouze ve spojeni s dal$i proménnou. U samic pénic
c¢ernohlavych byly delsi alely spojeny s dfivéjsSim priletem na hnizdisté, ale pouze ve vazbé

s fenotypem Spicatéjsiho kridla. Za predpokladu spolehlivosti fenotypu kfidla, jakozto ukazatele
migracni vzddlenosti, platilo nasledujici pravidlo. Migranti na delsi vzdalenosti byli nositeli delSich alel
a vyznacovali se dfivéjSim pfiletem na hnizdisté (Mettler et al., 2015). U trvale sedentarniho druhu
racka sttedomorského (Larus michahellis) nebylo datum hnizdéni ovlivnénou délkou Zadné z alel
lokust ADCYAP1, Clock ani NPAS2. (Romano et al., 2018) U stalého druhu mohou na nacasovani
rozmnozovani mit vliv hlavné environmentalni podminky, na které je jedinec schopen okamzité
reagovat a neni potreba silnéjsi geneticka kontrola. Protichtdné vysledky se objevili i u SERT lokusu

v souvislosti s fenotypem spojenym s biorytmy. Ackoliv se nepotvrdil vliv tohoto lokusu na migraéni
aktivitu u pénice ¢ernohlavé (Jakob C. Mueller et al., 2011), u koriadry byl objeven vliv SERT lokusu na
nacasovani hnizdéni a pocet mladat v jedné snisce. (Timm et al., 2018) Vliv tohoto lokusu na pocet
mladat mlze souviset s vlivem na odvazné a exploracni chovani. Takové chovani mlze zvySovat
konkurenceschopnost jedince a tedy zvySovat Sanci dokrmeni vice mladat v jedné snisce. Zaroven

drivéjsi nacasovani hnizdéni mlze usnadnit ziskani lepsich potravnich zdrojl nebo lepsiho teritoria.

SERT gen byl kromé vlivu na chod biorytm( spojen i s exploracnim chovanim a schopnosti
kolonizovat novy habitat. Tento vztah se projevil u kost ¢ernych (Turdus merula) a sykor konader
(Parus major) (J. C. Mueller et al., 2013; Timm et al., 2018). Naopak u rakosnika seychelského
(Acrocephalus sechellensis) se spojeni tohoto lokusu a explora¢niho chovani nepotvrdilo (Edwards et
al., 2015). Rozdilny vysledek mUze byt zplsoben mezidruhovymi rozdily, nebo skrytym epigenetickym

vlivem.

Vyznamnym epigenetickym vlivem by mohla byt i metylace zkoumanych gend. Metylace
muze vyznamné ovliviiovat expresi gen(ll a celkovy béh endogennich hodin. (Azzi et al., 2014)
Vyznamny vliv metylace na fenologii ro¢niho cyklu byl objeven u savcl (Stevenson & Prendergast,
2014). Vliv miry metylace CLOCK genu na ¢asovani migrace u vlastovek obecnych potvrdil Saino et al.
(2017). U konader byl mira metylace SERT lokusu ovliviiovala schopnost kolonizovat nové, urbanni

oblasti (Riyahi et al., 2015).

Vysledky studii zabyvajicich se vztahem konkrétnich alel kandidatnich gen(l a chovani jsou ve

vysledcich velmi nekonzistentni a lisi se jak mezi druhy, tak vnitrodruhové a dokonce i mezi
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pohlavimi. Slibnéjsi cestou nez je sledovani asociaci konkrétnich alel a chovani se zda byt sledovani

variability konkrétnich lokusd u druht ¢i populaci s odliSnym chovanim.

Nacasovani rocniho cyklu je u ptakl Zivotné dllezité, obzvlasté u druhd, které podnikaji
kazdoro&ni migrace na hnizdi$té, ktera mohou byt vzdéalena i tisice kilometrd. Spatné nacasovani
mUze znamenat nelspésnost hnizdéni, ale i smrt daného jedince. Proto predpokladame vliv
stabilizujici selekce u gend, které jednotlivé udalosti fidi. Stabilizujici selekce upfednostriuje
pramérny fenotyp a z populace odstranuje extrémy. V populaci snizuje genetickou variabilitu. Timto
mechanismem by mélo dochazet k optimalizaci systému u vSech jedinct a minimalizovat

pravdépodobnost nelspéchu.
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Migracni trasy hyla rudého Carpodacus erythrinus

Ve své prdci jsem se snatila zjistit, zda se stfedoevropskd populace a populace z oblasti Bulharska a

Turecka lisi v alelach marker( pro kandidatni geny behavioralnich adaptaci.

Obr. 3: Samec hyla rudého s pripevnénym geolokdtorem ze studie Klvana et al., (2014)

Pomoci krouzkovacich dat nebyly dlouho potvrzeny predpokladana zimovisté hyla rudého
v Indii, Nepalu a Pakistanu (Cepdk et al., 2013). AZ diky geolokatorovym studiim byl zjistén pribéh
podzimniho tahu u tohoto druhu a cilové zimovisté, které do té doby nebylo presné znamé.
Zkoumani jedinci patfili ke dvéma poddruhdm hyla rudého a to Carpodacus erythrinus erythrinus a
Carpodacus erythrinus kubanensis. Tyto dva poddruhy se lisi nejenom morfologicky (*Cramp &
Perrins, 1994; Pavlova et al., 2005) ale i geneticky. Geneticka odliSnost byla zkoumana na zakladé
mitochondridlni DNA (Pavlova et al., 2005). Odchyt poddruhu C. e. erythrinus probihal na VlItavském
luhu na Sumaveé a v meandrech Svratky na Ceskomoravské vysociné (Obr. 3) Odchyt poddruhu
Carpodacus e. kubanensis probihal v pohofi Pirin v jihozdpadnim Bulharsku. Ziskana data
z geolokatord odhalila polohu zimovisté, které se prekvapivé nelisilo u téchto dvou geograficky

oddélenych populaci. Co se ale liSilo, byla trasa migrace. Jedinci z ¢eské populace tahli severnéji, pres
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Ukrajinu, Rusko a Kazachstan, zatimco bulharsti jedinci tahli pies Turecko, AzerbajdZan a irdn (Klvaria

et al., 2014). (Obr. 4)

Obr. 4: Mapky zndzortiujici podzimni migracni cestu 4 jedinct Carpodacus erythrinus. Jedinci A a B patri k
bulharské populaci poddruhu C. e. kubanensis. Jedinci C a D patii k ceské populaci poddruhu C. e. erythrinus (C —

Vitavsky luh, Sumava; D — Ceskomoravskd vysocina).

Migraéni trasa hyla rudého byla studovana také u severnich populaci hnizdicich ve Svédsku a
na ostrové Gotland v Baltském mofi. Geolokatory byly umistovany pouze na samce, protoze se
predpokladala vyssi pravdépodobnost jejich zpétného odchytu. Divodem je vétsi mira vérnosti
hnizdistim neZ u samic. Zpétny odchyt byl nutny pro ziskani dat, protoze u malého druhu pévce, je
potfeba vyuZit co nejmensich geolokatord, které tedy nemaiji GPS vysilace. Diky Uspésnému odchytu
tfi jedincl se zjistilo, Ze se liSila trasa jarni a podzimni migrace. U vech jedincl se potvrdila tato
patrnost. Tyto jedinci se béhem zimniho obdobi pohybovali mezi dvéma aredly (Stach et al., 2016).

(Obr. 5)
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Obr. 5: Mapky zndzornujici
migraci tfi jedinct Carpodacus
erythrinus. Plnou carou je
zndzornéna jarni migrace a
prerusovanou c¢arou podzimni
migrace. Prazdnd kolecka a
Ctverce znamenaji zastdvky delsi
neZ 5 dni, plnd kolecka a Ctverce
naopak zastdvky kratsi neZ 5
dni. Vysrafované uzemi oznacuje
poust a step v centrdlIni Asii

(Stach et al., 2016).
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Cile prace

1) Jaka je variabilita mikrosatelitovych lokusl kandidatnich gen( behavioralnich adaptaci u
tropickych a temperatnich druhd pévci?

2) Plsobi na geny spojené s behavioralnimi adaptacemi stabilizujici selekce u temperatnich
druhd ptaka?

3) Lisi seigeneticky populace hyla rudého, které podnikaji migraci riznymi tahovymi cestami a

které jsou geograficky oddélené?



Material a metodika

Ve své préci jsem analyzovala krevni vzorky osmi druh( tropickych a deviti druhli temperatnich
pévcl. Krevni vzorky tropickych druhl pochazely z Kamerunu, z pohoti Mt. Cameroon a Bamenda.

Vzorky temperatnich druhi pochdzely z Ceské republiky, Bulharska, Turecka a Némecka.

Studované druhy ptak(

Studovanymi druhy byly dvojice pfibuznych druhl pévci z tropické a temperatni oblasti (Tab. 1) u
kterych jsem se zaméfila na rozdil diverzity kandidatnich gen(. Dal$im studovanym druhem byl
Carpodacus erythrinus. U druhu Carpodacus erythrinus jsem zkoumala diverzitu kandidatnich genl

dvou poddruhd, C. e. erythrinus a C. e. kubanensis, které se vyznacuji rGznymi tahovymi trasami.

Celed Temperatni druh Tropicky druh
Fringilidae Chloris chloris Linurgus olivaceus
Fringilidae Serinus serinus Crithagra burtoni

Muscicapidae Erithacus rubecula Oreocossypha isabellae

Muscicapidae Ficedula albicollis Muscicapa adusta
Turdidae Turdus merula Turdus pelios
Passeridae Passer domesticus Passer griseus
Sylviidae Sylvia atricapilla Sylvia abyssinica

Locustellidae | Locustella luscinioides Bradypterus lopezi

Tab. 1: Dvojice srovndvanych blizce pribuznych druhi z temperdtni a tropické oblasti.

21
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Fringillidae (pénkavoviti)

Celed se nachazi v holoarktické, neotropické, Afrotropické a Orientalni oblasti. Byla introdukovana i
do Australie. Zastupci této Celedi obyvaji témér vsechny habitaty. Vétsinu druhd najdeme ve
smisenych lesich, polootevirené krajiné, krajich lesa, ale i v parcich nebo méstské zeleni. Celed se déli
na dvé podceledi Fringillinae a Carduelinae. V moji praci se zabyvam rody Chloris, Carpodacus,

Linurgus a Serinus z podceledi Carduelinae (Collar et al., 2010).

Carpodacus erythrinus (hyl rudy)

I Hnizdiste
Zimovisté

Pacific Ocean

AFRICA

Obr. 6: Carpodacus erythrinus a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22720556/111130806)

Nachazime je od niZin az po horské lesy (Obr. 6). V Evropé mohou v nékterych oblastech hnizdit az do
1850 m. n. m., ale vétSinou se vyskytuji do 200 m. n. m. Hnizdni sezdna trva od kvétna do srpna.
Hnizdi jednou za sezénu. Hyl rudy Iéta dlouhé vzdalenosti na zimovisté v Indii. Samci pfilétaji na
hnizdisté dfive nez samice. Vétsinou tahne v noci, pfi jarni migraci i pfes den. Tahne v malych hejnech

(Collar et al., 2010).
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Chloris chloris (zvonek zeleny)

I Rezidentni
Hnizdisté
Zimoviitd

AFRICA

Obr. 7: Chloris chloris a jeho geografické rozsiteni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22720330/132000123)

Obyva mnoho habitatl od lesni, stepni a Mediteranni zony aZ po centra mést (Obr. 7). Hnizdni sezéna
trvd od bfezna do srpna. Casto hnizdi dvakrat za sezénu. Zvonek zeleny Zije solitérné a neobhajuje

teritorium. Druh je rezidentni i migrujici (Collar et al., 2010; str. 541).

Linurgus olivaceus (stehlikovec oranzZovozoby)
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Obr. 8: Linurgus olivaceus a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22720319/132137365)

Obyva spise vyssi polohy, od 1000 m.n.m. do 3000 m.n.m. (Obr. 8). MizZeme ho najit nejcastéji
v podrostu, na mytinach a na okrajich submontannich vidy zelenych lesd. Hnizdni sezéna trva od
listopadu do Unora. O jeho hnizdéni nemame mnoho informaci. Je to rezidentni druh, ktery maze

mimo hnizdici sezénu prileZitostné podnikat kratké cesty tfeba do nizsich poloh (Collar et al., 2010).
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Serinus serinus (zvonohlik zahradni)
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Obr. 9: Serinus serinus a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22720049/132136209)

Zije od niZin po niz3i horské polohy s mozaikou jehli¢natych lestl a oteviené krajiny (Obr. 9). Casto se
vyskytuje v sadech, na vinicich, plantaZich, suburbannich parcich a zahradach od hladiny mofe aZ do
2500 m.n.m. Hnizdi od Unora do zac¢atku srpna. Maji vétsinou jednu snasku, v centralni Evropé i dvé
béhem jedné hnizdni sezdny. Druh je rezidentni i migrujici. Ptaci ze stfedni Evropy migruji na kratkou

vzdalenost - zimuji na jihu Evropy (Collar et al., 2010).

Crithagra burtoni (zvonohlik tmavy)
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Obr. 10: Crithagra burtoni a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22720267/94662953)

Zije v podrostu nizéich montannich a submonntanich oblasti i v oteviené krajiné nebo krajiné s
roztrousenym stromovym porostem nad hranici lesa (Obr. 10). V zapadni Africe Zije v nadmofskych
vySkach od 1370 m.n.m do 3000 m.n.m. Zvonohlik tmavy je sedentarni. Hnizdi od ¢ervna do prosince

a od Unora do kvétna (Collar et al., 2010).
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Passeridae (vrabcoviti)

Passer domesticus (vrabec domaci)

- Rezidentni
Arctic Ocean [0 zimovists
Il ntrodukovany

Arctie Ocean

Obr. 11: Passer domesticus a jeho geografické rozsireni. (Zdroj :

https://www.iucnredlist.org/species/103818789/129643357)

Passer domesticus je malym druhem pévce, ktery je hodné vazany na lidska sidla. (Obr. 11) Preferuje
suburbanni lokality, kde Ziji v nejvétsich denzitach. Hnizdi od Unora do zafi, délka hnizdni sezény
zavisi na latitudé. Vétsinou je rezidentni, nebo sléta do nizsich poloh mimo hnizdni sezénu (Summers-

Smith, 2009).

Passer griseus (vrabec Sedohlavy)
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Obr. 12: Passer griseus a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22718230/132116025)

Vrabec Sedohlavy Zije v zapadni Africe. (Obr. 12) Vyskytuje se hlavné v kulturni krajiné, ale také v
savané a fidkych lesich. Obyva nizinné polohy do 2500 m.n.m. Hnizdni sezéna je rozloZena do celého
roku, ale je ovlivnéna obdobimi destl. Hnizdi ve volnych koloniich, vyjimecné solitérné. Mimo

hnizdéni se pohybuje krajinou nomadnim zptsobem (Summers-Smith, 2009).
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Muscicapidae (lejskoviti)

Tato Celed' je nejvice rozsifena v Evropé, Africe a Asii. Nejvétsi diverzitu md v Asii. Evropské druhy
jsou migrujici a vétsina |éta do zapadni Afriky. Africké druhy jsou sedentdrni (Taylor & Clement,

2006).

Ficedula albicollis (lejsek bélokrky)
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Obr. 13: Ficedula albicollis a jeho geografické rozsiteni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22709315/111054869)

Zije na okrajich lesa, v otevienych, vihkych lesich i v otevfené krajiné s roztrousenymi stromy, sadech
a zahradach (Obr. 13). Preferuje listnaté lesy. Ve stfedni Evropé hnizdni od dubna do zacatku
cervence. Zimuje v Kongu, Tanzanii, Zambii, Malawi, Zimbabwe a Mozambiku (Taylor & Clement,

2006; str. 130).

Muscicapa adusta (lejsek horsky)
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Obr. 14: Muscicapa adusta a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22709255/94199622)
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Ziji na okrajich stéle zelenych a pfibieinich lesd, v podrostu listnatych lesd, parcich, zahradach se
stromy, sadech nebo plantazich (Obr. 14). Casto se vyskytuiji v blizkosti vody. V tropech se vyskytuji
hlavné ve vyssich nadmofskych vyskach, od 900 m.n.m. do 3400 m.n.m. Mimo hnizdni sezénu migruji
do nizich poloh. V Kamerunu hnizdi od ledna do dubna, ve vychodni Africe celoroéné. Casto maji dvé

snGsky. Druh je rezidentni na vétsiné arealu, na jihu je ¢astecné migrujici (Taylor & Clement, 2006).

Erithacus rubecula (¢ervenka obecnd)
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Obr. 15: Erithacus rubecula a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22709675/131953953)

Zije v lesnim podrostu a na okrajich lesd, jak jehli¢natych tak listnatych. Najdeme ho i v zahradach,
parcich nebo sadech. (Obr. 15) Ve stfedni Evropé hnizdi od konce dubna do konce ¢ervence. Migrujici
jedinci z Evropy zimuji v Mediteranu, oblasti kolem Cerného more, Kaspiku a Mezopotamii (Collar,

2005).

Oreocossypha isabellae (drozdik horsky)
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Obr. 16: Oreocossypha isabellae a jeho geografické rozsireni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22709763/94222183)
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Zije v podrostu horskych lest od 1100 m.n.m. do 2700 m.n.m. Na Mt. Cameroon se nach3zi uz od 800
m.n.m, ale vétsinou Zije nad 1200 m.n.m (Obr. 16). Ma rad zarostlé rokle a zakrslé stromky. Hnizdi
pravdépodobné od bfezna do zafi — zacatek koreluje se za¢atkem dlouhych destl. Tento druh je

sedentdrni. O tomto druhu neni zndmo mnoho informaci (Collar, 2005).

Turdidae (drozdoviti)

Turdus merula (kos cerny)
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Obr. 17: Turdus merula a jeho geografické rozsireni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/103888106/87871094)

Zije v Sirokém spektru habitat(l. Dnes ho mGzeme najit v hordch i méstskych centrech, ale pdvodem
je kos lesnim druhem (Obr. 17). Hnizdni sezéna je v Evropé od plilky bfezna do zacatku zafi. Jedinci
mohou byt sedentdrni, caste¢né migrujici i plné migrujici. Jedinci ze stfedni Evropy zimuji ve Francii,

Italii a Iberském poloostrové (Collar, 2005).
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Turdus pelios (drozd africky)
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Obr. 18: Turdus pelios a jeho geografické rozsireni. (Zdroj :

https://www.iucnredlist.org/species/22708702/94172703)

Drozd africky Zije v opadavych lesich blizko vodniho zdroje v savanach, stale zelenych lesich,
sekundarnich lesich, ale i na vinicich, v sadech a parcich. (Obr. 18) V Zapadni Africe hnizdi od ¢ervna
do fijna. Drozd africky je prevazné sedentarni. Severné od Gambie mohou byt populace ¢astec¢né

migrujici (Collar, 2005).

Locustellidae (cvrcilkoviti)

Locustella luscinioides (cvrcilka slavikova)
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Obr. 19: Locustella luscinioides a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https://www.iucnredlist.org/species/22714684/87560838)

Zije hlavné v baZinach, mocalech a rakosinach na okrajich jezer — je silné vazana na vodu. (Obr. 19)
Vyskytuje se vétsSinou do 630 m. n. m., vyjimkou je populace v Kazachstanu, ktera se vyskytuje az ve
1200 m.n.m. Hnizdi od pulky kvétna do zac¢atku cervence. Obvykle ma dvé snisky. Migruje dlouhé

vzdalenosti. Zimuje v Africe v Senegalu, Chadu, Ghané a Sudanu (Bairlein et al., 2006).
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Bradypterus lopezi (cetie podrostni)
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Obr. 20: Bradypterus lopezi a jeho geografické rozsireni. (Zdroj :
https.//www.iucnredlist.org/species/22714485/94418515)

Zije v hustém podrostu horskych lest, véetné bambusového mlazi (Obr. 20). Obyva nadmotrské vysky
od 1700 m.n.m. do 2400 m.n.m. VétSinou hnizdi na konci obdobi sucha s pfesahem do obdobi desta.

Cetie je sedentarni druh (Bairlein et al., 2006).
Sylviidae (pénicoviti)

Pénicoviti jsou druhy starého svéta (Bairlein et al., 2006).
Sylvia atricapilla (pénice ¢ernohlava)
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Obr. 21: Sylvia atricapilla a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https.//www.iucnredlist.org/species/22716901/87681382)

Siroce rozsifeny druh, ktery obyva jakékoliv zalesnéné habitaty (Obr. 21). Vyskytuje se od nejnizsich

poloh azZ k hranici lesa. Hnizdi od pulky dubna do srpna. Rizné populace se lisi migraénim statutem.

Vs

populace Ziji na sttedomorské pevniné a populace v severni a vychodni Evropé migruji na dlouhou

vzdalenost. Zapadni populace (Némecko) zimuji v zapadnim mediteranu a zapadni subsaharské
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Africe. Populace hnizdici na vychodé migruji do vychodni Evropy a vychodni Afriky (Bairlein et al.,

2006).

Sylvia abyssinica (timdlie mnisi)
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Obr. 22: Sylvia abyssinica a jeho geografické rozsifeni. (Zdroj :

https://www.iucnredlist.org/species/103872581/113116418)

Timalie Ziji v podrostu listnatych stale zelenych lest. V Kamerunu obyva nadmotské vysky od 900
m.n.m. do 2440 m.n.m. V Kamerunu hnizdi od listopadu do biezna. Timalie je dlouhovéky a

rezidentni druh (Collar & Robson, 2007; str. 135).



32

Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci izola¢niho kitu firmy QIAGEN (Qiagen DNeasy® Tissue Kit). Byl

dodrzen postup podle protokolu doddvaného vyrobcem.

Analyza mikrosatelitovych lokusU

Ve své préci jsem zkoumala 22 mikrosatelitovych lokust. Analyzovala jsem pét lokust umisténych v
kandidatnich genech pro behavioralni adaptace u kterych se predpoklada vliv na biorytmy a bazlivost
a sadu 17 neutralnich lokusa, které slouZili jako kontrolni skupina. U neutralnich mikrosatelit(
nepredpokladame vliv selekce, tedy mohou slouzit jako ukazatel riznych demografickych udalosti

dané populace.

Primery pro lokusy kandidatnich gent jsem prevzala z nasledujicich studii — CLOCK (Caprioli et
al., 2012), NPAS2, ADCYAP1 a forward primer CREB1 (Steinmeyer, Mueller, & Kempenaers, 2009) a
reverse primer CREB1 (Bourret & Garant, 2015). (Tab. 2) Primery neutralnich lokus( byly prevzaty ze
studii Dawson et al., (2010, 2013). V kazdém paru primer( byl forward primer oznacen fluorescencni
barvou, diky které bylo pozdéji mozné detekovat alely. Funkcni protokoly a sloZeni primer( do
jednotlivych multiplex( bylo optimalizovano pfi pilotnich studiich v laboratofi skolitele. Sada primert
byla rozvrzena do 6 multiplext - 1M (CLOCK, NPAS2, CREB1), 2M (SERT, ADCYAP1 a primer pro urceni
pohlavi ATP), 4MP1 (TG02-088, TG02-120, CAM13, TG04-004, CAMO01), 4MP2 (CAMO03, CAMO02),
4MP3 (TG11-011, TG05-046, TG04-12, TG12-015, CAM10, TG02-078) a 4MP4 (CAMO5, CAM15, TG13-
017, TG22-001). Reverzni primery nékterych neutralnich lokusd (TG04-004, CAM13, TG11-011, TGO5-
046, TG13-017, CAMOS5) byly upraveny prodlouzenim o nékolik nukleotid(i pro usnadnéni

genotypovani. (Brownstein et al., 1996).

Koncentrované primery byly uchovdvany v 0,1 mM roztoku. Z téchto koncentrovanych
roztokd jsem michala primermixy, coZ byla smés rlznych primerd (v zavislosti na multiplexu)
doplnéna destilovanou vodou do 100 pl. V primermixech byl rGizny pomér jednotlivych primer(.

Objem jednotlivych primer( ve 100 pl primermixu je znazornén v tabulkach 2 a 3.



Tab. 2: Sekvence pouZitych primerd, jejich barevné znaceni a mnoZstvi ve 100ul primermixu.

mnoZstvi
multiplex lokus primer nateni primeru (pl)

M CLOCK f: GGGACAGGTGGTGACAGCTTATC 6FAM 1

rr CTGCTGATGGTCCTGCTGACT
im CREB1 f:  GGTCAGGCAGTTAAGATATTSG MED 1

rr AGAATAACGCAGCCCAGAGC
im NPAS2 f:  CTGTGGTAAATTTGATGATTCTGA VIC 1

rr ACACCAAGTTCTTTGCACAATG
2M ADCYAP1 f: GATGTGAGTAACCAGCCACT PET 1

rr ATAACACAGGAGCGGTGA
2M SERT f:  ATCTCCACACATTYCCCAGA VIC 1

rr AGGAACCCTAAATCTGCCCTAC

33



34

Tab. 3: Sekvence primert neutrdlnich mikrosatelitd, jejich znaceni a mozZnostvi ve 100ul primermixu.
VsSechny pouZité sekvence, krom oznacenych RA, jsou prevzaty z Dawson et al., (2010, 2013) F — forward
primer; R — reverse; RA — reverse primer sekvence prodlouZené pridanim dalSich nukleotidd pro usnadnéni
genotypovdni. Degenerované bdze pouzité v sekvencich: R=A, G;Y=C, T;M=A,CS=C G, W=AT,K=G, T
(Dawson et al., 2013)

mnoistvi
multiplex lokus sekvence znaceni primeri ()
amMpP1 TG02-038 F: TETGTGTTGACAGTATTCTCTTGC BFAM 3
R: TTTAAACCTAATAAACGTCACACAGTC
TG04-004 F: CTGGAGCAGTATTTATATTGATCTTCC PET 4
RA: GTTTGAAGATGTGTITCACAGCATAACTG
CAMOL F: AAAGGCCAAGRCCAGTATG PET 2
R: CTCTCATCCACCCTGTTAGC
CAM13 F: TCAAATACAGCAGCAGGCAG VIC 2
RA: GTTTCATTACCAAACAGCATCCAG
TG02-120  F: TTGGGCAAAGATGATATGAATG MNED 2
R: AGCCAGGTCCAGTTTCTAAGC
4MP2 CAMO3 F: ATTAGCATAGCTCAGCATTGCC eFAM 2
R: CGAGCATTCAAMCCTGTCATC
CAMOD2 F: GAATTAAAGAYAGCAGATGCAGG VIC 1
R: CTCTCATCCACCCTGTTAGC
4MP3 TGO4-12 F: TGAATTTAGATCCTCTGTTCTAGTGTC MNED 2
R: TTACATGTTTACGGTATTTCTCTGG
CAMI10 F: TATCCMGAGAATGGEGCATC PET 2
R: KGCTCTCATTGTCATGCTG
TG11-011 F: ACAAACTAAGTACATCTATATCTGAAG 6FAM 3
RA: GTTTAAATACAGGCAACATTGGE
TG05-046 F: AAAACATGGCTTACAAACTGG VIC 1
RA: GTTTGCTCAGATAAGGGAGAAAACAG
TG02-0738 F TETTAAAGCCTGTTCCATAGG PET 4
R TTCCCCATAAAGTATGTACGC
TG12-015 F ACAACAGTGGCTTTACTGTGTGA MNED 4
R: TACAGCAGCTGCAGCAAAGT
amMmpPa CAMI1S F SGACGACTCCTTTATITCCC MNED 1
R GTTTCTGACTTCCYCAGGTAACAC
TG13-017 F GCTTTGCATCTTGCCTTAAA VIC 2
RA: GTTTGGTAACTACAACATTCCAACTCCT
CAMOS F: TTACACAGACTGCAAACCGC aFAM 1
RA: GTTTCTGTTKCTCTAGTAATGAGATCCTG
TG22-001  F: TTGGATTTCAGAACATGTAGC PET 2

R: TCTGATGCAAGCAAACAA
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Amplifikovala jsem fragmenty zkoumanych sekvenci metodou PCR (polymerase chain
reaction). Na PCR jsem pftipravila smés 1 pl primermixu, 3 pl DNA a 4 ul Type-it Multiplex PCR Master
Mixu (obsahujici polymerazu a pufr). (Tab. 4) Délku amplifikovanych fragment( jsem zjistila pomoci
fragmentacni analyzy. Na tuto analyzu jsem pfipravila smés 1 pl PCR produktu, 9 pl formamidu a 0,3
ul standardu. Konkrétné jsem pouZivala standard GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard (Applied
Biosystems). (Tab. 6). Standart obsahuje DNA fragmenty o znamych délkach a slouZzi jako méfitko pro
studované alely. Smés PCR produktu, standardu a formamidu jsem zahrala na 95°C po dobu 2 minut.
Fragmentacni analyza byla nasledné provedena Laboratofi sekvenace DNA na Pfirodovédecké fakulté

UK.

Vystup fragmentacni analyzy jsem zpracovavala v programu GeneMarker (Softgenetics) verse

1.90. V programu jsem urcila délku jednotlivych alel jednotlivych lokusl pro kazdého jedince.

Tab. 4: Protokol pFipravy smési na fragmentacni analyzu.  Tab. 5: Program béhu PCR.

slozky PCR smési objem (pl) teplota délka pocet cykla
Type-it Multiplex PCR MM 4 95°C 5 min. 1x
primermix 1 95°C 0,5 min.
DNA 3 53°C 1,5 min. 30x
12°C 0,5 min.
60°C 30 min. 1x

Tab. 6: Protokol pripravy smési na fragmentacni analyzu.

fragmentaéni analyza  objem (pl)

formamid 9
LIZ500 (standard) 0,3
PCR produkt 1
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Analyza mikrosatelitovych lokusd

Ve své préci jsem zkoumala 22 mikrosatelitovych lokust. Analyzovala jsem pét lokust umisténych v
kandidatnich genech pro behavioralni adaptace (predpokladany vliv na biorytmy a bazlivost) a sadu
17 neutralnich lokus, které slouZzili jako kontrolni skupina. U neutrdlnich mikrosatelitt
nepredpokladame vliv selekce, tedy mohou slouzit jako ukazatel demografickych udalosti dané

populace.

Analyza molekuldrnich dat

Genotypy ziskané analyzou vysledkl fragmentacni analyzy v programu GeneMarker (verse 1.90),
jsem dale zpracovavala nejprve v programu Cervus verse 3.0.6. (Kalinowski et al., 2007) . V tomto

programu jsem spocitala pocet alel, pozorovanou a o¢ekavanou heterozygotnost.

Dale jsem v programu FSTAT verse 2.9.3. (Goudet, 2001) spocitala hodnoty allelic richness.
Allelic richness je jedna z nej¢astéji pouZivanych metod vyuzivanych k odhaleni genetické (alelické)
diverzity. Vypocet je standardizovan na nejmensi pocet vzorkl metodou rarefaction, aby
nedochazelo k chybnym vysledk(m pri porovnavani rdzné velkych sad vzorkl (Leberg, 2002).
Porovnani genetické diverzity u zkoumanych druhi bylo provedeno pomoci randomizacnich test(
v programu FSTAT. Randomizaéni testy porovndvaji skute¢né rozdéleni dat do skupin se sety dat
vytvorenymi nahodnym presouvanim vzork( mezi skupinami (1000 permutaci). Nejprve jsem
provedla analyzu neutralnich mikrosatelitli pomoci oboustraného randomizaéniho testu (1000
permutaci). Zvolila jsem oboustranny test, protoze jsem se snazila zjistit, zda se populace lisi. Touto
analyzou jsem zjistovala rozdil mezi tropickymi a temperatnimi druhy v allelic richness a gene
diversity. Gene diversity znaci heterozygotnosti zkoumané populace (Hs) (Nei, 1973). Pro vypocet
allelic richness a gene diversity kandidatnich lokust metodou randomizacnich testl jsem zvolila
jednostranny test. Timto testem jsem se snazila ovéfit, zda plati predpoklad, Ze geneticka diverzita
kandidatnich lokust by méla byt signifikantné nizsi u temperatnich druht z dlvodu plsobeni

stabilizujici selekce.

Korespondencni analyzu dat jsem provedla v programu Genetix verse 4.0.6. (Belkhir, Borsa,
Chikhi, Raufaste, & Bonhomme, 1996). Tato analyza patfi mezi tzv. klasifikacni (ordinacni) analyzy.
Ordinacni analyzy jsou takové, které radi objekty podél teoretického gradientu (ordinacni osy) a snazi

se uchovat trend a strukturu v datech (Harustiakova et al., 2012). Korespondencni analyza nam
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umoznuje graficky zobrazit vztah mezi jedinci a populacemi. (Zima et al. , 2004). Touto metodou jsem
se snazila znazornit vztah mezi skupinou tropickych a temperatnich ptakd na zakladé genotypl
kandidatnich gen(. Ddle jsem tuto metodu vyuZzila pti grafickém zndzornéni genetické diferenciace u
dvou populaci hyla rudého. Alternativni analyzou korespondenc¢ni analyzy je analyza hlavnich
koordinat (PCoA). Tato analyza se snazi v redukovaném prostoru zachovat vzdalenost mezi objekty a
vyjadfrit vztah, pfipadné absenci vztahu téchto objektl . Vysledny graf tedy urci, které populace
jsou si blizsi, protoze spolecné tvofi klastr (Zima et al., 2004; Harustiakova et al., 2012;). Tuto

analyzu jsem provddéla v programu GeneAlEx 6.503 (Peakall & Smouse, 2012).

Bayesidnska ,, admixture” analyza

Tato analyza umoznuje rozdéleni jedinct do skupin podle jejich genetické podobnosti.
Analyza se provadi na souboru genotypu vice lokusu. Tuto analyzu jsem provadéla v programu
Structure (verse 2.3.4.) (Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000). Program roziadi vzorky do uréeného
poctu skupin, nezavisle na jejich redlné prislusnosti k populaci, na zakladé genetické podobnosti.
Parametry analyzy byly nastaveny takto: burn-in 100 000, MCMC (Markov chain Monte Carlo)

300 000. Genotypy byly rozdéleny do dvou skupin (hodnota K) a analyza probéhla v 10 opakovanich.
Vysledky této analyzy jsem zobrazila pomoci programu Clumpak (Cluster Markov Packager Across K)
(Kopelman, Mayzel, Jakobsson, Rosenberg, & Mayrose, n.d.). Tento program je volné dostupny

online a umoznuje graficky zobrazit data ziskana analyzou v programu Structure.

Fst a AMOVA

V programu GeneAlEx 6.503 (Peakall & Smouse, 2012) jsem se snaZzila zjistit miru rozdilnosti mezi
populacemi hyla rudého. Nejprve jsem spocitala parové Fst (pairwise Fst) a jeho prikaznost. Hodnota
Fst nam fika, jak moc se od sebe jednotlivé populace (subpopulace) lisi. Pokud je hodnota Fst rovna
nule, pak mezi populacemi neni zadny geneticky rozdil. Cim vy$$i hodnota Fst, tim jsou populace
diverzifikovanéjsi. Nasledné jsem pomoci analyzy molekularni variance (AMOVA) zjistila kolik procent

genetické variability je vysvétleno rozdilnosti mezi populacemi, uvnitf populace a mezi jedinci.
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Vysledky

Ve své préci jsem se snafzila zjistit genotyp 494 jedincl tropickych a temperatnich ptaku patticich do 6

Celedi. U vétsiny jedincd se mi podafilo ziskat kompletni genotypy zkoumanych lokusd.

Kontrolni analyza neutralnich mikrosatelit(

Nejprve jsem se snaZila zjistit, zda nedoslo u tropickych druhd ke snizeni genetické variability

v dsledku néjakych demografickych udalosti nebo chybnému sbéru dat (napf.: genotypovani
pfibuznych jedinc(l). Snizena diverzita u tropickych druh(i by mohla zasttit realny rozdil variability
kandidatnich gen(. Kontrolu jsem provedla oboustrannym testem v programu FSTAT. U tropickych
druhd byla signifikantné nizsi geneticka diverzita (allelic richness) i heterozygotnost (gene diversity)

(Graf 2).
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Graf 2: Graf zndzorriujici hodnoty allelic richness a gene diversity, ziskané oboustrannym randomizacnim testem
neutrdlnich mikrosatelit( u tropickych a temperdtnich druhd.



CLOCK

Frekvenéni analyza v programu Cervus odhalila monomorfismus lokusu CLOCK u dvou temperatnich
druhq, Erithacus rubecula a Passer domesticus, a dvou tropickych druht, Crithagra burtoni a Passer

griseus. Nejvice polymorfni byl tento lokus u druhi Linurgus olivaceus a Serinus serinus. Celkové

nebyl tento lokus nijak vyrazné variabilni (Tab. 7).

Tab. 7.: Vysledky frekvencni analyzy lokusu CLOCK. k = pocet alel; N = pocet jedinc(i; HObs = pozorovand

heterozygotnost; HExp = ocCekdvand het erozygotnosti

CLOCK druh k N HObs HExp
Erithacus rubecula 1 26 0 0
Oreocossypha isabellae 4 33 0,121 0,403
Ficedula albicollis 2 20 0,05 0,05
Muscicapa adusta 2 20 0,05 0,05
Chloris chloris a4 24 0,25 0,264
Linurgus olivaceus 3 32 0,563 0,585
Serinus serinus 3 24 0,333 0,368
Crithagra burtoni 1 24 0 0
Passer domesticus 1 24 0 0
Passer griseus 1 34 0 0
Turdus merula 2 24 0,083 0,082
Turdus pelios 4 33 0,394 0,47
Locustella luscinioides 2 24 0,167 0,156
Bradypterus lopezi 2 22 0,045 0,045
Sylvia atricapilla 3 24 0,333 0,324
Sylvia abyssinica 2 24 0,25 0,454
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Hodnoty allelic richness CLOCK lokusu se nejvice liSily mezi tropickym a temperatnim druhem
v Celedich Fringillidae (Serinus serinus, Crithagra burtoni), Turdidae a podceledi Cossyphinae (Graf 3).

U Celedi Passeridae a Sylviidae se hodnoty mezi druhy vibec nelisily.

Allelic richness

mtemperat W tropy

Graf 3: Hodnoty allelic richness lokusu CLOCK jednotlivych tropickych a temperdtnich druha.



NPAS2

Frekvencni analyza ukdazala velice nizkou variabilitu lokusu NPAS2 (Tab. 8). Tento lokus byl
monomorfni u 6 druh(. U tfi temperatnich druhd, Chloris chloris, Serinus serinus, Locustella
luscinioides a tii tropickych druhd, Crithagra burtoni, Turdus pelios a Bradypterus lopezi. Ctyfi
z téchto druh jsou si ptibuzni — Locustella luscinioides a Bradypterus lopezi, Serinus serinus a

Crithagra burtoni. Na NPAS2 lokusu se ukazala nizkd mira heterozygotnosti.

Tab 8.: Vysledky frekvencni analyzy lokusu NPAS2. k = pocet alel; N = pocet jedinci; HObs = pozorovand

heterozygotnost; HExp = oCekdvand heterozygotnosti

NPAS2 druh k N HObs HExp
Erithacus rubecula 3 26 0,115 0,112
Oreocossypha isabellae 4 33 0,333 0,572
Ficedula albicollis 2 20 0,3 0,467
Muscicapa adusta 2 20 0,3 0,467
Chloris chloris 1 24 0 0
Linurgus olivaceus 2 32 0,219 0,198
Serinus serinus 1 24 0 0
Crithagra burtoni 1 24 0 0
Passer domesticus 4 24 0,667 0,673
Passer griseus 4 34 0,412 0,42
Turdus merula 2 24 0,125 0,12
Turdus pelios 1 33 0 0
Locustella luscinioides 1 24 0 0
Bradypterus lopezi 1 22 0 0
Sylvia atricapilla 2 24 0,042 0,042
Sylvia abyssinica 2 24 0,042 0,042
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Hodnoty allelic richness NPAS2 lokusu se ukdzaly mirné vyssi nebo stejné pro tropické druhy

oproti temperatnim druhlm, vyjimkou byly druhy z ¢eledi Turdidae (Graf 4).
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Graf 4: Hodnoty allelic richness lokusu NPAS2.



CREB1
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Variabilita CREB1 lokusu je vyrazné vyssi nez predeslé dva lokusy (Tab. 9). Tento lokus je monomorfni

pouze u jednoto druhu a tim je Bradypterus lopezi. Vyrazné variabilnéjsi oproti jinym druhlm byl

tento lokus u druh( Oreocossypha isabellae, kde se naslo 13 alel a Passer domesticus, kde se naslo 14

alel. U druhu Passer domesticus byla u tohoto lokusu nalezena i vysoka mira heterozygotnosti.

Tab. 9.: Vysledky frekvencni analyzy lokusu CREBI. k = pocet alel; N = pocet jedincti; HObs = pozorovand

heterozygotnost; HExp = oc¢ekdvand heterozygotnosti

CREB1 druh k N HObs HExp
Erithacus rubecula 8 26 0,538 0,773
COreocossypha isabellae 13 33 0,606 0,877
Ficedula albicollis 5 20 0,55 0,679
Muscicapa adusta 5 20 0,55 0,679
Chloris chloris a4 24 0,375 0,445
Linurgus olivaceus 3 32 0,125 0,175
Serinus serinus 3 24 0.5 0,612
Crithagra burtoni 2 24 0,125 0,12
Passer domesticus 14 24 0,875 0,918
Passer griseus 9 34 0,765 0,863
Turdus merula 2 24 0,458 0,403
Turdus pelios 5 33 0,394 0,525
Locustella luscinioides 4 24 0,667 0,648
Bradypterus lopezi 1 22 0 0
Sylvia atricapilla 6 24 0,583 0,599
Sylvia abyssinica 4 24 0,625 0,629
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Geneticka diverzita lokusu CREB1 byla u vétsiny temperatnich druhd vyssi nez u tropickych.

Vyjimkou byli dvé skupiny, Cossyphinae a Turdidae (Graf 5).
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Graf 5: Allelic richness CREB1 lokusu u tropickych a temperdtnich druhd.



SERT
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Lokus SERT byl monomorfni u dvou temperatnich druhd, Erithacus rubecula a Sylvia atricapilla (Tab.

10). U tropickych druh( byl tento lokus alespori do urcité miry polymorfni, ale celkové nevykazoval

vysokou variabilitu. Tento lokus mél v prilimérné i nizkou miru heterozygotnosti, vyjimkou byla Chloris

chloris.

Tab. 10: Vysledky frekvencni analyzy lokusu SERT. k = pocet alel; N = pocet jedinct; HObs = pozorovand

heterozygotnost; HExp = oCekdvand heterozygotnosti

SERT druh k N HObs HExp
Erithacus rubecula 1 26 0 0
Oreocossypha isabellae 3 33 0,303 0,363
Ficedula albicollis a 20 0,25 0,406
Muscicapa adusta 4 20 0,25 0,406
Chlaoris chloris 5 24 0,667 0,612
Linurgus olivaceus 3 32 0,313 0,28
Serinus serinus 5 24 0,208 0,27
Crithagra burtoni a4 24 0,333 0,741
Passer domesticus 2 24 0,042 0,042
Passer griseus 3 34 0,029 0,086
Turdus merula 4 24 0,375 0,361
Turdus pelios 3 33 0,121 0,117
Locustella luscinioides 3 24 0,083 0,082
Bradypterus lopezi 2 13 0 0,271
Sylvia atricapilla 1 24 0 0
Sylvia abyssinica 3 24 0,167 0,159



Geneticka diverzita lokusu SERT se hodné liSila mezi dvojicemi temperatnich a tropickych

druh( (Graf 6).
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Graf 6: Hodnoty allelic richness u tropickych a temperdtnich druh( lokusu SERT.
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ADCYAP1

ADCYAP1 lokus byl nejvice variabilni z kandidatnich lokus( (Tab. 11). Tento vysledek je v souladu
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s predeslymi studiemi. VSechny druhy byly polymorfni. U nejméné variabilnich druhd pro tento lokus,

Crithagra lopezi, Bradypterus lopezi a Sylvia atricapilla, jsem nasla 4 alely. Serinus serinus byl nejvice

variabilni se 12 alelami. Tento lokus vykazoval vysokou miru heterozygotnosti.

Tab. 11: Vysledky frekvencni analyzy lokusu ADCYAPI. k = pocet alel; N = pocet jedinctl; HObs = pozorovand

heterozygotnost; HExp = oCekdvand heterozygotnosti

ADCYAP]1 druh k N HObs HExp
Erithacus rubecula 7 26 0,423 0,474
Oreocossypha isabellae ] 33 0,545 0,543
Ficedula albicollis 7 20 0,65 0,758
Muscicapa adusta 7 20 0,65 0,758
Chlaoris chloris 7 24 0,833 0,778
Linurgus olivaceus 9 32 0,938 0,817
Serinus serinus 12 24 0,667 0,824
Crithagra burtoni a4 24 0.5 0,593
Passer domesticus 10 24 0,833 0,814
Passer griseus 9 34 0,441 0,802
Turdus merula 8 24 0,708 0,746
Turdus pelios 7 33 0,455 0,51
Locustella luscinioides 9 24 0,792 0,762
Bradypterus lopezi 4 22 0,636 0,623
Sylvia atricapilla 6 24 0,75 0,716
Sylvia abyssinica 4 24 0,5 0,66



Geneticka diverzita lokusu ADCYAP1 byla relativné podobna u vsech dvojic

zkoumanych druht (Graf 7). Vyjimkou byly dvé skupiny, Fringillidae 2 a Locustelllidae, které

vykazovaly vyraznéjsi rozdil mezi tropickym a temperatnim druhem.
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Graf 7: Hodnoty allelic richness lokusu ADCYAP1.
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Randomizacni testy

Jednostranné randomizacni testy ukazaly, Ze geneticka diverzita kandidatnich lokust temperatnich
druhd ptakd neni vyrazné nizsi nez diverzita téchto lokus( u tropickych druhd. Predpoklad, Ze by
vlivem stabilizujici selekce mélo dochazet ke sniZzovani diverzity v lokusech spojenych s biorytmy se
tedy nepotvrdil (Graf 8). Zadny z lokus® nebyl signifikantné variabilngj$i u tropickych druh. Druhy se

signifikantné nelisili ani v heterozygotnosti (gene diversity, Graf 9).
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Graf 8: Srovnadni allelic richness metodou jednostranného randomizacniho testu.
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Graf 9: Srovndni gene diversity metodou jednostranného randomizacniho testu.
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Tab. 12: Frekvence privdtnich alel u tropickych a temperdtnich druhd.

Nizka frekvence privatnich alel u tropickych a
temperatnich druhd je velice nizkd a tedy tyto dvé
skupiny nemlzeme rozfazovat na zakladé diferenciace
v téchto kandidatnich genech (Tab. 12). Privatni alela
175 u lokusu NPAS2 byla nalezena pouze u jednoho

druhu a tim je Ficedula albicollis.

populace lokus alela frekvence
temp Clocka 105 0,005
temp Clocka 126 0,123
temp Clocka 128 0,131
temp NPASZA 175 0,153
temp MNPAS2A 181 0,003
temp Creblh 259 0,003
temp CreblA 264 0,003
temp Creblh 299 0,058
temp CreblA 301 0,063
temp Creblh 303 0,008
temp Crebla 305 0,005
temp Creblh 312 0,003
temp SERTA 330 0,005
temp ADCYAP1A 148 0,003
temp ADCYAP1A 171 0,058
temp ADCYAPLA 175 0,025
temp ADCYAP1A 178 0,013
temp ADCYAP1A 178 0,013
temp ADCYAP1A 179 0,003
temp ADCYAPLA 180 0,053
temp ADCYAPLA 181 0,003
temp ADCYAPLA 182 0,088
temp ADCYAPLA 134 0,005
tropy Clocka 108 0,025
tropy Clocka 109 0,003
tropy Clocka 115 0,010
tropy  NPAS2A 159 0,003
tropy  CreblA 263 0,003
tropy  CreblA 265 0,003
tropy  CreblA 271 0,013
tropy CreblA 273 0,003
tropy  CreblA 275 0,106
tropy CreblA 290 0,005
tropy  CreblA 2594 0,038
tropy  SERTA 304 0,003
tropy SERTA 307 0,128
tropy SERTA 310 0,035
tropy SERTA 321 0,111
tropy ADCYAP1LA 152 0,003
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Korespondencni analyza a analyza hlavnich koordinat ukazala, Ze pti srovnani tropickych a
temperatnich druht jakoZto populaci nevidime genetickou strukturu. Tropické a temperatni druhy

vvs

netvofi blizsi klastry (Graf 10).

Principal Coordinates (PCoA)

COORD. 1

Graf 10: Analyza hlavnich koordinat neukazala rozdéleni jedincl na tropické a temperatni

druhy.
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Graf 11: Korespondencni mapa skupin tropickych a temperdtnich druhi na zdkladé kandiddtnich gend.

Korespondencni mapa nam ukazuje, Ze tropické a temperatni druhy netvofti vzajemné si blizsi
skupiny na zakladé kandidatnich gen(. Vybocujici skupinou je Ficedula albicollis s privatni alelou na

lokusu NPAS2 (Graf 11).



Carpodacus erythrinus

Frekvencni analyza (program GeneAlEx) genotypl kandidatnich gen( hyla rudého odhalila nizky
pocet a frekvenci privatnich alel u obou populaci (Tab. 13). Nejvice privatnich alel bylo nalezeno na

lokusu ADCYAP1. Na tomto lokusu se nachdazely 4 privatni alely u populace C. e. erythrinus a 3
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privatni alely u populace C. e. kubanensis. Nejfrekventovanéjsi privatni alelou byla ADCYAP1 alela 167

s frekvenci vyskytu 0,047 coZ odpovida 4 alelam z 86. Vzacnost privatnich alel naznaduje, Ze
zkoumané lokusy nebudou tim fidicim mechanismem stojicim za rlznymi tahovymi trasami hyla

rudého. Celkova frekvence alel kandidatnich genli se mezi danymi populacemi vyrazné nelisi (Graf

12).

Tab. 13: Frekvence privadtnich alel kandiddtnich gent dvou populaci hyla rudého. CZG = C. e. erythrinus; BulTur =

C. e. kubanensis

populace lokus alela frekvence
CZG SERTA 322 0,023
CZG ADCYAPLA 154 0,012
CZG ADCYAPLA 162 0,012
CZ5 ADCYAP1A 167 0,047
CZ5 ADCYAP1A 169 0,012
BulTur ClockA 117 0,019
BulTur CreblA 268 0,019
BulTur SERTA 323 0,015
BulTur SERTA 329 0,019
BulTur ADCYAPLA 153 0,019
BulTur ADCYAP1A 160 0,019
BulTur ADCYAP1A 164 0,019
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Graf 12: Frekvence alel jednotlivych kandiddtnich lokusi u dvou populaci hyla rudého.



Z vysledk( korespondencéni analyzy genotypl kandidatnich lokust mlzZeme vidét, Ze dvé
populace hyla rudého v téchto lokusech nelisi (Graf 13). Tato analyza slouzi spiSe jako zobrazovaci

metoda a pro prlikaznost pozorované patrnosti bylo potifeba vysledek ovérit.
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Graf 13: Graf zobrazujici vysledky korespondencni analyzy kandiddtnich gent u hyla rudého. Zlutou barvou jsou

zndzorneéni jedinci patrici k poddruhu C.e.erythrinus, modrou barvou pak jedinci patrici k poddruhu
C.e.kubanensis.

Vysledek jsem ovérila metodou vypoctu Fst a analyzou molekuldrni variance (AMOVA).

Parové Fst populaci hyla rudého signifikantné neprokazalo Zadnou vyznamnou genetickou
diferenciaci (p > 0,05) mezi dvéma poddruhy u kandidatnich lokusG (Tab. 14). Fst hodnota u

neutralnich mikrosatelitd byla sice nizk3, ale prlikazné se liSila od nuly (p <0,05). Geneticka diverzita

neutralnich mikrosatelit(i dvou populaci hyla rudého byla vysvétlena v 1% rozdilnosti mezi
populacemi (Graf 14).

Tab. 14: Hodnoty Fst pro jednotlivé lokusy a celkové pro kandidadtni geny (KG) a neutrdlni mikrosatelity (NM)
ziskané pdrovym testovdnim.

Clock MNPAS2 Crebl SERT

ADCYAP1 KG MM
Fst 0,021 0,002 -0,017 -0,013 -0,007 -0,002 0,009
p - hodnota| 0,091 0,404 0,992 0,914 0,760 0,549 0,016
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Graf 14: Zobrazeni rozloZeni genetické diverzity v ramci zkoumanych populaci hyla rudého.

Grafické zobrazeni vysledk( Bayesidanské admixture analyzy z programu Structure potvrzuje
vysledek, Ze se tyto dvé populace geneticky nelisi ve sledovanych kandidatnich lokusech (Graf 15).
Graf zobrazuje pravdépodobnost, Ze jedinec patti do dané populace. Zde vidime, Ze program neni

schopen jedince rozdélit do dvou skupin na zédkladé genetické diverzity.

Graf 15: Grafické zobrazeni pravdépodobnosti prislusnosti jedinct k jednotlivym populacim.
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Vysledky korespondencni analyzy neutrdlnich mikrosatelitl ukazuji, Ze zkoumani jedinci

vykazuji populaéni strukturu zakladé jejich genetické diverzity neutralnich mikrosatelit( (Graf 16).
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Graf 16: Korespondencni mapa zobrazujici blizkost jedincii obou populaci hyla rudého. Zlutou barvou jsou

zndzornéni jedinci patrici k poddruhu C.e.erythrinus, modrou barvou pak jedinci patfici k poddruhu
C.e.kubanensis.

Stejny vysledek se potvrdil i v programu Structure (Graf 17).

Graf 17: Grafické zobrazeni pravdépodobnosti prislusnosti jedincu k jednotlivym populacim.

Shrnuti vysledkd

Ve své prdci jsem se snazila ovérit predpoklad, Ze temperatni druhy budou mit oproti druhdm
tropickym sniZenou variabilitu v genech souvisejicich s na¢asovanim cirkanualniho cyklu a s migraci.
Vysledky randomizacénich oboustrannych testl neutralnich mikrosatelitl ukazaly signifikantné

snizenou allelic richness i gene diversity u tropickych druh(. Jednostranné randomizacni testy lokus(

kandidatnich gen( neukazaly signifikantné snizenou variabilitu u temperatnich druh.
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V druhé casti své prace, ve které jsem se zabyvala dvéma populacemi hyla rudého, jsem
zjistila, Ze tyto dvé populace se geneticky signifikantné nelisi ani na lokusech kandidatnich gent, ani

na lokusech neutralnich mikrosatelita.
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Diskuze

V poslednich letech se hodné studovanym tématem staly biorytmy a geny s nimi spojené. Asociacéni
studie se zamérovaly na kandidatni geny, které se s danymi vlastnostmi spojuji. Studovany byly jak
druhy chované v zajeti, tak druhy Zijici volné. Vztahy geni a behavioralniho fenotypu volné Zijicich,
nemodelovych organismu bylo mozné diky tomu, Ze si geny zachovavaiji svou funkci i u fylogeneticky
velmi vzdalenych linii (Fitzpatrick et al., 2005). Nékteré asociacni studie vysvétlovaly vysledny fenotyp
vlivem jedné alely. Napftiklad u vlastovek obecnych bylo zpoZzdéni odletu na hnizdisté a tedy opozdéni
celého hnizdéni spojovano s delsi alelou na CLOCK lokusu. Jiné studie spojovaly délku Clock alel

s geografickym rozsifenim a tim souvisejicim nacasovanim odletu na hnizdisté. Vysvétlovaly délku alel

jednoho lokusu jako adaptaci k véasnému odletu na hnizdisté v zavislosti na latitudé. Asociacni studie

byly ve svych vysledcich velmi nekonzistentni.

Diverzita tropickych a temperatnich druh(

Pro srovnani diverzity tropickych a temperatnich druh( jsem ziskala genotypy skoro 500 jedincli z 6
Celedi. Studovanymi tropickymi druhy byly Linurgus olivaceus, Crithagra burtoni, Oreocossypha
isabellae, Muscicapa adusta, Passer griseus, Turdus pelios, Sylvia abyssinica a Bradypterus lopezi.
Mezi studované temperatni druhy jsem zaradila druhy Chloris chloris, Serinus serinus, Erithacus
rubecula, Ficedula albicollis, Passer domesticus, Turdus merula, Sylvia atricapilla a Locustella
luscinioides. Nejprve jsem provéfila, jak se lisi geneticka variabilita lokust neutralnich mikrosatelit(
mezi tropickymi a temperatnimi druhy. K tomu jsem vyuZila oboustranné randomizacni testy
programu FSTAT. Nalezla jsem u tropickych druh( nizsi genetickou diverzitu neutralnich

mikrosatelitd.

Frekvence alel

Nejcastéji studovanym kandidatnim genem v souvislosti s biorytmy byl CLOCK. Na tomto
lokusu jsem nasla celkové nizkou miru polymorfismu. Pocet alel se pohyboval od 1 do 5. Monomorfni
byl tento lokus u 4 druhU (Erithacus rubecula, Crithagra burtoni, Passer domesticus, Passer griseus). U
péti druh( jsem nasla pouze dvé alely (Ficedulla albicollis, Muscicapa adusta, Turdus merula,
Locustella luscinioides, Bradypterus lopezi a Sylvia abyssinica). Pozorovana heterozygotnost byla také
v priiméru nizka. Tato zjisténi odpovidaji udajam predeslych studii (Bazzi et al., 2015; Caprioli et al.,

2012; Chakarov et al., 2013; Dor, Lovette, et al., 2011; Johnsen et al., 2007; Liedvogel & Sheldon,
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2010). Naopak u druhl Cyanistes caeruleus a Luscinia svecica (Johnsen et al., 2007), Saxicola rubetra
(Saino et al., 2015) a Junco (Peterson et al., 2013) byl nalezen podstatné vyssi pocet alel, dokonce az
9. U druhu Sylvia atricapilla nalezli Jakob C. Mueller et al., (2011) 8 alel na CLOCK lokusu, zatimco

v mé praci jsem objevila pouze 3 alely. DalSim genem studovanym v souvislosti s biorytmy je NPAS2.
U tohoto genu jsem zjistila jesté mensi variabilitu nez u predesiého lokusu. Pocet alel se pohyboval
od 1 do 4, ale nejcastéji byl lokus monomorfni nebo se 2 alelami. Tato zjisténi souhlasi s vysledky
studii délanych na druhu Sylvia atricapilla (Jakob C. Mueller et al., 2011) a Buteo buteo (Chakarov et
al., 2013). Naopak Tachycinetta bicolor (Bourret & Garant, 2015) a Phylloscopus trochillus (Bazzi et
al., 2017) méli v ptredchozich studiich vyssi pocet alel. U budnicka to bylo 5 alel, u vlastovky dokonce
7. Na CREB1 lokusu jsem, stejné jako pfedeslé studie (Bazzi et al., 2017; Bourret & Garant, 2015;
Chakarov et al., 2013; Jakob C. Mueller et al., 2011), nalezla velky rozptyl poctl alel u rGznych druhd.
U afrického druhu Bradypterus lopezi byl tento lokus monomorfni, zatimco Passer domesticus mél 14
alel na tomto lokusu. U druhu Sylvia atricapilla jsem nasla pouze 1 alelu na lokusu SERT, zatimco
studie Jakob C. Mueller et al., (2011) nalezli 3 alely. ADCYAP1 lokus byl v mé praci hodné polymorfni,
pocet alel se pohyboval od 4 do 12. Toto zjisténi souhlasi s pfedchozimi studiemi tohoto lokusu
(napf.: Bazzi et al., 2015; Chakarov et al., 2013; Peterson et al., 2013) M{zZeme tedy vidét, Ze pocty
alel se vyrazné lisi u riznych druhd, ale i vnitrodruhové. Nenasla jsem Zadnou patrnost variability u

migrantl na dlouhou vzdalenost.
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Snizena variabilita tropickych druh(

Predpokladala jsem vliv stabilizujici selekce na lokusech kandidatnich gen( souvisejicich s biorytmy u
temperatnich druhd ptak(, protoZe v prostredi v jakém tyto druhy Ziji a harmonogram jejich
Zivotniho cyklu je citlivy na nacasovani. Vlivem stabilizujici selekce by se tedy dala ocekavat u téchto
druhd sniZena geneticka variabilita v kandidatnich genech, protoze stabilizujici selekce upfednostriuje
pramérné fenotypy a z populace odstrarnuje fenotypy extrémni. Jednostranné randomizacni testy
genetické variability kandidatnich lokus(, kde jsem predpokladala nizsi genetickou variabilitu u
temperatnich druhd, tento mUj pfedpoklad nepotvrdily. Tato analyza nepftinesla signifikantni
vysledek. Kontrolni analyza neutralnich mikrosatelitl ukazala sniZeni genetické variability u
tropickych druhd, coZ by mohlo byt dlivodem, proc se nam nepodafilo nasi hypotézu potvrdit. Pfi
porovnavani mohlo snizeni celkové genetické variability u tropickych druh zastfit vliv stabilizujici
selekce u temperatnich druhd. SniZeni genetické variability mGze mit mnoho pficin, a proto musime
byt pfi interpretaci takovych vysledk( opatrni. SniZzeni genetické variability u tropickych druh( mohlo
byt zplisobeno chybou pfi sbéru dat, pokud byli genotypovani pfibuzni jedinci.Toto ale neni
pravdépodobna pricina, protoZe vzorky temperatnich druhl byly sbirdny podobnym zptsobem.
Snizeni genetické variability a heterozygotnosti v populaci mlze byt zplsobeno napfiklad
inbreedingem (Charlesworth, 2003). Ptaci v tropech maji nizsi populacni velikosti a ta je dal$im
faktorem ovliviiujicim genetickou diverzitu (Frankham, 1996). Geneticka variabilita mzZe byt
ovlivnéna i Zivotnim tempem danych organismd. Mutaéni rychlost je spojovana s rychlosti
metabolismu (Martin & Palumbi, 1993). Rychlost metabolismu je u ptakl spojovana s prostfedim, ve
kterém Zziji (Weathers, 1979). Tropické druhy ptak( maji nizsi bazalni metabolicky vydej (Bushuev et

.....

geneticka variabilita u tropickych druhd ptakl maze byt vysvétlena jejich zplsobem Zivota.

Tropické druhy, blizce pfibuzné druhiim temperatnim, jsou spise horské druhy a nizinné
tropické celedi nemaji vtemperatnim pasu vétsinou zadné zastupce. V horském prostredi funguje
sezona do urcité miry také. Dalsim faktorem, ktery miZe vyznamné prispivat k sezonnosti prostredi,
jsou obdobi destl. Ackoliv maji africké druhy delsi hnizdni obdobi, ¢asto i po cely rok, mize byt

hnizdéni ¢asovano v zavislosti na téchto obdobich (viz. Bradypterus lopezi).
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Carpodacus erythrinus

Dalsim zkoumanym druhem v mé praci byl hyl rudy. U dvou poddruh( hyla rudého byly nalezeny
odlisné tahové trasy, ackoliv aredl zimovisté byl totozny (Klvana et al., 2014). SnaZzila jsem se zjistit,
zda neobjevim vztah mezi genotypem kandidatnich gent a migracni trasou. Jedinci odchyceni

v Cechach a v Némecku patfili k poddruhu Carpodacus erythrinus erythrinus, zatim co jedinci
odchyceni v Bulharsku a Turecku patfili k poddruhu Carpodacus erythrinus kubanensis. Ve své praci
jsem ve zkoumanych vzorcich nasla populacni strukturu pouze na lokusech neutralnich mikrosatelitd.
Poddruhy se ale geneticky neliSily na kandidatnich lokusech. Rozdil mezi populacemi byl u
neutralnich mikrosatelitl sice maly, ale signifikantné nenulovy. Jasné vymezeni poddruhu C. e.
kubanensis bylo d¥ive potvrzeno na zékladé mitochondridlni DNA (Pavlova et al., 2005; Sagkovs3,
2010). Tento rozdil mdze byt zplsoben rychlejsi mutaéni rychlosti mitochondridlni DNA oproti
jaderné (Brown, George, JR., & Wilson, 1979). Ve své praci jsem se zabyvala mikrosatelitovymi
lokusy, které ackoliv se nachdazeji na jaderné DNA, vykazuji také vyssi mutacni rychlosti. Mutacni
rychlost mikrosatelitovych Usekd se mize rlznit i mezi alelami (Schlotterer, Ritter, Harr, & Brem,
1998; Whittaker et al., 2003). Pocty privatnich alel byly u jednotlivych populaci velmi malo
frekventované, coz by mohlo naznacovat, ze tyto poddruhy nejsou izolované a dochazi mezi nimi

k velkému toku gen(. Toto ale vyvraci studie Hunget al. , (2013), ktera na zakladé mitochondrialni
DNA a gen( vazanych na pohlavi nezjistila Zadny tok gent mezi poddruhy. U jinych druh( byly alely
spojovany primo s rozdilnym fenotypem. Napftiklad u vlastovky obecné bylo na¢asovani migrace
opozdéno u jedincl nesouci konkrétni alelu Q8 (Dor et al., 2011). Je tedy zvlastni, Ze u jedinc( s takto
odliSnym fenotypem nebyl nalezen Zadny vyznamny rozdil ve vyskytu alel. Velikost vzorkl se mezi
témito studiemi nelisila. Vliv genotypu na vysledny migrac¢ni fenotyp se zfejmé muize hodné lisit mezi
druhy. DalsSim mozZnym vysvétlenim tohoto vysledku je, Ze vybrané lokusy téchto gend nejsou zrovna
témi, které u tohoto druhu odpovidaji za vysledny migracni fenotyp. Zda se, Ze odhalit souvislosti
tykajici se tahovych tras hyla rudého nebude tak snadné. Podle pfipravované studie Lisovski et al. se
zd3, Ze stejné jako u severskych populaci (Stach et al., 2016), se tahova trasa hyll z Némecka liSi mezi
jarni a podzimni migraci, tedy jsou schopni nasledovat obé trasy. Toto schéma se nepotvrdilo u ¢eské
populace. Je mozné, Ze u hyll neni tahova trasa dana variabilitou genotypu, ale tfeba je fizena jinymi

epigenetickymi nebo environmentalnimi faktory.

Vysledek moji prace ukazuje na to, Ze fizeni migrace a biorytmu celkové bude velice komplexni

mechanismus, ktery nebude jednoduché rozkryt.
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Zavér

Tato préce se sestdvala ze dvou hlavnich ¢asti. V prvni ¢asti své prdce jsem se snazila ovéfit hypotézu,
Ze u temperatnich druht ptaka, které ziji ve vysoce sezénnich podminkach a podnikaji kazdoroéni
migrace na vzdalena zimovisté, jsou tyto geny pod vlivem stabilizujici selekce. Vliv stabilizujici selekce
jsme na tyto geny predpokladaly z toho divodu, Ze pokud jsou tyto geny zodpovédné za spravné
nacasovani migrace a jinych udalosti cirkanualniho cyklus, jsou pro tyto druhy Zivotné dualezité. Tedy
jsem predpokladala sniZzenou genetickou variabilitu na mikrosatelitovych lokusech kandidatnich gent
u temperatnich druhtd oproti druhlm tropicky. Tento vztah se nam neukazal, coz muize byt
zpUsobeno celkové snizenou genetickou variabilitou u tropickych druhl z nezndamého davodu.

V druhé ¢asti své prace jsem se zabyvala dvéma poddruhy hyla rudého, konkrétné stfedoevropskym
Carpodacus erythrinus erythrinus a vychodnim poddruhem Carpodacus erythrinus kubanensis. U
téchto dvou populaci bylo diky geolokdtorovym studiim zjisténo, ze se jejich tahové trasy lisi, ackoliv
aredl zimovisté je stejny. Snazila jsem se tedy zjistit, zda jsou tyto dvé populace geneticky odlisné na
lokusech kandidatnich gen(, které by méli s migraci souviset. Neobjevila jsem genetickou diferenciaci
na lokusech souvisejich s biorytmy. Nna lokusech neutralnich mikrosatelitl se ukazala slaba
populacni struktura. V dalSich pracich by bylo potfeba sledovat i dalsi mozné vlivy, které by mohly ve

spoluprdci s genotypem ovliviiovat vysledny fenotyp migracniho chovani.
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