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Abstrakt

Mikroorganismy jsou povazovany za vyznamny selekéni faktor ovliviujici Zivotni
strategie ptakli. Télni pokryv vcetné opefeni obyva Siroké spektrum bakterii, které
perzistuji se svym hostitelem v riznych interakénich vztazich. Dosud nejstudovanéj$ia u
vétSiny druhli prokdzana je skupina mikroorganismii rozkladajici keratin pera, které
mohou opefeni a jeho funkci naruSovat a svému nositeli tak zplisobit nemalé ztraty na
jeho fitness. Zda se tedy pravdépodobné, ze tyto peti degradujici bakterie a
mikroorganismy obecné¢ hraji vyznamnou roli pfi utvareni obrannych mechanism proti
jejich negativnimu pusobeni. Za jeden z nejvyznaméjSiobrannych mechanizmti chranici
opefeni proti ptisobeni mikroorganismi je deponace melaninovych pigmentt. PfedloZzena
diplomova prace se zabyva analyzou celkové bakteridlni zatéze v peti a jeho rezistenci
vici bakterialni degradaci u 47 druht ptakl odchycenych v afromontannich oblastech
zapadniho Kamerunu. Konkrétnim cilem prace bylo za pomoci molekularnich metod
stanovit rozdily v celkovém mnozstvi bakterii v opefeni u druht s riznymi zivotnimi,
pfedevSim potravnimi a reprodukénimi strategiemi. Zarovenn byla provedena
ptilochronologicka analyza kvality jejich opefeni a pomociin vitroexperimentu byla
testovana schopnost rydovacich per odolavat bakteridlni degradaci. Na zéklad¢ ziskanych
dat byl vyhodnocen vliv jednotlivych komponent Zivotnich strategii a historii na intenzitu
bakterialni zatéze v pefi, rychlost degradace a Uroven melanizace rydovacich per u
cilovych druhii ptakt. Intenzita bakteridlniho zatizeni v pefi nesouvisela s zddnym ze
zkoumanych faktort. Naopak z vysledki této studie vyplyva, Ze vnitrodruhova variabilita
v urovni melanizace pera je zdsadnim faktorem ovliviiujicim schopnosti pera odolavat
bakterialni degradaci a dale, Ze mira poskozeni pera, konkrétné intenzita ,,feather holes*
koreluje s deponaci melaninti v peru. Vysledky této prace jsou unikdtni a cenné
predev§im v tom, ze podobna komparativni studie na tropickych druzich ptakt doposud

neexistuje.
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Abstract

Microorganisms are considered to be a significant selective factor affecting bird's life
strategies. The body cover, including feather, is occupied by a wide range of bacteria that
are in their host in different interactions. Group of microorganisms degradate keratins of
feather is still most studied and most species of birds have them in feather. This feather
degrading bacteria can disrupt the wear and its function and thus cause great losses to its
fitness. Therefore, it seems likely that these feathers degrading bacteria and
microorganisms generally play a significant role in creating defence mechanisms against
their negative effects. One of the most important defence mechanisms to protect feathers
against the action of microorganisms is the deposition of melanin pigments. This diploma
thesis deals with the analysis of the total bacterial load in feathers and its resistance
against bacterial degradation in 47 species of birds trapped in afromontan areas of western
Cameroon. The specific aim of the thesis was to determine differences in the total number
of bacteria in plumage in species with different life strategies, especially feeding and
reproductive strategies. At the same time, the phtilochronological analysis of the quality
of the plumage was performed and in vitro experiments were tested for the ability to resist
against bacterial degradation. The impact of individual components of life strategies on
the intensity of bacterial load in feathers, the rate of degradation and the level of feather
melanisation in target species of birds was evaluated based on the obtained data. The
intensity of the bacterial load in feathers was not related to any of the examined factors.
In contrast, the results of this study show that intraspecific variability in melaninization
is a key factor influencing the ability to resist bacterial degradation, and that penetration
rate, in particular the "feather holes" correlates with penetration of melanins in the feather.
The results of this work are unique and valuable, especially since a similar comparative

study on the tropical bird species has not yet been established.

Key words: Feather microorganisms, plumage degradability, life strategies, tropics,
melanins
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Seznam pouzitych zkratek a pojmu
. PDB = pefti degradujici bakterie

. celkové bakterialni zatizeni = kvantitativni proménna pro veskeré

nalezené bakterie v pefi jedince, véetné¢ PDB
. FH =, feather holes* = drobné perforace v praporu pera

. GBW =, growth bar width* = §ifka rGstovych prouzkt vyjadiujici

rychlost rlstu pera

. qPCR = quantitative polymerase chain reaction =kvantitativni

polymeréazova fetézova reakce
. 16S rRNA

. CNCTC =,,Czech National Collection of Type Cultures* — Ceska
narodni sbirka typovych kultur

. TSA =, tryptone soya agar* — trypton sdjovy agar
. TSB =, tryptone soya broth* — trypton s6jovy bujon

. UV = ultrafialové zafeni



1. Uvod

Mikrobialni spolecenstvo obratlovcl 1ze povazovat za vyznamnou biologickou entitu,
v soucasné dobé vnimanou také v kontextu celistvého ,,organismu® ozna¢ovaného jako
holobiont, coz je oznaceni pro organismus hostici dalS§i organismy, piedev§im
mikroorganismy na nebo ve svém téle, dohromady tvofici celek (Zilber-Rosenberg,
2008). Neni tedy s podivem, ze tato koexistence mikroorganismt s hostitelem ma vysoky
selekéni potencidl a mize zasadné ovliviiovat jeho Zivotni strategie a historie. Usuzuje
se, ze jiz od druhohor, kdy se zacaly odstépovat a vyvijet prvni ptaci linie, zapocala také
koevoluce ptakli s mikroorganismy, které velmi pravdépodobné uz od prvopocatku
zasadné formovaly ontogenezi, chovani, fyziologii a funkci imunitniho systému ptaka
(Benson a kol., 2014). V soucasné dob¢ jsou k dispozici dikazy z fosilniho zdznamu o
tom, ze mikroorganismy méli, velmi pravdépodobné, zisadni vliv na zbarveni a
strukturdlni vlastnosti opefeni Archaeopteryxe.U vzorkli jeho per zkoumali
mikrostruktury a nasli melanosomy leZici mezi pernimi paprsky, stejné jako u recentnich
druhti ptakt (Carney a kol., 2012; Moyer a kol., 2014). Melanosomy jsou intracelularni,
membranoveé vazané organely, kde je syntetizovan a skladovan melaninovy pigment
(Marks a Seabra, 2001), ktery slouzi mimo jiné k ochrané pefi proti plsobeni
mikroorganismii. Obecné jsou interakce mezi mikroorganismy a jejich hostiteli slozité a
Casto zahrnuji vztahy na urovni mutualismu, komenzalismu ¢i parazitismu (Ventura a
kol., 2009). Tyto interakce se mohou ménit v zavislosti na podminkéch prosttedi bud’
hostitele nebo mikroorganismi (Sorci, 2013). Nékteré mikroorganismy mohou byt
parazity ¢i patogeny, pokud je vnimame samostatné, ale ve vhodném prostfedi mohou
produkovat antimikrobialni latky proti jinym patogennim mikroorganismtim (Cash a kol.,
2006).

Mikroorganismy zijici v symbidze s obratlovci, patii do skupin Archea a
Eubacteria (Bang a Schmitz, 2015). Né&které studie o ptacich symbiotickych
mikroorganismech zahrnuji kvasinky a houby (napt. Grizard a kol., 2014), zatimco jiné
omezuji svilj vyzkum na nékolik zndmych zastupcti enterobakterii (napt. Kurzak a kol.,
1998; Peralta-Sanchez a kol., 2014). Pta¢i komenzalni Archea jsou spojeny s ptaky, ktefi
je vyuzivaji pti stievni fermentaci rostlinné potravy (Wrede a kol., 2012). Nejsou znamé
zadné obratlov¢i patogeny z domény Archea, ackoli Eckburg a kol. (2003) navrhuje jejich
existenci. Pta¢i symbiotické Eubacteria zahrnuji napiiklad zéastupce zkment

Actinobacteria (napt. Micrococcusspp.), Bacteroidetes (Bacteroidesspp.), Firmicutes



(Clostridiumspp., Bacillusspp.), Mollicutes (Mycoplasma spp.) a Proteobacteria
(Enterobacter spp., Escherichia coli; Lu a kol., 2008; Soler a kol., 2011; Su a kol., 2014;
Waite a Taylor., 2014). Tito zastupci eubakterii jsou pro svého hostitele bud'to prospésné,
patogenni nebo maji prozatim se svym hostitelem nezndmé ¢i neobjevené funkéni vztahy
a interakce.

Kromé intestindlniho mikrobiomu (Kreisinger a kol., 2015, 2017) je u ptaka
v soucasné dob¢ vénovana nejvetsi pozornost studiu mikrocendz, nalézajicich se v petia
uropygialni zlaze. Tyto mikrocendzy vykazuji pomérné vysoky stupen diverzity (Burtt a
Ichida, 1999; Shawkey a kol., 2003, 2005; Whittaker a kol., 2005; Verea a kol., 2014;
Dille a kol.,2016; Ruiz-Gonzalez a kol., 2016; Kent a Burtt, 2016), ktera je pfisuzovana
zejména vysokému stupni ptaci disperze spojené se schopnosti letu (Burtt a Ichida, 1999;
Shawkey a kol., 2005; Bisson a kol., 2007, 2009). Z téchto bakterii jsou nckteré
symbiotické a produkuji prospésné antimikrobialni latky (napt. Enterococcus spp.; Ruiz-
Rodriguez a kol., 2009; Martinez-Garcia a kol., 2015), zatimco jiné jsou patogenni a
bud’to vyvolavaji vnitini infekce (review Hubalek, 2004; Benskin a kol., 2009) nebo
enzymaticky travi keratin, zadkladni stavebni jednotku pera (tzv. keratinolytické bakterie;
Ramnani a kol., 2005). Degradace ptaciho opefeni keratinolytickymi bakteriemi byla
prokazana jak vin vitro experimentech (Ichida a kol., 2001; Ramnani a kol., 2005; Ruiz-
Rodriguez a kol., 2009), tak v podminkach in vivo (napt. Czirjék a kol., 2013; Giraudeau
a kol., 2013; Leclaire a kol., 2014). Tato skupina bakterii je obecné oznacovana jako peti

degradujici bakterie (dale jen PDB).
Peri degradujici bakterie

Jak bylo naznaceno vySe, nejvétsi pozornost byla u ptaktt doposud vénovana peti
degradujicim bakteriim, vyskytujicim se pfirozené v pefi ptaki.

Prestoze incidence PDB napii¢ pta¢imi taxony nebyla doposud detailné
studovana, v recentni komparativni studii porovnavajici na zaklad¢ kultiva¢nich metod
pfitomnost PDB u 3548 jedinci nalezici k 154druhtim ptakt napfic riznymi
taxonyodhalila pfitomnost PDB u 39% zkoumanych druhii (Kent a Burtt, 2016).Nejvetsi
abundance PDB byla nalezena v pefi druht hledajicich potravu na zemi, coz je prostiedi
s nejveétsim prokazanym zastoupenim PDB (Bach a kol., 2011) Podobn¢ druhy obyvajici
vodni prostfedi mély vice PDB neZ ostatni porovnavané gildy v jedné z klicovych

studiich Burtt a Ichida (1999).

10



Vysledky nejnovéjsi studie ukazuji, ze druhy hledajici potravu na zemi mély
velmi podobny vyskyt PDB jako druhy lovici potravu za letu ve vzduchu a druhy sbirajici
potravu na listech. Nicméné druhy hledajici potravu na stromech a nektarivorni druhy
vykazovaly mensi mnozstvi PDB v porovnani s ostatnimi druhy (Kent a Burtt, 2016).
V detailni studii mikrobiomu nachazejiciho se v pefi temperatnich druhi ptaka, zalozené
na pyrosekvenacni analyze eubakteridlni 16S rRNA, byl vyskyt keratinolytickych
bakterialnich rodt detekovan primarné u dutinoveé hnizdicich druhti ptaki, zatimco mensi
podil téchto rodl byl nalezen pro ptaky hnizdici v otevienych hnizdech (Javurkova a kol.,
nepublikovanad data; viz Obrazek 1).
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Obriazek 1: Podil (%) bakteridlnich rodt detekovanych v pefi vybranych temperatnich
druht pévcetl s prokdzanym keratinolytickym ¢i bakteriociny produkujicim

potencialem (Javurkova a kol., nepublikovana data).

Diky schopnosti rozkladat keratin, tvofici zakladni stavebni jednotku pera,
mohou PDB zasadné ovliviiovat jeho kvalitu (viz napt. Burtt a Ichida, 1999; Gunderson
a kol., 2008).Bylo prokézano, ze PDB hraji zdsadni roli v evoluci ptac¢iho zbarveni, které
je zaroven pod silnou sexudlni selekci tim, Ze zdsadné ovliviiuji signalni potencial opeteni
(napf. Goldstein a kol., 2004; Shawkey a kol., 2007; Gunderson a kol., 2009; Leclaire a
kol., 2014; Ruiz-Rodriguez a kol., 2015; ale viz Jacob a kol., 2014). PDB mohou hrat roli
také v nacasovani pelichani (Gunderson a kol., 2008), v intenzit¢ péce o opefeni

potiranim sekrety z uropygialni zlazy (Leclaire a kol, 2015) ¢i dokonce
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v pravdépodobnosti stat se kofisti predatora (Moller a kol., 2012).Kromé toho, vysoka
abundance PDB narusuje funkci pefi tim, Ze zptisobuje jeho strukturalni poSkozeni (Fiilop
a kol., 2016), coz miize v kone¢ném duasledku vést ke snizeni tepelné izolace (Brush,
1965; Booth a kol., 1993) ¢i schopnosti letu (Swaddle a Witer, 1997). Z vySe uvedené¢ho
je zfejmé, ze keratinolytické bakterie vytvafeji vyznamny selekéni tlak na ptaciho
hostitele, pro kterého je velmi dilezit¢ zdokonalovat své mechanismy eliminujici

pusobeni PDB, které mu pomahaji 1épe prosperovat a mit vyssi celkové fitness.
Mechanismy ovliviiujici negativni vliv pisobeni PDB
1.2.1 Zbarveni opereni

Jeden z dtlezitych obrannych mechanismt ptac¢iho opefeni proti ptisobeni PDB je jeho
zbarveni. PfedevS§im deponace melaninu do integumentu je napfi¢ obratlovci hojné
vyuzivanou obrannou strategii proti pisobeni vnéjSich podminek. U ptakid je mnoho
studiiin vitropoukazujicich na to, Ze tmavé, melanizované peti vice odolava bakterialni
degradaci zptisobené PDB nez svétlé, nemelanizované pefi (Goldstein a kol., 2004;
Gunderson a kol., 2008). Ruiz-de-Castanieda a kol. (2011) ve své studii zkoumali rozdily
v degradabilit¢ pera mezi melanizovanou a nemelamizovanou ¢asti rydovaciho pera
lejska cernohlavého (Ficedula hypoleuca) a zjistili, Zze existuji mikrostrukturalni rozdily
v pfi€ném fezu pera. Vnitini mikrostruktury melanizovaného pera jsou §ir$i a tim padem
lépe odolnéjsi proti degradaci ¢i jinému, napt. mechanickému opotiebeni. AvSak nejen
melanin, ale napf. i karotenoidy deponované do opetfeni mohou chrénit pero pred
bakteridlni degradaci. Shawkey a kol. (2009) studovali barevnost per hyli mexickych
(Carpodacus mexicanus) a zjistili, ze Cervenéj$i samci maji v pefi méné PDB, ale témet
stejné mnozstvi celkového poctu bakterii pti porovnani s méné cervenymi samci. DalSim
typem barviv v pefi ptakl jsou psitakofulviny, které odpovidaji za Cervend, oranzova a
zluta zbarveni u papouski (Psittaciformes). Burtt a kol. (2011) vystavili papousci razné
barevné peti B. licheniformis a zjistili, Ze existuji rozdily v rezistenci pted degradaci
bakteriemi, coz naznacuje, Ze se barevné vzory mohly v ramci skupiny papouskil
vyvinout k odolnosti pfed bakteridlni degradaci kromé toho, Ze maji i zasadni roli v
komunikaci.

Fakt, Ze melanizace pera je zasadni faktor ovliviiujici jeho rezistenci vuci
bakterialni degradaci byl prokazan i ve studii Burtt a Ichida (2004), studujici rychlost

degradability opefeni PDB izolovanymi z pefi jedinct strnadce zpévného (Melospiza
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melodia), obyvajicich dva rizné habitaty (vlhky a suchy). Jedinci zijici v téchto rizné
humidnich habitatech zaroven vykazovali vysoky stupet polymorfismu v melaninovém
zbarveni opeteni. Zjistili, Ze opefeni z vice melanizovanych jedinct humidniho habitatu
odolavalo bakteridlni degradaci Iépe ale zarovenn PDB izolované z pefi téchto jedinct
mélo silnéjsi keratinolyticky potencidl, v porovnani s PDB z pefi jedinci, obyvajicich
sussi habitat. Tato studie tak potvrdila dva pfedpoklady. Prvni z nich je, Zze mikrocendzy
v peti ptakt véetné PDB lépe prosperuji v teplejSich a vlh¢ich habitatech (viz také Burtt
a Ichida, 1999) a druhy, Ze ve vlhéich habitatech maji ptaci tmavsi zbarveni diky
deponovanym melanintim (Peele a kol., 2009), které jejich opeteni velmi pravdépodobné
chrani, mimo jiné i vi¢i bakterialni degradaci.

Ptéci své pefi pouzivaji také jako materidl pti stavbé hnizd. Vkladaji ho do hniz
z mnoho diivodil, jednim z tradi¢nich diivodt je termoregulace (Moller, 1991) nebo také
ochrana pted ektoparazity. Dulezité je celkové prosttedi v hnizd¢ a také zatizeni hnizda
mikroorganismy (Cook a kol., 2003,2005). Nejvice detekované bakterie v pefi patii mezi
rody Enterococcus, Staphylococcus (Parisien a kol., 2008), Streptomyces (Omura a kol.,
2001) a Bacillus (Burtta a Ichida, 1999; Gunderson, 2008). Tyto baktrie jsou znamy jako
producenti antibiotickych latek, proto mohou slouZzit jako ochrana pfed patogennimi
bakteriemi jako jsou Enterobacteriacea a Stahhylococcus, Casto se nachdzejici ve vejcich
mrtvych mlad’at (Bruce a Drysdale, 1994). Peralta-Sanchez a kol. (2010) testovali, jestli
rozdil mezi barvou per v hnizd¢ ovliviluje mikrocenozu celého hnizda, zejména pocet
mikroorganismii vyskytujicich se na skofapkach vajec u vlastovky obecné. Pfisli na to,
ze v hnizdech s experimentaln¢ vloZzenym bilym petfim bylo méné bakterii nez v téch
s tmavym opefenim. Pfi podobnych experimentech zkoumajici mikrobialni spolecenstvo
v hnizd¢ bylo zjiSténo, ze antimikrobialni aktivita byla vy$si v hnizdech s bilym pefim,
coz negativné¢ koreluje s bakteridlni denzitou. Tyto vysledky naznaluji, ze
antimikrobidlni vlastnosti mikroorganismi nachdzejich se v pefi ovliviiuji prostiedi
v hnizdé&, a dokonce i uspésnost lihnuti a tim padem celého rozmnozovaciho usili rodici
(Peralta - Sanchez a kol., 2014).

Je v8ak nutno podotknout, Ze krom¢ obrany pera pied jeho bakteridlni degradaci,
maji deponované melaniny zajist¢ mnoho dalSich funkci jako je napf. termoregulace
(Walsberg, 1983), socidlni signalizace (Griffith a kol., 2006), krypse (Zink a Remsen,
1986), ¢i melaniny pero zpeviuji a zlepsuji jeho odolnost proti mechanickému opotiebeni

(Bonser, 1995; Butler a Johnson, 2004).
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1.2.2 ,Preening“, wuropygialni Zzlaza a bakterie produkujici

bakteriociny

U jedinct jejichZ pefi obsahuje mensi mnozstvi melaninii mize jako kompenzace slouzit
zvétSena uropygidlni zlaza (Roulin, 2007), jejiz sekrety slouzi k ochrané ptaciho pefi.
Jako diikaz této myslenky, lze povazovat studii, kdy Giraudeau a kol. (2010) zablokoval
divokym kachndm (Anas platyrhynchos) piistup k sekretim umisténim cévky pies
uropygialni Zlazu a zjistil, Ze stav pefi se zhorsil u kachen s omezenym pfistupem k
sekretiim uz za tfi mésice.

Bakterie zijici symbioticky v uropygialni Zzlaze (zejména druh Enterococcus
faecalis, Martin-Platero a kol., 2006; Martin-Vivaldi a kol., 2009; Ruiz-Rodriguez a kol.,
2012, 2013) jsou ptéaky distribuovany spolu se sekrety uropygialni z1dzy do opefeni diky
,preeningu® (Shawkey a kol., 2003; Soler a kol. 2008; Moller a kol.,2009; Martin-Vivaldi
a kol., 2010), kde svému hostiteli udéluji rizné ekologické vyhody. V peti se tedy kromé
PDB vyskytuji také bakterie schopné produkovat bakteriociny (Javurkova a kol.,
nepublikovanéd data; ale viz Obrazek 1 vysSe), coz jsou latky pilisobici obdobné jako
antibiotika (Jacob a Ziswiler,1982). Bakteriociny jsou nejcastéji vyuzivany bakteriemi
k tomu, aby vytlacily ze spolecenstva své piibuzné kompetitory, cozZ mohou byt praveé
bakterie ptakovi Skodici (Strompfova a kol., 2003). Sekrety uropygialni z14zy mohou
vyrazné regulovat mnozstvi mikroorganismil (Jacob a kol., 1997; Shawkey a kol., 2003;
Soler a kol., 2008; Reneerkens a kol., 2008; Moller a kol., 2009) a dalSich ektoparazitii
bézné se vyskytujicich v pefi (Galvan a kol., 2008; Moreno-Rueda, 2010).

Bylo prokazéano, ze kromé téchto funkci, miize uropygialni zlazy ovlivnit také
predaci ptaki dravci a to tak, Ze antimikrobidlni sekrety dokazi redukovat mnozstvi PDB,
coz ve vysledku pravdépodobné vede ke zlepseni letovych schopnosti ptakt, kteii se tak
dokazi Iépe vyhnout predaci. Tuto skutecnost potvrdila studie o 56 ptacich druzich, které
jsou kofisti jesttaba lesniho (Accipiter gentilis) (Moller a kol., 2010). Sekrety uropygialni
zlazy dale chrani opeteni pfed mechanickym opotfebenim (Moreno-Rueda, 2011), mohou
ovlivitovat celkovy vzhled a intenzitu zbarveni opefeni, coz je dilezité predevSim ve
vnitrodruhové vizualni komunikaci (Lopez-Rull a kol., 2010). Zajisté také mohou slouzit
jako chemickeé signaly v ptaci intra - a inter-specifické komunikaci (Leclaire a kol., 2011;
Whittaker a kol., 2011; Soini a kol., 2007).

Udrzba opefeni je viak energeticky a Gasové naro¢na ¢innost (Moller, 1991;

Cotgreave a Clayton, 1994; Viblanc a kol., 2011). Nékolik studii prokazuje, Ze pfitomnost
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PDB a obecné mikroorganismt v pefi ovliviiuje trade-off mezi rodiCovskou péci a
udrzbou opeteni, coz mize zasadné ovliviiovat jeho reprodukéni uspéch (Burtt a Ichida,
1999; Muza a kol., 2000; Alt a kol., 2015). Ptaci obecné investuji méné do péce o sebe a
o své opefeni béhem rozmnozovaciho obdobi (Hails a Bryant, 1979; Partridge a Harvey,
1985). To mlze vést k nartistu zatizeni pefi jak mikroorganismy, tak ektoparazity a
naslednému zhorseni kvality opeteni (Jacob a kol., 1997; Burtt a Ichida, 1999). Pokud se
jedinci snazi tento negativni vliv eliminovat zvySenou péci o své opeteni, redukuji tim
investice do péce o potomstvo, coz pak ve vysledku vede ke snizeni jejich celkového

reprodukéniho uspéchu (Lucas a kol., 2005).
Pritomnost ektoparaziti v peri ptaku

Spolu s bakteriemi se v petia v hnizdech ptakt vyskytuji také spolecenstva ektoparaziti,
jako jsou pérovky (Ischnocera) z fadu vsi a vSenek (Phthiraptera; Price a kol., 2003) ¢i
rozto¢i (napt. ¢melikovec jizni Ornithonyssus bursa; Galvan a kol., 2008). Ptestoze
vyznam piitomnosti téchto ektoparazitii na fitness svych hostitelll neni doposud zcela
objasnén, v nekolika studiich se poukazuje na fakt, Ze mohou byt tito ektoparazité
zodpovédni za omezeni pritomnosti PDB a sniZeni jejich abundance, protoze se jimi Zivi
(Blanco a kol., 1997, 2001; Jovani a Blanco, 2000), ddle mohou mit jako potravu stary
sekret z uropygialni Zlazy a nebo detrit akumulovany na pefi, timto zpiisobem svému
hostiteli pomaéhaji mit lepsi opefeni a miizeme je povazovat za komenzaly ptaka (Soler a
kol., 2012).

Naopak, jiné studie zase naznacuji, ze pfitomnost téchto vybranych ektoparaziti
v petiptakll miize souviset s tvorbu jemnych perforaci v praporu pera, tzv. ,,feather holes*
(dale jen FH) a mohou tak zptisobovat mirné poskozeni opeteni. Napt. Vas a kol. (2008)
naznacuje, ze intenzita FH velmi pravdépodobné souvisi s pfitomnosti vSenek rodu
Brucelia spp. Mechanismy vzniku FH za spolutcasti ektoparaziti naznacuje ve své studii
Vagasi (2014). Ten udava jako piic¢inu vzniku téchto perforaci 3 mozné hypotézy. Prvni
z nich ptisuzuje vznik FH pravé vSenkam, jejichz vyskyt pozitivné koreluje s poctem FH
(Moller, 1991). Jednou z nich je tvorba FH u druhil ¢i jedinct vystavenych zvySenému
stresu, ktery zapfiCini zhorSené podminky béhem rlstu pera a ty se pak odrazi na jeho
kvalité¢ a zvySené perforaci praporu (Murphy a kol., 1989). Tieti hypotéza se zda byt
nejvice intuitivni, a to z divodu, Ze je vznik direk ptisuzovan pisobeni PDB. Ty mohou

keratin degradovat i u vodnich druhi ptakd (Vagasi, 2011), u kterych jiz vSenky
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detekovany nebyly a tim padem je u nich vyloucena moznost vzniku direk pomoci

vSenek.
Celkové bakterialni spolecenstvo v peri ptaki

Mikrobiom v pefi ptaki vSak netvoii pouze PDB, ale pomérné diverzifikovana, druhové
specificka spoleCenstva mikroorganismti (Shawkey a kol., 2005; Javurkova a kol,
nepublikovand data; ale viz Obrazek 2), kterd mohou mit pro svého nositele zasadni
vyznam (Moller a kol., 2012). Jedna nedavna studie zjistila, Ze ptaci pokusné vystaveni
vyS§imu zatizeni celkovym poctem kultivovanych bakterii vEetné PDB maji nizsi
imunitni odpovéd métenou PHA skin-swelling testem, zatimco ptaci vystaveni niz§imu
bakteridlnimu zatizeni pefi méli vy$8i schopnost usmrcovat bakterie v krvi, coZ je
hodnota métici schopnost eliminovat bakteridlni patogeny. U dalSich slozek imunitni
odpovédi jako je napt. hemaglutace nebyl nalezen efekt bakteridlniho zatizeni, lze tedy
fici, Zze bakterialni zatiZzeni opetfeni méa vyznamné fyziologické disledky (Leclaire a kol.,
2015).

Jak bylo naznafeno vySe, mikroorganismy jsou v pefi ptaki bézné, i kdyz
intenzity mikrobialniho zatizeni i diverzita mikrocendz je velmi variabilni, jak mezi druhy
(Burtt a Ichida, 1999; Saag a kol., 2011; Kent a Burtt, 2016; viz také Obrazek 2), tak
uvnitt druhtt (Moller a kol., 2009; Czirjak a kol., 2010; Fiilop a kol., 2016). Tyto rozdily
mohou byt ur¢eny jak jednotlivymi komponenty zivotnich strategii, tak ekologickymi
faktory, spojenymi s zivotnimi podminkami svych hostitelti (Burtt a Ichida, 1999; Saag a
kol., 2011; Kent a Burtt, 2016). Naptiklad mikrobiom v opefeni ptac¢ich druht je
nepochybné ovlivnén jejich potravnim stanovistém (Burtt a Ichida, 1999), pohlavim
(Saag a kol., 2011) ¢i sezonnimi rozdily nalezenymi v jejich potravnich stanovistich
(Burtt a Ichida, 1999). Evans a kol. (2017) obecné pfedpoklada, ze druhy povazované za
generalisty ¢i omnivory, jsou vice vystaveni Siroké Skdle bakteridlnich spolecenstvech,
zatimco vice potravné specializované druhy jsou vystaveny mnohem uzsi bakterialni
diverzité. Dale lze predpokladat, ze druhy, které kooperuji pti sbéru potravy, mezi sebou
sdileji bakterialni spolecenstvo s mnohem vétsi pravdépodobnosti nez druhy, které
vyhledéavaji potravu individuaIné. TotéZ by se dalo piedpokladat u druhti, u kterych samec

krmi samici v dob€ hnizdéni, kdy bude pravdépodobné dochéazet ke sdileni bakterii.
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Obrazek 2: Alfa diverzita mikroorganismi (po¢et OTUs a Shannoniv index)
detekovanych v pefi temperatnich druhi pévct liSicich se migracnimi
strategiemi (rezident vs. dalkovy migrant) a typem hnizdéni (oteviena
hnizda vs. dutiny). Data zalozena na pyrosekvenacni analyze 16S rRNA

(Javurkova a kol., nepublikovana data).

Predpokladané faktory s potencialem ovliviiovat mikrobiom

v peri ptaku
1.5.1 Efekt hnizdniho habitatu a typu hnizdéni

Habitat obecné ¢i lokalita hnizdéni je dulezity ekologicky faktor, ktery miize mit
vyznamny dopad na diverzitu a hustotu bakterii v pefi (Bisson a kol., 2007, 2009; Peele
a kol., 2009; Saag a kol., 2011). Lokalita hnizdéni mize do velké miry determinovat
intenzitu i diverzitu bakteridlniho spoleCenstva v pefi neptimo, diky ptidruzenym
mikroklimatickym podminkam jako jsou napf. teplota a vlhkost ovliviiujici rychlost
bakterialni proliferace (Stolp, 1988). Teplota patii mezi faktory ovliviiujici mikrobidlni
infekci také piimo. Experimentalni studie Theron a kol. (2003) demonstrovala vyssi pocet

bakterii na slepi¢ich vejcich exponovanych vyS$im teplotdim nez na vejcich
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exponovanych teplotdm niz§im. Avsak Cook a kol. (2003) poukazali na to, ze v
ptirodnich podminkach nesou vejce v chladném humidnim prostiedi vice bakterii na
skotapce nez vejce v teplych a suchych habitatech. Lze tedy ptredpokladat, ze v
ptirozenych podminkéch hnizdniho habitatu, teplota prostfedi plisobi na pfitomnost
mikroorganismil v hnizd¢. V t€sném vztahu s humiditou je i riziko proniknuti bakterii do
vnitinich struktur vejce (Ruiz-de-Castafieda a kol., 2011). Vlhkost mize ovliviiovat
srazeni vodnich par na povrchu skofdpky. S intenzitou srazek pozitivné korelovalo i
mikrobidlni zatizeni v hnizdnich dutinach Spacka obecnych (Sturnus vulgaris) (Berger a
kol., 2003). Dale bylo prokdzano, Ze rist a diverzifikaci mikroorganismi na skofapce jsou
podpoteny pritomnosti vody na povrchu vajec (Board, 1966; Board a Halls, 1973; Board
a kol., 1979). Je ziejmé, ze pro pravdépodobnost vyskytu mikroorganismui jsou zasadni
podminky hnizdniho mikroklimatu, pfedev§im teplota a humidita.

Protoze tropické oblasti nejsou limitovany vlhkosti, mikroorganismy tam
vykazuji vysokou diverzitu a abundanci a jejich rust a Sifeni neni limitovano tak jako
v temperatnich oblastech. To zplsobuje, Zze mikrobidlni zaté¢z sniSky v téchto
klimatickych podminkach roste spolu s dobou jeji expozice a rodice tak celi zhorSenym
podminkam pro sva mlad’ata (Cook a kol., 2003, 2005; Shawkey a kol., 2009).

Vliv na ptitomnost mikroorganismii v hnizd€ mize mit také typ hnizda a hnizdni
material (Godard a kol., 2007; Peralta-Sanchez a kol., 2012). Ptaci mohou cilen¢
ptizpisobit hnizdo podminkam prosttedi, tak aby vytvofili vhodné mikroklima pro rozvoj
embrya a nasledné pro rostouci potomky (Hansell, 2000). Nova hnizda kazdou hnizdni
sezoOnu si stavi vétsina ptaki, zatimco pouZzivani stejného hnizda nékolik sezon je vzacné
(Hansell, 2000; Wiebe a kol., 2007). Pro ptaky hnizdici v dutindch je ovSem dostupnost
novych mist pro umisténi snisky limitujici, ¢asto proto vyuzivaji dutiny a hnizda z minulé
sezony i pies riziko vysoké bakteridlni infekce (Clark a Mason, 1988; Walls a kol.,2012).
Wang a kol. (2011) prokézali, ze vejce nakladena do hnzdicich starSich budek méla
pocatecni mikrobialni zatizeni vyss$i nez vejce v novych budkach. Jednou z pficin vyssiho
bakterialniho zatiZeni na vejcich exponovanych ve znovu vyuzivanych dutindch mtze byt
tedy stafi hnizda (Wang a kol., 2011; Walls a kol., 2012). Oteviena hnizda postavené na
zemi nebo na stromech, jsou témét vzdy vystavena okolni vlhkosti a mohou byt vystavena
rapidnéjSim zménam a fluktuacim teplot. To vede k vyssi mife infekce vnitinich struktur
Spackli obecnych bylo také poukézano na to, Ze jedinci hnizdici ve svych dutinovych

hnizdech opakované, zabudovavali zelené rostliny do svého hnizda Sestkrat Castéji nez
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ptéci, ktefi si stavéli hnizda nova (Clark a Mason, 1985). Jako hnizdni materidl pouziva
mnoho druhti ptakt ¢asti Cerstvych zelenych rostlin (Sengupta a Sengupta, 1981). Toto
chovani Ize vysvétlit tak, Ze se ptaci snazi zabranit negativnimu vlivu parazitl a patogeni
v hnizd€. Rostliny jako je levandule ¢i mata pfinesené do hnizda sykory modfinky na
Korsice mély také negativni vliv na mnozstvi a diverzitu bakterii na téle mlad’at
(Mennerat a kol., 2009). Goodenough a Stallwood (2010) ukazali, ze odliSny hnizdni
materidl mize nést rozdilné mikroorganismy u dvou dutinové hnizdicich pévcu, sykote
konadfe a sykofe modfince. BéZné pouzivanym materidlem k vystylani hnizd je pefti
(Hansell, 2000). Pefi plni isola¢ni funkci a mimo té obsahuje mikroorganismy, které
mohou ovlivnit podminky v hnizdé¢ a kolonizovat vajecny povrch (Peralta-Sanchez a kol.,

2010), vice o této problematice viz kapitola.

1.5.2 Efekt pohlavi a stafi jedinci

RozmnoZovani znamend rizné aktivity, zpusobujici pfimou vyménu bakteridlnich
spolecenstev mezi Zivotnim prostfedim a rodi¢i. Dospéli ptdci mohou ziskat nekteré
bakterie z pudy (naptiklad pti shromazd’ovani hnizdniho materidlu ¢i pozdéji pti sbéru
potravy pro krmeni partnera ¢i mlad’at na hnizd¢). Jak jiz bylo zminéno, ptida je substrat,
ve kterém je velké mnozstvi bakterii, které jsou schopné degradovat peii (Lucas a kol.,
2003; Bisson a kol., 2007). Podobné se ptaci mohou PDB ,infikovat* v prib¢hu inkubace
ptes piimy kontakt s hnizdnim materialem (Peralta-Sanchez a kol., 2010, 2014).
Existuje obecny predpoklad, Ze samice maji vice bakterii v peti nez samci (Saag
a kol. 2011a). Vyssi bakterialni zatiZzeni u samic oproti samctim bylo nalezeno u Spacka
obecného (Lucas a kol., 2005), u vlastovky obecné (Hirundo rustica) (Moller a kol.,
2009) nebo u vrabce domaciho (Passer domesticus) (Pap a kol., 2010). Tyto pohlavni
rozdily mohou byt zplisobeny zejména tim, ze samice vykonavaji rizné aktivity béhem
obdobi rozmnoZovani, jako je naptiklad stavéni hnizda (Kilgas a kol., 2012), kdy hnizdni
material sbiraji ze zemé& nebo samice nékterych druhti ptenocuji v budce béhem obdobi
hnizdéni, kdezto samci nocuji v korunach stromii (Moller a kol., 2009). Fiilép a kol.
(2017) dosli k vysledkiim, ze mikro habitat ovliviiuje abundanci bakterii vyskytujicich se
v peri, ale pouze u samic vlastovky obecné. Zjistili, ze abundance bakterii v pefi u samic
hnizdicich ve stdjich s hospodaiskymi zvifaty byla vyrazné vyssi nez u stejného druhu

hnizdiciho v prazdnych stéjich, u samcti vliv prokadzan nebyl.
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Oproti tomu samice vykazuji mensi diverzitu bakterii v pefi narozdil od samcd,
coz je v protikladu s tim, Ze maji bakterii v pefi vice (Shawkey a kol., 2003). Jednou z
hypotéz vysvétlujici niz8i celkovou bakterialni diverzitu v peti samic je, Ze maji vice
dominantnich bakteridlnich druhii bakterii v pefi, které vykompetuji jiné druhy a tim
potlacuji celkovou bakterialni diverzitu u samic. Méné dominantnich druhti bakterii maji
naopak samci, protoze jsou vice disperzni v dobé hnizdéni a vyskytuji se v prostiedi s
diverzifikovangjsi mikroflorou. Jejich Cas straveny péci o potomky je navic nizsi, proto
se mohou vice vénovat udrzbé svého opeteni potiranim sekretii uropygialni zlazy, které
inhibuji rist a mnozstvi dominantnich bakterii zejména PDB (Shawkey a kol., 2003), ale
celkovou taxonomickou bohatost bakterii v jejich opefeni neomezuji (Saag a kol., 2011b).

Vys$8i mnozstvi bakterii v pefi rodi€l s menSim poctem mlad’at bylo také
nalezeno u sykory kofadry. Pravdépodobné protoZe ptaci s vétSim mnoZzstvim bakterialni
v peti jsou bud’ méné€ kvalitni jedinci, ¢i nezkuSeni mladi ptaci, pro které je tak nakladna
investice do péce o mlad’ata, Ze jim brani v péci o vlastni opeteni (Saag a kol., 2011).
Slozeni mikroorganismt v pefi mladych jedincti byvd podobné jako jejich matek,
s kterymi byli v dob¢ lihnuti a nasledném dospivani nejvice v kontaktu (Ruiz-Rodriguez

a kol., 2014).

1.5.3 Pelichani a mnozstvi bakterii

Studie zkoumajici tropické druhy se zabyvaji také rozdily ve zpasobech jejich pelichani.
U tropickych ptakt lze vysledovat rizné strategie v pelichani a nékdy dochdzi i k tomu,
ze pelichaji a hnizdi zaroven, coz umoziuje prodlouzit doby pelichani (Johnson a kol.,
2012). Doba trvani a nacasovani pelichani mize vyznamné ovlivnit hmotnost pefi (De la
Hera a kol., 2010), vyslednou expresi barev (Serra a kol., 2007) a kvalitu struktury pefi
(Dawson a kol., 2000). Peti roste rychleji ptakiim se zkracenou dobou pelichéni, ale
produkuji pefi niz8i kvality, a to pak mize zapfi€init hor$i strukturdlni vlastnosti pefi
(Dawson a kol., 2000; Hall a Fransson, 2000; Serra a kol., 2007). Otazkou tedy je, zda
rozdily v rychlosti ristu opefeni u tropickych ptadki mohou ovliviiovat jeho rezistenci
vici degradaci PDB.

Bisson a kol., (2007) provedli jednu z mala studii zabyvajici se rozdily mezi
bakteriemi v pefi tropickych a temperatnich druhti. Studie byla zaloZena na zkoumani
rozdili v intenzité a diverzité¢ bakteridlniho spolecenstva v pefi spolu s porovnanim

vzorkl pludy sebranych v tropickych a v temperatnich oblastech typickych pro vyskyt
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zkoumanych druhd. PfiSli na to, Ze v tropickych oblastech mél jejich zkoumany druh
lesiiacek lejskovity (Setophaga ruticilla) vice bakterii v pefi nez tento druh obyvajici
temperatni oblasti a stejny efekt byl prokazan také pro vzorky pidy. Coz naznacuje, Ze
mikrobiom v pefi ptakd tropickych oblasti by mél byt obecné intenzivnéjsi a vice
diverzifikovany. Zaroven by tyto druhy mély mit lépe vyvinuty mechanismy, které chrani
jejich opefteni pted bakteriemi indukovanou degradaci.

Navzdory ¢im dal ¢astéjSim dikaztim o velké diverzité bakterii v pefi ptaki jsou
stadle velmi omezené informace o tom, jakou funkci tento mikrobiom v pta¢im opefeni
plni. Proto je potieba se této problematice v budoucim vyzkumu vice vénovat a odhalit
tak dosud netusené interakce a vztahy souvisejici s koevoluci mikroorganismu a ptaciho

hostitele
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2. Cile a hypotézy

V ptedlozené diplomové praci bylo mym hlavnim cilem provést studii zabyvajici se
souvislostmi mezi bakteridlni zatézi v krycim opetfeni tropickych druhti ptaki
afromontannich oblasti Kamerunu liSicich se habitatem vyskytu a vybranymi
charakteristikami zivotnich a reprodukc¢nich strategii. Zarovenl byla u téchto druhi
porovnavana rezistence jejich opefeni vic¢i degradaci keratinolytickymi bakteriemi a
studovany mechanismy, které jsou za Groven této rezistence zodpoveédné. Piestoze se u
tropickych druhti ptaka obecné piedpoklada vyssi bakterialni zatizeni v opefeni, at’ uz
s ohledem na rozdilné environmentalni podminky a zcela odlisné Zivotni i reproduk¢éni

strategie, tyto souvislosti nebyly u tropickych druhi ptaki doposud podrobné studovany.
Diléi cile a hypotézy

Konkrétni dil¢i cile a postulované hypotézy feSené v ramci této diplomové prace byly

nasledujict:

1. Prvnim cilem prace bylo zjistit a porovnat, jak se méni intenzita mikrobialni zatéze
spolu s vybranymi charakteristikami zivotnich a reprodukénich strategii tropickych
druhti ptak. Konkrétné jsme se zaméfili na zkoumdni vztahu mezi intenzitou

mikrobidlni zatéze v pefi s ohledem na:

A) Habitat daného druhu

Zde jsme rozliSovali mezi rozdily u druhii obyvajicich pfevazné lesni uzaviené

biotopy a oteviené biotopy pastvin a lucin.

a) Predpokladame, Ze druhy uzavienych a vice humidnich lesnich biotopt
budou vykazovat intenzivnéj$i mikrobialni z4téz v pefi v porovnani s druhy

otevienych a sussich stanovist’.

B) Typ potravy

Zde jsme rozliSovali mezi kategoriemi fruktivofi-omnivofi, nektarivofi,

semenozravé druhy, hmyzozravé druhy.

b) Ptfedpokladdme, ze vice specializované druhy jako fruktivofi ¢i nektarivoii
Ci striktné semenozravé ¢i hmyzozravé druhy budou ve svém opeteni hostit
mén¢ intenzivni mikrobidlni  spolecenstvo v porovnani s druhy

omnivornimi.
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C) Zpusob sbéru potravy

D)

E)

Zde jsme porovnavali uroven vertikdlni stratifikace pifi sbéru potravy a

rozliSovali mezi druhy obstardvajicimi potravu: a) na zemi; b) v lesnim

podrostu; c) ve stiednich stromovych patrech; d) vysoko v korunéach stromt a ve

vzduchu.

c)

Piedpokladame, ze druhy hledajici potravu primarné na zemi budou diky
zvySenému kontaktu s ptidou hostit v opefeni vice intenzivni mikrobialni
spoleCenstvo v porovnani s druhy hledajici potravu ve vyssich kefovych ¢i

stromovych patrech.

Zpusob hnizdéni

Porovnavali jsme druhy hnizdici v otevienych a uzavienych hnizdech c¢i

dutinach.

d)

Vzhledem k tomu, Ze mikrohabitatové podminky uzavienych a dutinovych
hnizd jsou pro mikroorganismy vhodnéjsi, predpokladame, Ze druhy
hnizdici primarné v uzavienych hnizdech a dutinach budou mit v opefeni

vice intenzivni mikrocendzy v porovnani s druhy hnizdicimi v otevienych

hnizdech.

Pohlavi, stafi a pelichdni jedince

e)

g)

Vzhledem k prokdzanym pohlavnim rozdilim v intenzit€¢ mikrobidlniho
zatizeni v opeteni, které je obvykle vyraznéjsi u samic, ocekavame stejny ¢i
spiSe mén¢ vyrazny efekt také pro tropické druhy ptékd, s ohledem na jejich
reprodukéni systémy a strategie.

Jelikoz mikrobiom v pefi juvenilnich jedinci je vice ovlivnén a
determinovan hnizdim mikrohabitatem a sdilenym mikrobiomem rodicd,
predpokladdme méné intenzivni mikrobidlni spolecenstvo v pefi juvenilnich
jedinct v porovnani s dospélci napfi¢ druhy.

Jelikoz pelichani je jednim z pravdépodobnych mechanismi, kterymi
jedinci redukuji mikrobiom v opefeni, pfedpokladime méné intenzivni

bakterialni zatéz v pefi pelichajicich jedincii v porovnani s nepelichajicimi.
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F) Uroven melanizace kryciho opefeni

h) Vzhledem  k prokazanym rozdilim v mikrobidlnim zatizeni
melanizovaného a nemelanizovaného opefeni predpokladame vice

intenzivni bakterialni zatizeni v mén¢ melanizovaném krycim opefeni.

Druhym cilem diplomové prace bylo analyzovat souvislosti mezi potravnimi
strategiemi, kvalitou pera odhadnutou na zaklad¢€ ptilochronologickych parametrii a
urovni jeho melanizace na schopnosti pera odolavat bakterialni degradaci in vitro u
tropickych druhii ptakli. Konkrétné jsme testovali vliv téchto strategii a parametrti

kvality pera na miru degradability rydovacich per jednotlivych druhti:

G) Typ potravy, zpusob sbéru potravy a uroven melanizace pera

ch) Predpokladame, ze rydovaci pera druhti, které sbiraji potravu na zemi a v
kefovém podrostu trpi mnohem vice mechanickym opotfebenim, proto
budou mit tyto druhy rydovaci pera vice melanizovana a tedy méné
nachylnd k bakteridlni degradaci. Obecné predpokladame, ze vice

melanizovana pera budou vice rezistentni vli¢i bakteridlni degradaci.

H) Rychlost ristu pera, ,.feather holes* a kazové prouzky (..fault bars*)

i) Jelikoz existuje obecny ptedpoklad, Ze rychlejSi rist pera negativné
ovlivityje jeho kvalitu ve smyslu celkové hmotnosti a strukturdlni kvality,
predpokladdme, Ze rychleji narostla pera budou mit vice kazovych prouzkd,
budou celkové méné kvalitni a vice nachylna k bakterialni degradaci.

j) Poskozeni praporu pera ektoparazity se da do jist¢ miry odhadnout na
zaklad€ poctu FH, které vSak naruSuji a odhaluji kortex a usnadiiuji prinik
peti degradujicim mikroorganismiim. Pfedpokladdme tedy, ze pocet FH
bude pozitivné korelovat s intenzitou degradability pera keratinolytickymi
mikroorganismy. Kromé toho, obrannd funkce melanizace pera byla
v né¢kolika studiich naznacena i ve smyslu odolnosti pera vici ektoparazity
zpusobenych perforaci FH. Pfedpokladame tedy, Ze vice melanizovana pera

budou mit méné FH a budou lépe odolavat bakterialni degradaci.
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3. Material a metodika

Lokalita odchytu cilovych druhii ptaki

Odchyty cilovych druhti ptaka byly realizovany v oblastech horského mlzného lesa 7 km
od vesnice Big Babanki (6°07' 00" N,10°15' 00" E) v Bamenda Highlands v
severozdpadnim Kamerunu v obdobi ledna-unora 2012. Ptaci byly odchytdvani do
narazovych siti umisténych ve vhodném biotopu. Sité byly pravidelné v ptl hodinovych
intervalech kontrolovany. Poté bylo z odchycenych jedincti v sitich odebrano obrysové

a rydovaci pefi.
Metodiky odchytu a odbéru vzorki peri

3.2.1 Odbéry obrysového peri na molekularni mikrobiologické
analyzy

Z kazdého jedince, nachazejiciho se jesté v narazové siti (aby nedoslo ke kontaminaci
petiv rukou krouzkovatele), byl pinzetou, kterd byla pfed kazdym odbérem sterilizovana
nad plamenem kapesniho zapalovace, odebran vytrzenim chomacek (cca 10) obrysovych
per z oblasti hrudi, jak je zndzornéno na Obrazku 3, a vlozen do 2ml sterilni zkumavky
naplnéné 1,5ml filtrovaného (bakterii-zbaveného) 70 % ethanolu. Tyto zkumavky byly
po 4 tydnech dopraveny do CR a ulozeny do -20 °C aZ do doby izolace eubakterialni
DNA z téchto vzorkd.

F)
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Obriazek 3: Detail topografie odbéri krycich per
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3.2.2 Odbér rydovacich per a méieni morfologickych parametrii

Ze stejnych jedinct, ale jiz po jejich vyjmuti z ndrazové sit¢ byl odebran 3. vnéjsi par
rydovacich per (detail odbéru Obrazek 4). Obé rydovaci pera byla ulozena do plastového
zipovaciho sa¢ku a peclivé popsana. Tato pera byla nasledné dopravena do CR a uloZena
na tmavém a suchém misté pro nasledné detailni ptilochronologické analyzy a analyzy
urovné melanizace, které jsou detailné popsany nize a slouZzily pro stanoveni parametri
rychlosti riistu pera a jeho kvality a obsahu melaninu. Po ptilochronoligickych analyzach
byla rydovaci pera podrobena in vitro testovani rychlosti degradability pefi
degradujicimi bakteriemi, které je detailné popsano nize, viz kapitola 3.6. Méfeni

degradability rydovaciho pefi.

Obriazek 4: Znazornéna rydovaci pera odebrand jedinci
Ptilochronologické zpracovani rydovacich per

3.3.1 Vazeni a méreni jednotlivych struktur pera

Veskeré manipulace s rydovacimi pery byly provadény v gumovych rukavicich, aby
dochazelo k co nejmensimu ovlivnéni a naruseni plivodniho stavu per. U kazdého z paru
rydovacich per bylo urceno, které rydovaci pero je levé a pravé a bylo zvazeno s ptfesnosti
na 0,0lmg (vdha KERN CM50-C2M). Dale byla zmétena pomoci digitadlni Suplery
(EDWIN 40348) celkova délka pera, délka per bez brku s pfesnosti na 0,01mm. Z téchto

dvou veli¢in pak byla extrahovana délka neopetené ¢asti tedy pouze brku. Posledni
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méfenou veli¢inou byla Sitka brku, tedy jeho $ifka piesné v misté hranice mezi opefenou
a neopefenou casti, tedy u jeho baze (,,rhachis-calamus border*). Toto je velmi dilezity
znak, ktery koreluje s kvalitou pera a schopnosti odolavat opotiebeni (Weber a kol.,
2005). Veskeré tyto zmétené veli€iny nasledné slouzily jednak jako dil¢i veliiny ke
vztahovani Grovné degradability pera vzhledem na celkovou véhu pera a k vypoctim
parametrt tykajicich se kvality rydovaciho pera, které byly vyuzity pfi statistickych

analyzach. Jejich konkrétni specifikace viz kapitola 3.6.5 Statistické zpracovani dat.

3.3.2 Stanoveni rychlosti ristu rydovaciho pera

Rychlost riistu pera je obecné povazovana za kovaridtu jeho kvality. Rychleji rostouci
pero je vétSinou méné kvalitni, co se celkové deponované hmoty, ale i strukturaIni kvality
ty¢e (De La Hera a kol., 2009). Obecné je rychlost rstu pera vyjadfovana pomoci
veli¢iny GBW (,,growth bar width*), coz je Sirka useku zahrnujiciho vétSinou 8-11
ristovych prouzki a vydélena poétem méfenych prouzki. Cim je tato hodnota mensi,
tim pero rostlo rychleji a mélo by byt méné kvalitni (Saino a kol., 2012) Jeden ristovy
prouzek zahrnuje jeden svétly a jeden tmavy prouzek napocitany od Spicky rydovaciho
pera smérem k jeho bazi, tedy ptirGstek délky pera béhem 24 hodin. V naSem ptipadé
bylo GBW stanovovano tak, Ze bylo pero uloZeno na tmavou podlozku, kde byl jemnou
tuzkou zvyraznén zacatek prvniho ristového prouzku a konec 9. riistového prouzku. Poté
byla vyznacena vzdalenost mezi 1. a 9. ristovym prouzkem zmétena digitalni Suplerou
s presnosti na 0,01 mm. GBW byla vyjadiena jako délka zméfeného useku / 9, tedy
poctem mérnych ristovych prouzkl. Pokud bylo na peru viditelnych méné prouzkda, byl

zaznamenan jejich pocet a zmétend vzdalenost vydélena prave timto poctem.
3.3.3 Kovantifikace ,,fault bars* a ,,feather holes* na rydovacich perech

Pocet FH, tedy drobnych perforaci v praporu pera, je povaZzovan jako hodnotny znak pti
uréovani infestace jedince ektoprarazity perzistujicich v pefi a jeho poskozeni a kvality
(Pap akol., 2007; Vagasia kol., 2011). Rydovaci pera (L a P) byla rozdélena na pomysiné
tretiny a zaznamenan poc¢et FH. Detailni struktura FH je zobrazena na Obrazku 5 nize
(Vas a kol., 2008). Pocet FH byl zapsan pro 3 rizné pomysiné tietiny pera (distalni-ta
blize Spicce pera, centralni a proximalni — ta blize bazi pera ¢i brku). Jelikoz ve finalnich

analyzach nebyl nalezen rozdil ¢i n&jaky trend v lokalizaci FH, jako vysvétlujici
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proménnou jsme ve statistickych analyzach pouzili celkovy pocet FH detekovanych na

konkrétnim rydovacim peru.

Obrazek 5: , Feather holes* na ocasnim peru vlastovky obecné (Vas a kol., 2008)

Dale byl kvantifikovan pocet ,fault bars*“ tii riznych kategorii (light — jen
nepatrné prosvétleni diky chybéjici vétvi, medium — prosvétleni o Sifce mensi nez Imm,
strong — prosvétleni §ir§i neZ 1mm). Pro lep$i demonstraci viz Obrazek 5 (Sarasola a
Jovani, 2006). Toto vSe bylo opét zaznamendno ve tfech pomyslnych castech pera
(distalni, centralni a proximalni). Zaroven bylo zaznamenéno, zda doslo a na jakém mist¢
pera k ulomeni ¢asti vétvi diky pritomné ,,fault bars®. Ve statistickych analyzach pro
ucely této diplomové prace byl pouzit jako vysvétlujici proménna pouze celkovy pocet

,»fault bars®, coz je dostate¢ny ukazatel miry strukturalniho poSkozeni pera.
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Fig. 1. A gradient of fault bar strengths found on the studied
feathers. Arrows indicate fault bars. The asterisk indicates a
break of feather barbules because of a strong fault bar.

Obriazek 6: Stupné poskozeni pera podle Sarasola a Jovani (2006)

3.3.4 Stanoveni urovné melanizace rydovacich per

Abychom mohli posoudit vztah mezi stupfiem melanizace rydovacich per a rychlosti
jejich in vitro degradace keratinolytickymi bakteriemi, byla stanovena uroven jejich
melanizace nasledujicicm zplsobem. Od kazdého jedince byl nascanovan pomoci
scaneru Aficio MPC305spf (RICOH) levy i pravy rydovak (viz Ptiloha 8.5 Obrazek:
Znazornéni vybranych rydovacich per testovanych druhli ptédkl), ktery byl pied
scanovanim z vnéjsi strany, zatizen podloznim sklickem. Nejprve bylo nutné prevést pdf
soubory na http://convertonlinefree.com/PDFToJPGEN.aspx. Analyza barev (konkrétné
stupné Sedé ,,gray scale*) probihala ze scanti ve formatu jpeg, ulozenych jako 8-bit RGB,
v programu Image] (freeware dostupny na: https://imagej.nih.gov/ij/download.html).
Konkrétné bylo pomoci nastroje ,,Freehand selection vybrano a analyzovano pero jako
objekt a pro kazdé pero tak byla zméfena jeho plocha (mm?) a primé&ma hodnota
intenzity Sedé (,.gray scale), které slouzily k vyjadfeni podilu obsahu a intenzity
deponace pigmentu melaninu do pera (Field a kol., 2013). Hodnoty ,,gray scale* mély
rozsah 0-255, kdy hodnota 0 vyjadiovala ¢ist¢ cerné pero a hodnota 255 zcela bilé pero
(viz https://imagej.nih.gov/ij/docs/guide/146-28 . html; pro detailni metodiku). Tato
metodika je bézn€ uzivanou v mnoha biologickych odvétvich a konkrétné pro stanoveni
urovné melanizace byla nalezena silnd korelace mezi hodnotami ,,grey scale* a faktickou

koncentraci melaninu v peru (napt. Jawor a Breitwisch, 2003)
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Molekularni analyzy intenzity a diverzity mikrobialniho

spoleCenstva v peri

3.4.1 Izolace bakterialni DNA

Veskeré izolace bakteridlni DNA ze vzorkli odebrané¢ho obrysového opefeni a
manipulace se vzorky i DNA probihaly ve sterilnim flow-boxu a za dodrzeni striktnich
sterilnich podminek, aby nedoslo k pfipadnym kontaminacim.

Izolace bakterialni DNA probihaly s pomoci komeréné doddvaného izola¢niho
kitu RTP Bacteria DNA Mini kit (STRATEC) nasledujicim zptisobem. Nejdiive byla ze
zkumavky s obrysovym opefenim v lihu vyndéna sterilné opalenou pinzetou veskera
peficka a pfenesena do Extraction tube. Poté byly zkumavky s lihem zcentrifugovany pti
intenzité 14 000 rpm po dobu 20 minut na Eppendorf centrifuze (5424). Zkumavky po
centrifugaci byly pfemistény do flow boxu, kde bylo velmi opatrné sterilni Spickou
odebrano co nejvice ethanolového supernatantu. Vzdy bylo ponechéno cca 3-4 mm
ethanolového supernatantu na dné a prebytecny ethanol byl poté ve flow-boxu odpaten
s pouzitim termobloku. K peleté na dné bylo pfidano 200 pl Resuspension buffer R. Vse
bylo zvortexovano a veskery obsah ptepipetovan do Extraction tube, ve které uz byla
pfenesena pericka.

Dalsi postup izolace bakteridlni DNA probihal dle Protokolu 5 v
podrobném manudlu izolaéniho kitu., viz Obrdzek 7 pro detailni postup izolace
bakterialni DNA. Vyizolovana bakterialni DNA byla uloZena v -20 °C az do doby
naslednych qPCRanalyz. Pefi, z kterych byla bakterialni DNA izolovéna, byla po izolaci
ulozena v mrazéku a dale zpracovana pro zjiSténi jejich vahy a stanoveni barevnosti, viz

metodika 3.3.4. Stanoveni irovné melanizace rydovacich per.

30



Protocol 5: Isolation of bacterial DNA from tissue biopsies

Please read protocols prior the start of the preparation and complete preparing steps!!

Attention: Please be aware. that you have to prepare the Binding Buffer B6 — see instruction page: 10

Important note: Switch on heating blocks (e.q. thermomixer) to 56°C and 93 °C

1. Transfer 1 mg up to — max. 10 mg of the biopsy into the Extraction Tube.
Add 400 pl of Resuspension Buffer R. Close the cap and vortex shortly.
Place the Extraction Tube into a thermomixer and incubate under continuously shaking for
30 — 60 min minutes at 56°C. Lysis time can be increased if the lysis is not completely.

2. Place the Extraction Tube into a thermomixer and incubate at 95°C for 5 - 10 min (continuous shaking
increases the lysis efficiency).
After lysis centrifuge the sample at max. speed for 1 minute to spin down unlysed material.
Transfer the supernatant completely into a 1.5 ml reaction tube (not provided).

Add 400 pl Binding Buffer B6 to the sample and vortex shortly.

Load the sample onto the RTA Spin Filter Set and incubate for 1 min. Centrifuge at 11.000 x g (11.000
rpm) in a standard table centrifuge for 2 min. Discard the filtrate and place the RTA Spin Filter back into
the RTA Receiver Tube.

5. Add 500 pl Wash Buffer | and centrifuge at 11.000 x g (11.000 rpm} for 1 min. Discard the filtrate, and
the RTA Receiver Tube.
Place the RTA Spin Filter into a new RTA Receiver Tube

6. Add 600 pyl Wash Buffer Il and centrifuge at 11.000 x g (11.000 rpm) for 1 min. Discard the filtrate. -
Place the RTA Spin Filter back into the RTA Spin Filter and finally centrifuge for 4 min at max. speed to
remove the ethanol completely.

7. Place the RTA Spin Filter into a new 1.5 ml Receiver Tube and add 80 - 120 pl of Elution Buffer
(depends on expected yield and wished concentration of DMA). Incubate for 1 min at room temperature.
Centrifuge for 1 min at 11.000 x g (11.000 rpm).

Nofe: The DNA can also be eluted with a lower volume of Elution Buffer {depends on the expected
yield of bacterial DNA).

Obrazek 7. Protocol 5 (RTP® Bacteria DNA Mini Kit 0516 manuél, STRATEC)

3.4.2 qPCR kvantifikace PDB a eubakterialni DNA v peri

Pro kvantitativni stanoveni kopii eubakteridlni 16S rRNAve vzorcich bakteridlni DNA,
izolované z obrysového opefeni, bylapouZzita metoda qPCR, zaloZzena na amplifikaci V1-
V3 regionu 16S rRNA pomoci primerti 27F (5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") a
534R (5’- ATTACCGCGGCTGCTGG- 3") (Muyzer a kol., 1993). Tento par primert
byl vybrdn na zdkladé optimalizacnich pre-experimentli, ve kterych byla testovana
efektivita amplifikace se vzorky genomické bakteridlni DNA izolované ze vzorkl pefi
pomoci celkem osmi pard univerzalnich eubakteridlnich primertt pro 16S rRNA, viz
Tabulka 1. Pro par primerdi 27 F a 357R byla efektivita amplifikace nejvyssi (slope = -
3,457, efficiency = 94,7%) ve finalni koncentraci primerd 160nM. Pro stanoveni
intenzity PDB byla vyuzity pary primerti pro amplifikace kerA geni, které zodpovidaji
za keratinolytickou aktivitu bakterii (Lin a kol., 1995; viz Tabulka 3).
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Tabulka 1: Pary primerti proeubakteridlnil6S rRNA pouzité pro testovani nejlepsi

Zdroj

efektivity gPCR
Nazev primeru  Sekvence oligo
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
534R ATTACCGCGGCTGCTGG

EubaktNadF TCCTACGGGAGGCAGCAGT
EubaktNadR GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
EubaktAShaF GTGCCAGCAGCCGCGGTAA
EubaktCShaF GTGCCAGCCGCCGCGGTAA
EubaktShaR GGTTACCTTGTTACGACTT
EubaktLopF CCTACGGGAGGCAGCAG

EubaktLopR ATTCCGCGGCTGGCA

EubaktLaMonF AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

EubaktLaMonAR ACGGGCGGTGTGTAC

EubaktLaMonGR ACGGGCGGTGTGTGC

EubaktLiuAR CCGTCAATTCCTTTAAGTTT
EubaktLiuGR CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

Muyzer a kol., 1993
Muyzer a kol., 1994
Nadkarni a kol.,2002
Nadkarni a kol.,2002
Shawkey a kol., 2007
Shawkey a kol., 2007
Shawkey a kol., 2007
Lopéz-Gutierréz a
kol., 2004
Lopéz-Gutierréz a
kol., 2004
LaMontagne a kol.,
2002 + Liu a kol.,
1994

LaMontagne a kol.,
2002

LaMontagne a kol.,
2002

Liu a kol., 1994

Liu a kol., 1994

qPCR reakéni smési bylo pouzito SYBRGreen fluorescencni barvivo a

komeréné¢ dodévany mastermix (KAPA SYBR® FAST Master Mix(2X); Elisabeth

Pharmacon). PCR voda pouzitd v reak¢éni smési byla zcela bez pfitomnosti bakterialni

DNA (Microbial DNA-free water; Qiagen). 1 ul templatové DNA byl amplifikovanv 15

ul reakéni smési, dle protokolu viz Tabulka 2.

Tabulka 2: Protokol pro namichani 1 reakce (15 pl) gPCR reakéni smési

pocet reakci

2X KAPA SYBR® FAST qPCR

Master Mix2
Primer F (10uM)
Primer R (10uM)
Templatova DNA

Microbial DNA-Free qPCR water

7.5

0.24
0.24

6.02

TOTAL volume

15
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DNA i standard byly naneseny v duplikacich v devadesatiSesti jamkovych
qPCR destickach (Hard Shell 480 PCR plates, BioRad), které byly spolu s piekryvaci
folii (Biorad) vysviceny 10minut v UV cross-linkeru. Jako standard pro pfesné absolutni
vyjadfeni kopii PDB bylo vyuZito bakteridlni DNA izlované z 10* bakterialnich bunék
B. licheniformis a Pseudomonas aeruginosa. Jako standard pro absolutni kvantifikaci
amplikont (kopii eubakteridlnil6S rRNA) v templatové DNA ve vzorcich byl vyuzit
komer¢né syntetizovany gBlock fragment (IDT DNA Technologies) celého tiseku genu
pro 16S rRNA pro Bacillus subtilis (1555 bp; referen¢ni sekvence, accession:
NR 102783.1, GenBank-NCBI). Tato bakterie byla zvolena jednak pro zndmy pocet
gentl 16S rRNA (Vétrovsky a Baldrian 2013), tak pro jeji pomérné vysoky podil vyskytu
v peti ptakt. Diky pouziti gBlock fragmentu genu pro 16S rRNA této referencni bakterie
jako standardu bylo minimalizovéano riziko, Ze by absolutni pocty kopii eubakteridlni
DNA ve vzorcich byly uméle nadhodnoceny ¢i podhodnoceny. Po nafedéni
lyofilizovaného gBlock fragmentu sterilnim filtrovanym TE pufrem na koncentraci 10ng
x ul', coz odpovida 5,868 x 10° poctu kopii, byla vytvoiena dilu¢ni fada v rozmezi 5,68
x 10° - 5,68 x 10'. Amplifikace probihala na gPCR platformé LightCycler 480 Roche,
pfi tomto nastaveni: pre-inkubace — 3 min 95 °C; amplifikace — 40 cyklt, 10 sec 95 °C,
annealing 25 sec 50 °C, Isec 72 °C; melting curve — 97-65 °C 1 min (acquisition per 7
°C); cooling — 10 sec 40 °C.

Absolutni pocet kopii ve vzorcich byl extrapolovan pomoci sestaveni externi
standardni kiivky z tfi nezavislych qPCR b&éht STD (repeatabilita pro 3 nezavisla STD
opakovani byla vysoka R? = 0,93) a spo&itan v programu LightCycler 480 SW 1.5.

Pii testovani mnozstvi PDB ve vzorcich byl pouzit totozny postup jako pfii
testovani celkového mnoZstvi bakterii v pefi pouze za pomoci jinych primert (Tabulka
3), tyto primery slouzily pro amplifikaci keratinolytickych gent, které u PDB
zodpovidaji za jejich keratinolytickou funkci, ale nepodatilo se amplifikovat zadny
takovyto gen. Jako pozitivni kontrola pro tyto anylyzy slouzila DNA z B. licheniformis
a Pseudomonas aeruginosa, jejichz DNA primery identifikovaly, ¢imz jsme si ovérili
funk¢énost metodiky i zvolenych primert. Divodem naseho nulového vysledku s nejvétsi
pravdépodobnosti bude nedostatecné mnozstvi specifické bakteridlni DNA pro

amplifikaci PDB v naSich vzorcich.
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Tabulka 3: Pary primer pro PDB 16S rRNA pouzité pro testovani nejlepsi efektivity

qPCR
nazev primeru PDB sekvence

FP apr 1 TAYGGBTTCAAYTCCAAYAC
RP apr 2 VGCGATSGAMACRTTRCC
FP npr 1 GTDGAYGCHCAYTAYTAYGC
RP npr 2 ACMGCATGBGTYADYTCATG
FP sub 1 ATGSAYRTTRYYAAYATGAG
RP sub 2 GWGWHGCCATNGAYGTWC

Stanoveni vahy a urovné melanizace obrysovych per

Barevné parametry kryciho opefeni byly analyzovany az po tom, co znéj byla
vyizolovana bakteridlni DNA. Po izolaci byla kryci pirka 3x promyta a vortexovana
v 1ml destilované vody, aby byly odstranény veskeré zbytky lyza¢niho pufru béhem
izolace DNA. Takto promytdobrysova pera byla vysuSena pii 97 °C v termo-bloku a
suSina per byla zvadZena s pfesnosti na 0,0001g (vaha KERN CMS50-C2M). Tyto
hmotnosti slouzily k pfepoctu mnozstvi kopii 16S rRNA zjisténé na zakladé qPCR
analyz vyjadiené jako pocet kopii 16S rRNA na 1mg kryciho pefi.

Po zvaZeni byla vzdy 3 peticka pomoci pinzety umisténa na podlozni sklicko,
zatizena druhym podloznim sklickem a kryci pirka byla nascanovdna. Analyzy intenzity
melanizace krycich pirek, z kterych byla izolovana bakterialni DNA, rovnéz probihaly v
programu ImageJ (podrobné zpracovani scanti krycich pirek probihalo stejné jako bylo
popsano vyse pro rydovaci pera, viz metodika 3.3.4. Stanoveni melanizace rydovacich
per). Podobné jako u rydovacich per byla métena primérna intenzita Sedé, ktera slouzila
k vyjadieni podilu obsahu a intenzity deponace pigmentu melaninu do krycich pirek.
Hodnoty pro 3 obrysova pera byly zprimérovany. Primérné hodnoty urovné melanizace
krycich per slouzila k vyzkumu vztahu mezi celkovym bakteridlnim zatizenim opeteni a

jeho barevnosti.
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Stanoveni degradability rydovacich per

Pred experimentem bylo nutné si ptipravit glycerolové konzervy Cisté kultury Bacillus

licheniformis a namichat a sterilizovat ,,feather médium a PBS puft.

3.6.1 Priprava glycerolovych konzerv B. licheniformis

Na TSA agar bylo vyseto 100ul roziedéného lyofilizatu typové kultury B. licheniformis
zakoupené z CNCTC (CNCTC 7/79 6212). Misky byly nasledné inkubovany pii 37°C
v inkubatoru. Z 24 hodinové kultury byly narostl¢ ¢isté kolonie pieockovany na Sikmy
agar a dalsi kolonie pfeockovany do ptfipraveného vyklavovaného tekutého média (TSB;
Sigma Aldrich 22092). Po 24 hodinédch inkubace B. licheniformis v tekutém médiu byly
narostlé bunky v TSB médiu natedény do 10 kryozkumavek 1:1 se sterilnim glycerolem
a uloZzeny do -80°C. Tyto glycerolové konzervy pak slouzily k vyseti ¢isté kultury B.

licheniformis v jednotlivych setech testujicich miru degradability rydovacich per.

3.6.2 Priprava ,feather”“ media

Na ptipravu 100ml feather media bylo pouzito 100ml deionizované vody; 50mg NH4Cl
(9,34 mM NH4Cl); 50 mg NaCl (8,55 mM NacCl); 30mg KoHPO4 (1,72 mM K> HPO4);
39,7 mg KH2PO4 (2,92 mM KHz POs); 10 mg MgClz x 6H20 (0,49 mM MgClz- 6H20);
10mg yeast extract (0,01% yeast extract). VSe bylo dobfe promichano a dano vyklavovat

na 15 minut pfi 121°C.
3.6.3 Priprava a provedeni testu degradability rydovacich per

Vzdy bylo testovano jedno levé rydovaci pero z daného jedince (pokud byl vzorek jen
s jednim rydovacim perem, bylo pouzito to a dopsano, zda se jednalo o levé ¢i pravé
pero). Aby bylo pero zbaveno jakékoliv inicidlni mikrobioty pfed samotnym
experimentem bylo kazdé pero vlozeno na 5 minut do UV ,crosslinkeru® (Uvitec CL
508), kde bylo takto z kazdé strany vysviceno (celkem tedy bylo kazdé pero podrobeno
10 minut UV o intenzité 254 nm). Efekt UV zafeni na zmény v degradabilité rydovacich
per byl testovan v pre-experimentu a bylo zjisténo, Ze davka 10 minut dané intenzity UV
degradabilitu pera nijak zédsadné neovliviiuje a zaroven zbavi pero jakékoliv mikrobialni
kontaminace. Celkem byla pera degradovdna v sedmi nezéavislych opakovanich po 40

vzorcich. Pera byla poté pfemisténa do sterilnich 7 ml sklenénych zkumavek a do kazdé
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zkumavky s pirkem bylo napipetovano 6 ml sterilniho ,,feather* média. Vzdy do jedné
zkumavky bez pefi v daném setu bylo dano jen 6ml ,,feather” média, které slouzilo jako
kontrola sterility ,,feather média a zaroven jako ,,BLANK® kontrola pifi méteni
koncentrace oligopeptidii po degradacnim experimentu. Poté bylo do kazdé zkumavky
napipetovéano 60 plinokula B. licheniformis v koncentraci 1,5 x 10® (CFU/ml), které bylo
ptipraveno tak, Ze do sklenéné zkumavky s modrym Sroubovacim uzavérem byly pridany
3 ml sterilntho PBS a do néj 10ul klickou pfenesena pies noc narostld kulturaB.
licheniformis na TSA vyseta den pfedem z glycerolové konzervy. Suspenze byla
ditkladné zvortexovéana a nafedéna na pozadovanou denzitu 1,5 x 10%dle McFarlandova
standardu 0,5 (Thermo Fisher Scientific). Takto nafedéna suspenze byla poté pfemétena
pti OD600 v mikrotitracni desti¢ce s U dnem ve spektrofotometru (TECAN), aby
odpovidala hodnot¢ absorbance OD 60 = 0,05 a byla tak kontrola, ze v kazdém setu
experimentll bylo inokulovano vzdy suspenzi B. licheniformis o stejné hustoté
bakterialnich bunék. Poté byly zkumavky zazatkovany sterilnimi vatovymi zatkami a

inkubovany pfti 37°C na orbitalni tfepacce (BIOSAN) pii 160 rpm po dobu 10 dni.
3.6.4 Analyzy oligopeptidi po degrada¢nim expermimentu

Dle ptedchozich studii je idealnim ukazatelem vyjadiujicim intenzitu degradace keratinu
B. licheniformis naméfené koncentrace oligopeptidi v médiu, ve kterém bylo pero
degradaci podrobeno (Goldstein a kol., 2004). Po 10 dnech inkubace rydovacich per byl
po dikladném promichani z kazdé sklenéné zkumavky odebran 1 ml suspenze do
specidlni zkumavek s minimélni vazbou proteinti (Protein LoBind tubes; Eppendorf) a
tato suspenze byla centrifugovana pii 14000 rpm 10 minut, aby sedimentovaly
bakterialni buriky a necistoty. Poté bylo napipetovano 25 pul supernatantu v duplikacich
do jamek mikrotitra¢ni desticky s plochym dnem (BRAND). Do posledniho fadku bylo
naneseno 25 pul BSA (bovine serum albumin) standardu pfipraveného dle instrukci v kitu

(Pierce™ BCA Protein Assay kit; Thermo Fisher Scientific; 23227; viz Tabulka 4.
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Tabulka 4: Postup piipravy BSA standardu pro méfeni mnozstvi oligopeptidi ve

vzorcich
zkumavka Mnozstvi PBS v pl Mnozstvi BSA Finalni koncentrace
solution a zdroj [pl] BSA [pg/ml]
1. 125 375 of Stock BSA 1500 pg/mL
2. 200 200 zkum. 1 750 pg/mL
3. 700 100 Stock 250 pg/mL
4. 400 400 zkum. 3 125 pg/ml
5. 450 300 zkum. 4 50 pg/ml
6. 400 400 zkum. 5 25 ng/ml
7. 200 50 zkum. 5 10 pg/ml
8 400 100 zkum. 6 5 pg/ml
9. 200 200 zkum. 8 2.5 pg/ml
10. 450 50 zkum. 7 1 pg/ml
11 100 100 zkum.10 0.5 pg/ml
12 200 0 BLANK

Poté byly ke vzorkiim piidany roztoky dle instrukci komeréniho kitu. Ve
zkratce, do kazdé jamky bylo naneseno 200 ul WORKING SOLUTION. To bylo
pfipraveno smichanim 50 dil Reagent A s 1 dilem Reagent B (viz kit Pierce™ BCA
Protein Assay kit), poté byla mikrotitra¢ni desti¢ka 30 sekund promichana na tfepacce
pti 180 rpm, zakryta alobalem a inkubovana 30 minut pfi 37 °C. Poté byla méfena
absorbance pifi 562 nm na spektrofotometru (TECAN) pfi teploté¢ 24 °C. V kazdé
mikrotitra¢ni desti¢ce byly rovnéz méfeny hodnoty absorbance pro kontroly (PBS + Cisté
,»feather medium bez pefi po 10 dnech inkubace v 37 °C). Hodnoty koncentrace
oligopeptidii ve vzorcich byly extrapolovany ze standardni kiivky a zpracovany

v programu GraphPad Prism 7.

3.6.5 Statistické zpracovani dat

Pro studované druhy naSich experimenti byl nejprve sestrojen konsensudlni
fylogeneticky strom na zakladé 1000 bayesovskych topologii ziskanych na
http://birdtree.org. Konsensudlni fylogeneticky strom (viz Ptiloha 8.1. Fylogeneticky
strom druht) byl zkonstruovan pomoci funkce consensus.edges z balicku phytools.
Hodnoty sledovanych znaki neboli vysvétlujicich proménnych byly na strom vyneseny
pomoci funkce countMap z balicku phytools. Nasledné byla provedena analyza zavislosti

sledovanych znakii na vysvétlovanych proménnych pomoci Markov Chain Monte
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project.org/web/packages/MCMCglmm/index.html). Modely ptfedpokladaly normalni
rozdéleni chyb a zohlediiovaly fylogenetickou zavislost znakd podle postupu popsaného
ve studii Garamszegi (2014). MCMC simulace zahrnovaly 1 000 000 iteraci, pfic¢emz
prvnich 10 000 nebylo zahrnuto do vysledného odhadu parametri. Pro odhad parametrti
byla navic pouzita kazda pétista iterace, aby se zamezilo problémim s autokorelaci
MCMC fetézce. Konvergence modelll byla posuzovéana vizualné za pouziti standardnich
nastroji. Na zaklad¢ simulaci byl rovnéZz odhadnut parametr Lambda, ktery slouzil k
interpretaci zavislosti daného znaku na fylogenezi studovanych druhi.

Pro kazdou z vysvétlovanych proménnych (intenzita bakteridlni zatéze +
rychlost degradability rydovacich per) byly vytvofeny dva samostatné modely, které
zohlednovaly jak mezidruhové rozdily ve studovanych vysvétlovanych proménnych, tak
jejich vnitrodruhovou variabilitu. Do vnitrodruhovych modelt byly zahrnuty jak
mezidruhové priméry, tak 1 vnitrodruhové odchylky od téchto pruméri. Vliv
vnitrodruhové variability byl testovan pouze u druhi, kde celkovy pocet jedincii na druh
byl alespon tfi.

Pro modely testujici zmény v celkové bakteridlni zatézi v krycim opefeni
tropickych druhii ptak (N = 93, druhy zahrnuty v datasetu pro tyto modely viz Pfiloha
8. 2. Tabulka 11) byly jako vysvétlujici proménné zahrnuty: habitat, potrava; typ sbéru
potravy, staii jedince, pelichdni a Uroven melanizace kryciho opefeni. Do modelt
testujicich rychlost degradability rydovacich per tropickych druhti ptakti na mezidruhové
urovni (N = 274; druhy zahrnuty v datasetu pro tyto modely viz Pfiloha 8. 3. Tabulka 12)
byly jako vysvétlujici proménné zahrnuty: potrava; typ sbéru potravy; iroven melanizace
rydovaciho pera, primérny pocet ,,fault bars*; pramérny pocet FH a druhové specificka
hmotnost téla (,,body mass®). Jelikoz ptilochronologické ukazatele kvality a rychlosti
ristu rydovacich per (GBW =, growth bar width* a tloustka brku) byly siln€ pozitivné
korelovany s druhové specifickou ,,body mass* (Spearman test, t = 22,906, df = 272, p-
value < 0,000cor = 0, 81), pouzili jsme v mezidruhovém modelu jako vysvétlujici
proménnou vyjadiujici rychlost rstu a kvalitu rydovaciho pera pouze druhové
specifickou ,body mass“, zatimco v modelu testujicim vnitrodruhovou variabilitu
v testovanych proménnych jsme pouzili rozdily od druhové specifického priméru GBW.

Pro analyzy faktori souvisejicich s vysvétlovanou proménnou urovné
melanizace rydovacich per jsme pouzili rovnéz MCMCmodeli. Vysvétlujicimi
proménnymi pro tyto modely hodnotici ¢isté mezidruhové, tak i vnitdrodruhové rozdily

ve vysvétlovanych proménnych a jejich efektu na melanizaci rydovacich per byly:
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potrava, typ sbéru potravy, uroveil melanizace krycich per, GBW, pocet FH a pocet ,,fault

bars*, ,,body mass®, staii jedince a pelichani.
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4. Vysledky

Intenzita bakterialni zatéze

Analyza dat odhalila, Ze celkova bakterialni zatéZ v krycim opefeni nesouvisela s zadnou
z testovanych vysvétlujicich proménnych jak na mezidruhové Urovni, tak ani s
vnitrodruhovou variabilitou téchto proménnych (viz Tabulka 5 a 6). Pfestoze v Grafu 1
v krycim opefeni pro nékteré jedince druhl (Nectarinia oritis, Campephaga petiti a
Chloropeta natalensis) a zaroven nevyssi bakteridlni zatéz v krycim opeteni druhi Turtur
tympanistria, Anropadus gracilirostris a u nekterych jedinct druhu Nectarinia preussi,
nenalezli jsme zadny druhové specificky trend v intenzité bakterialni zatéze v krycim
opefeni. Toto potvrzuje i1 nizkd hodnota lambda, kterd byla pro oba modely
(vnitrodruhovy: 0,082 i mezidruhovy: 0,008) zanedbatelna, coz poukazuje na nulovy
efekt fylogeneze studovanych druhti na celkovou bakteridlni zatéz v krycim opefeni.
Podobné se celkova intenzita bakterialni zatéze v krycim opefeni u ndmi zkoumanych
druhtt neménila v zavislosti na barvé krycich per (Tabulka 5 a 6, Spearman cor.test: t =
0,48455, df =91, p-value = 0,6292, cor = 0,051; Graf 2), na potravnich strategiich (Graf

3) ani v zavislosti na pohlavi (Graf 4) ¢i stafi studovanych jedinct (Graf 5).

Tabulka 5: MCMC model pro mezidruhové rozdily vlivu testovanych proménnych na

celkovou intenzitu bakterialni zatéze v krycim opeteni.

mean lowe 95% Cl upper 95%Cl1  eff.samp p MCMC
Intercept 3.368956  0.407095 6.471945 1980 0.0283 *
Barva-kryci.mean  0.007238  -0.010945 0.025318 1980 0.4465
Pelichani -0.149588  -0.828136 0.432183 2405 0.6556
Sbér potravy -0.045335  -0.239928 0.153704 1980 0.6626
Potrava 0.079875  -0.120258 0.278778 2146 0.4434
Staii jedince -0.031350  -1.063986 0.792811 1980 0.9465

Lambda pro tento model: 0,008
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Tabulka 6: MCMC model pro vnitrodruhové rozdily vlivu testovanych proménnych na

celkovou intenzitu bakterialni zatéze v krycim opeteni.

mean lowe 95% CI  upper 95%Cl eff.samp  p MCMC
Intercept -3.107¢+01  -1.491e+02  2.170e+02 1747 0.628
Barva-kryci.mean  2.185¢-01  -1.399¢+00  9.555¢-01 1721 0.805
Pelichani -5.821e-01  -1.702e+00 5.419¢-01 1936 0.295
Barva-kryci, wihin ~ 7.881e-03  -2.399¢-02 4.269¢-02 2134 0.635
Sbér potravy 1.107e+00  7.269e+00 6.830e+00 1711 0.756
Potrava 5.414e-01  -6.189¢+00  7.352e+00 1980 0.686
Stafi jedince -6.429¢-01  -2.319¢+00 1.273e+00 1980 0.477
Lambda pro tento model: 0,082

Graf 1: ,,Countmap“grafické zndzornéni intenzit bakteridlniho zatizeni v opefeni pro
jednotlivé jedince cilovych druhtl, pro ptehlednost jsou popsany pouze druhy v
danych kladech. Intenzity jsou barevné odliSeny; Cervend-zlutd=nizka intenzita;

zelena=stiedni intenzita; modra-fialovd=vysoké¢ intenzity bakteridlni zatéze
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Graf 2: Vztah celkového bacteridlniho zatizeni a stupném melanizace krycich per
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Graf 3: Rozdily v intenzité bakteridlni zatéze v krycim opeteni vzhledem k potravni
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Celkové bakterialni zatizeni v log métitku

Graf 4: Rozdily mezi celkovym bakteridlnim zatiZenim a pohlavim jedince

Graf 5: Rozdily mezi celkovym bakteridlnim zatiZenim a stafim jedince
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Rychlost degradability rydovacich per

Zde jsme stejné jako pfi analyzach intenzity bakterialni zatéze hodnotili jak mezidruhové
rozdily ve sledovanych proménnych, tak jejich vnitrodruhovou variabilitu. Pti pouziti
celého datasetu, zahrnujiciho rovnéZz druhy, pro které jsme méli pouze jedno pozorovani,
jsme nenalezli zadnou testovanou vysvétlujici proménnou, kterd by signifikantné
ovliviiovala rychlost degradability rydovacich per studovanych druht (viz Tabulka7).
Nicméné v ,countmap* vizualizaci (Graf 6) mizeme vycist, ze nejvice bakterialni
degradaci jednoznaéné¢ odolavala kryci pera druhit Nectarinia oritis a Nectarinia preussi
z ¢eledi Nectarinidae. Pro tyto druhy, které jsou primarn¢ nektarivorni byla rovnéz
strategii (Graf 7) i kdyZ tyto rozdily v efektu typu potravy nebyly v modelu signifikantni
(Tabulka 7). Naproti tomu analyzy na redukovaném datasetu, ktery obsahoval nejméné
tfi jedince na druh a ktery byl zacileny na vnitrodruhovou variabilitu ve sledovanych
proménnych, ndm ukézaly negativni korelaci mezi vnitrodruhovou variabilitou v
intenzité melanického zbarveni a degradabilitou rydovacich per viz Tabulka 8 a Graf 9.
Vice melanizovana pera tedy degradovala pomaleji v porovnani s rydovacimi pery
s mén¢ intenzivnim melanickym zbarvenim. Tento signifikantni vysledek koresponduje
mély zaroveni, a¢ nesignifikantné, nejvice melanizovana rydovaci pera v porovnani
s ostatnimi druhy s jinou potravni strategii (Graf 8). Hodnota lambda pro tyto dva modely
byla 0,276 a 0,303232, coz naznacuje mirnou zavislost PDB indukovanou rychlosti

degradability rydovacich per na fylogenezi nami studovanych druhi.
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Tabulka 7. MCMC model pro mezidruhové rozdily v rychlosti degradability

rydovacich per (dataset pro vSechny druhy i s pouze 1 jedincem na druh)

mean lowe 95% CI  upper 95%Cl  eff.samp p MCMC
Intercept 2.035557 -0.414608 4.551755 2216 0.110
F. holes-mean 0.025032 -0.075452 0.127162 2116 0.598
Fult bars-mean -0.031148  -0.176674 0.115414 1450 0.698
Bdymass 0.027381 -0.008312 0.065708 1980 0.153
Potrava -0.071829  -0.283400 0.121827 1743 0.484
Sbér potravy -0.112033  -0.314339 0.094839 2173 0.272

Barvaryd. mean  0.007170 -0.012138 0.024995 2206 0.458

Lambda pro tento model: 0,303232

Tabulka 8. MCMC model pro mezidruhové i vnitrodruhové rozdily v rychlosti
degradability rydovacich per (dataset obsahujici pouze druhy, u kterych

byly k dispozici vice nez 4 jedinci na druh)

mean lowe 95% ClI  upper 95%C1  eff.samp p MCMC
Intercept 1.689672 -4.078584 7.888330 2017 0.5242
F. holes-mean -0.001144 -0.203484 0.162864 1980 0.9970
Fault bars-mean 0.026786 -0.271377 0.325346 1980 0.8364
Bodymass 0.031116 -0.027431 0.095690 2413 0.2818
Potrava -0.068057 -0.404162 0.255157 1404 0.6768
Sbér potravy -0.076424 -0.428562 0.257580 2152 0.6374
Fault bars-within ~ 0.003532 -0.040166 0.052854 1786 0.9222
F. holes-within 0.015967 -0.027882 0.053918 2208 0.4525
Barva ryd within ~ -0.023286 -0.043230 -0.000860 1980 0.0293 *
Barva ryd.mean 0.006955 -0.039942 0.048688 2099 0.7313
GBW.within 0.064945 -0.510860 0.586284 1841 0.8030

Lambda pro tento model: 0,303232
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Graf 6. ,,Countmap“grafické zndzornéni schopnosti odoldvat bakteridlni degradci
opefeni pro jednotlivé jedince cilovych druhti, pro piehlednost jsou popsany
pouze druhy v danych kladech. Intenzity jsou barevné odliSeny; Cervena-zluta=

nizka mira degradability; zelend= sttedni mira degradabilty; modra-fialova=

vysoké mira degradability
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Graf 7: Znazornéni vztahu degradability rydovaciho pera a potravni specializace

v

Degradabilita rydovaciho pera v log métitku

Graf 8: Znazornéni vztahu mezi melanizaci rydovaciho pera a potravni specializaci
Poznamka: nizs$i hodnota na ose y znamena vys$$i miru melanizace, (0 znamena
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Graf 9: Vztah mezi melanizaci rydovaciho pera a jeho degradabilitou
Poznamka: nizs§i hodnota na ose x znamena vys$$i miru melanizace, (0 znamena

¢erna melanizovana pera)
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Faktoryovliviiujici melanizaci rydovacich per

Abychom navic otestovali, jak ndmi studované faktory mohou souviset s Grovni
melanizace rydovacich per, provedli jsme dodate¢nou analyzu pomoci MCMC modelt
pro vybrané vysvétlujici proménné. V piipadé¢ mezidruhovych analyz zamétenych na
variabilitu v melanizaci rydovaciho pera, kde byly zahrnuty i druhy s pouze jednim
jedincem na druh, jsme neprokazali zddnou z testovanych proménnych jako signifikantni
(Tabulka 9). Naopak v analyzdch zamétenych na mezidruhovou i vnitrodruhovou
variabilitu zahrnujici tedy druhy s vice nez tfemi jedinci na druh vysel jako signifikantni
efekt vnitrodruhové variability ve FH (Tabulka 10), tedy Ze vice melanizovana pera méla
méné¢ FH (Graf 10). Pozorovali jsme i prikazny efekt primérné melanizace rydovaciho
pera daného druhu na primérny pocet FH pro dany druh (Graf 11). Efekt typu potravy
(Tabulka 10, Graf 8) a mezidruhové variability ve FH vySel v tomto modelu slabé
nesignifikantné (viz Tabulka 10). Lambda pro oba tyto dva modely byla 0,4868895 a
0,5812548, coz poukazuje na stiedni zavislost melanizace rydovacich per na fylogenezi

nami studovanych druht.
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Tabulka 9: MCMC model pro mezidruhové rozdily v trovni melanizace rydovacich

per (dataset obsahujici vSechny druhy)

mean lowe 95% CI  Upper 95%Cl  eff.samp p MCMC
Intercept 3.367647 0.168503 6.213682 2316 0.0323 *
Barva-kryci.mean  0.007161 -0.009938 0.025989 2169 0.4283
Pelichani -0.140904  -0.803851 0.452635 1980 0.6434
Sbér potravy -0.039650  -0.228827 0.160635 1980 0.7091
Potrava 0.081438 -0.123206 0.289295 1980 0.4253
Staii jedince -0.033079  -0.950884 0.827926 1768 0.9434

Lambda pro tento model: 0,4868895

Tabulka 10: MCMC model pro mezidruhové i vnitrodruhové rozdily v tGrovni

melanizace rydovacich per (dataset obsahujici pouze druhy, u kterych byly

k dispozici vice nez 4 jedinci na druh)

mean lowe 95% CI  upper 95%C1  eff.samp p MCMC
Intercept 129.040053 95.242775 157.950743 980.0 <0.001 **
f. holes mean -2.220958 -4.918046 0.595023 980.0 0.1163
fault bars mean  -2.522158 -6.564939 2.227987 880.6 0.2143
Bodymass 0.037169 -1.035176 1.062039 980.0 0.9469
Potrava -3.151568 -8.110155 2.387970 980.0 0.1735
sbér potravy -0.149979 -6.057989 5.063245 802.6 0.9429
faultbars within ~ -0.006753 -0.467782 0.368024 872.7 0.9653
f. holes within -0.396901 -0.781362 -0.067410 997.4 0.0306 *

Lambda pro tento model: 0,5812548
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Graf 10: Korelace mezi melanizaci rydovaciho pera a poctem ,,feather holes*
Poznamka: nizs§i hodnota na ose x znamena vys$$i miru melanizace, (0 znamena

¢erna melanizovana pera)
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Graf 11: Korelace mezi zprimérovanymi hodnotami melanizaci rydovaciho pera a

pramérnym poctem ,feather holes* Poznamka: nizsi hodnota na ose x znamena

vy$$i miru melanizace, (0 znamena ¢ernd melanizovana pera)
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5. Diskuze

Celkové bakterialni zatiZeni peri

Pii porovndvani intenzity celkové bakteridli zatéZze u druhii obyvajicich oblasti
tropického mlzného lesa v Kamerunu jsme nenalezli zddné rozdily u druhii obyvajicich
prevazné lesni uzaviené biotopy a oteviené biotopy pastvin a luin, coz je v rozporu s
ptedpokladem, Ze druhy uzavienych a vice humidnich lesnich biotopt budou vykazovat
intenzivngj$i mikrobidlni zatéZ v peti v porovnani s druhy otevienych a susSich stanovist,
ktery je podpoifen nékolika studiemi (napt. Burtt a Ichida, 2004; Saag a kol., 2011b).
Nicméné divodl zapfiCinujicich neprokazéni efektu typu habitatu na celkovou
bakterialni zatéz v opetfeni mize byt nékolik. Prvnim z nich je, Ze ze jsme porovnavali
pouze celkova bakterialni zatizeni pefi a ta mohou byt ovlivnéna stochastickymi faktory,
jimiZ mohou byt nahodilé zmény v prostiedi ¢i mikrohabitatové rozdily (Soler a kol.,
2012; Moreno-Rueda, 2011). Prestoze u diverzity bakterialniho spolecenstva v peii se
zda, ze hraji roli také faktory deterministické, jako je napiiklad ndleZitost k druhu.
Celkové bakterialni zatizeni pefi se miize ménit na urovni jedince a vzhledem k jeho
konkrétni kondici. Toto lze pozorovat i v nasich datech, kdy uvnitf druhu Ize sledovat jak
jedince s vysokymi, tak is velmi nizkymi intenzitami bakterialni zatéze (viz Ptiloha 8.4.
,Countmap*‘), poukazujicimi na fakt, Ze mnozstvi bakterii v peti je vice ovlivnéno
nahodilymi faktory a neni determinovano pfislusnosti jedince k druhu ¢i konkrétnim
zivotnim strategiim. Nékteré studie nachazeji vliv individualnich faktora jako je kondice
jedince (Leclaire a kol., 2015) ¢i velikost uropygialni zlazy (Czirjak a kol., 2013) na
mnozstvi celkového bakteridlniho zatizeni pefi. Tyto individudlni faktory mohou hrat
velmi zésadni roli v regulaci celkového bakteridlniho spolecenstva v opeteni. Napiiklad
u vrabcti domacich Passer domesticus bylo prokézano, ze odstranénim uropygialni z1azy
vzrostlo celkové mnozstvi bakterii v pefi (Czirjak a kol., 2013). Silny vliv na bakterialni
spoleCenstvo ma i prostiedi, ve kterém se jedinec momentalné nachdzi, coz bylo dokdzano
u pozorovani bakteridlniho spolecenstva v uropygialni zlaze ptdkd. To je ovlivnéno
hnizdnim materidlem, v kterém se jedinec nachazi a také pfenosem bakterii z rodict, u
hnizdicich samic se dokonce liSilo v porovnani prvniho a pak nasledné¢ho hnizdniho
obdobi (Ruiz - Rodriguez a kol., 2014). Stejnymi faktory miize byt ovlivnéno i celkové

bakterialni zatizeni v pefi, coz je ovSem zatim neprozkoumané téma.
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Dtvodem mtize byt ito, ze dosud existujici studie prokazujici tento trend hodnoti
vétSinou rozdily na populacich pouze jednoho druhu. Mezidruhovych studii je velmi
malo, napt. Saag a kol. (2011b) porovnavali lesjka ¢ernohlavého a sykoru konadru Zijici
na stejném Uzemi a zivici se podobnou potravou. Zjistili rozdilné mnoZzstvi bakterii
v jejich opeteni. Tato studie je ale svym charakterem vyjime¢na a nelze z ni tedy vyvodit
obecny trend, navic u tropickych druht mohou platit zcela jiné zékonistosti. Druhym
diivodem je, Ze vna$i studii se lokality horského mlzného lesa se svymi
environmentalnimi podminkami pfili$ neliSily. Déle je nutné podotknout, Ze dataset nebyl
dostatecné robustni, aby se ndm prokézaly rozdily malych nianci.

Podobné potravni specializace neméla zadny vliv na celkovou bakteridlni zatéz
v opreni studovanych druhl. Prestoze jsme se domnivali, ze nejmensi mikrobidlni
zatizeni v pefi budou nést nektarivorni druhy, coz by korespondovalo s rozsahlejsi studii
tykajici se PDB (Kent a Burtt, 2016), kde byl tento pfedpoklad pro intenzity PDB
prokazan, na zéklad¢ naSich dat se nepodafila tato hypotéza prokazat. BohuZzel neni
dostatek srovnavacich studii, s kterymi bysme mohli naSe vystupy diskutovat vyjma
jediné (Kent a Burtt, 2016), kterd byla ovS§em zaméfena pouze na sledovani incidence a
frekvence vyskytu PDB. My jsme hodnotili intenzity bakteridlni zatéze zahrnujici cela
bakterialni spolecenstva, kterd mohou, zvlasté u tropickych druhti ptakt podléhat zcela
jinym vlivim determinujicim jak intenzitu, tak diverzitu bakterialni zatéze v opeteni.

U nami studovanych druht se nepodafilo detekovat molekularnimi metodami
intenzitu zatiZzeni pefi PDB, coz mtZe byt zpGsobeno né€kolika faktory. Jednim z nich je
fakt, ze studie, kde mnozstvi PDB v pefi detekovali, byly provadéné €isté kultivacnimi
metodami (Burtt a Ichida, 1999). Nami pouzitd molekuldrni metodika mé své limity
zavislé na kvalité izolované bakteridlni DNA, kterd u vzorkd opefeni uloZzenych v
ethanolu nebyla optimélni. Dal§im moznym divodem je fakt, Ze incidence PDB byla v
opefeni studovanych druhti natolik nizk4, ze koncentrace z nich izolované DNA byly na
tak malé Urovni, ze neumoziily amplifikaci cilovych markert pro keratinolytické geny.
Zaroven z nejnovejsi publikované studie je ziejmé, ze PDB nebyly spolehlivé detekovany
u vSech druhti ptaki. Incidence PDB mezi druhy uvedena v zatim nejvétsi srovnavaci
studii je 39 % (Kent a Burtt, 2016). Je tedy mozné, Ze nase testované druhy PDB v pefi
nemély, ¢i jejich abundance byly tak nizké, Ze nemohly byt kvantifikovatelné.

Ve vysledcich srovnavajicich celkové bakteridlni zatizeni opeteni a vliv typu
sbéru potravy u studovanych druhti jsme rovnéz nenalezli zadny rozdil. Nas predpoklad,

podlozeny prvotni studii o bakteriich v peti zejména PDB fika, ze nejvetsim zdrojem pro
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infekci ptaka je puda, kde se hojné vyskytuji bakterie jako je napt. Bacillus spp. (Burtt a
Ichida, 1999), znél tak, ze druhy sbirajici potravu na zemi budou mit bakteridlni zatéz
nejvyssi. To se ovSem na zaklade€ nasich dat prokazat nepodafilo. Pro celkové bakterialni
spolecenstvo v pefi mohou platit Gipln¢ jiné zakonitosti, které jsou zatim neobjasnéné.

Spolecenstvo mikroorganismli v opefeni ptdkli se méni v rtznych typech
hnizdniho prostiedi (Goodenough a Stallwood, 2010; Ruiz-de-Castafieda a kol., 2011;
Peralta-Sanchez a kol., 2012). Peralta-Sanchez a kol. (2012) zkoumali mezidruhové
rozdily v bakteridlnim zatizeni ptakl a poukézali na to, Ze typ hnizda, pouziti pefi nebo
zelenych rostlin v hnizd¢ vysvétluje vyrazné odliSnosti bakteridlniho spolecenstva v
hnizd¢. Vyskyt téchto mezidruhovych rozdill v intenzité zatizeni bakteridlnim
spoleCenstvim v hnizd¢ muze siln¢ zaviset na konkrétnich podminkéch hnizdniho
prostiedi, ale u tropickych druhii se nepodaftilo rozdil mezi dutinovymi ptaky a ptaky
otevienych hnizd prokazat, a to zejména z divodu obtiznosti urceni, zda se jedna o
hnizdici jedince ¢i nikoli. Mnoho druhti tropickych ptékd, a to i n€které ndmi studované
druhy, mohou zahnizdit v pritbéhu celého roku a typické hnizdni obdobi se u nich obtizné
odhaduje. Z edice knih o Africkych druzich (Brown a kol., 1982) jsme vyextrahovali
informace ohledné nasich zkoumanych druht a zjistitili, ze vétSina z nich méa obdobi
kladeni vajec v jinych mésicich, nez byl provadén odchyt. Lze tedy fici, Ze s nejvetsi
pravdépodobnosti byla vétSina odchycenych jedinci mimo hnizdni obdobi, coz je
diivodem pro nemoznost prokazani efektu typu hnizdéni, protoze ptaci ve svém opefeni
nenesli projevy determinované pravé mikrohabitatem hnizda.

Uroveli melanizace kryciho opefeni nam neodhalila mezidruhové ani
vnitrodruhové rozdily v intenzit¢ bakteridlniho zatiZzeni pefi. Stejné tak jsme v datech
nenalezli podporu pro efekt faktorGi pohlavi, stafi jedince a pelichani a to diky
nedostate¢né robustnimu datasetu. Testovani téchto faktorti bylo dodatecné a z vysledki
nelze vyvozovat obecné zavéry. Efekt fylogeneze na intenzitu bakteridlni zatéze vysel
téméf nulovy, ¢emuz nasvédCuje neprokazani signifikantnich efektd pro testované
faktory. Hodnota lambda ndm vypovidd o nulovém efektu fylogeneze a podporuje
tvrzeni, zZe celkové baketrialni zatiZzeni peti je s velkou pravdépodobnosti determinovano
vice stochasticky nez zivotnimi strategiemi. To vSak nemusi platit pro diverzitu
bakteridlniho spolecenstva, kterou jsme nezvladli do ptedlozené prace zakomponovat, ale

jeji provedeni planujeme a ocekdvame zamavé vysledky.
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Degradabilita rydovacich per

Pii porovnavani faktort souvisejicich se schopnosti pera odoldvat bakterialni degradaci
in vitro, jsme Cast svych hypotéz potvrdili a ¢ast z riznych divodli neprokazali. Nas
obecny ptedpoklad, ze vice melanizovana pera budou vice rezistentni vic¢i bakteridlni
degradaci, byl potvrzen, a to dokonce na vnitrodruhové urovni. Degradabilitu per
odchycenych jedinci jsme otestovali tak, Ze jsme krydovacimu peru piidali
nakultivovany kmen B. licheniformis, ktery patii mezi bézny a hojné se vyskytujici druh
mikroorganismil v pefi ptakt (Burtt a Ichida, 1999; Lucas a kol., 2003). Pro nasi studii
bylo dulezité, ze prosperuje odlisné na rizné barevném pefi (Goldstein a kol., 2004;
Grande a kol., 2004; Gunderson a kol., 2008). Goldstein a kol. (2004) demonstrovali vétsi
degradabilitu B. licheniformis bilého peti, které ma absenci melaninu, ale Grande a kol.
(2004) dosli k opacnému vysledku. Gunderson a kol. (2008) zopakovali tyto experimenty
a z jejich zavéru vyplyva, Ze bilé nemelanizované pefi podléhd bakterialni degradaci
snaze. Prokazany vliv melanizace jako ochrany ptfed bakteridlni degradaci mizeme také
vidét na studii zkoumajici lejska Cernohlavého Ficedula hypoleuca, kdy jeho bilé
nemelanizované skvrny na pefi kiidel byly vice nachylné k degradaci PDB (Ruiz-de-
Castafieda a kol., 2011). NaSe vysledky se shodujis jinymi studiemi (napi. zmifovany
Gunderson a kol., 2008; Ruiz-de-Castaneda a kol., 2011) a také jsme prokézali, ze vice
degradovalo pefi jedinct, jejichz opefeni je méné melanizované. Velmi silny byl tento
ochranny efekt melanizace rydovaciho pera na uroven jeho bakteridlni degradace pro
strdimily, coz jsou ptaci nektarivorni specialisté. U téchto druhti dochazelo v nasi studii
ptaci maji (Prum, 2006). To je zpGsobeno mikrostrukturdlni stavbou pera (Shawkey a
Hill, 2006). Domnivame se, ze jejich extrémné iridiscentni opefeni je nutné udrzovat
v kondici. Ktomu strdimilové, stejné jako jiné druhy, pouzivaji roztirdni sekretl
uropygialni z1azy. Ta je u strdimild relativné k velikosti téla nadrozmérné velka (vlastni
pozorovani). Vzhledem k obranné funkci uropygialnich sekretti proti PDB (Giraudeau a
kol.,, 2010) je pravdépodobné, Ze takto intenzivné oSetfené rydovaci pero sekrety
uropygialni zlazy odolavalo bakteridlni degradaci 1épe, a kromé udrzovani iridiscentniho
zbarveni tak mohou uropygidlni sekrety téchto druhii slouzit obecné k ochrané proti
ektoparazitiim v opefeni. Druhym vysvétlenim je, Zze tyto mikrostruktury zpusobujici
iridiscentni zbarveni jsou velmi subtilni s velkou pravdépodobnosti degradovaly jako

prvni. Samotné vétve pera tak mohly byt mikrostrukturami chranény pied degradaci a
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podléhalo ji pozdéji nez neiridiscentni pero. Nejpravdépodobnéjsim divodem pro
vysokou rezistenci rydovacich per strdimilli vi¢i bakteridlni degradaci vSak byla jeho
per u nejvice melanizovanych per, ktera v nasi studii mély pravé nektarivorni druhy.
Prestoze jsme u efektu potravni specializace studovanych druht nenalezli signifikantni
efekt na uroven degradace opefeni, d4 se fici, Ze zkoumani nektarivoii maji nejvice
melanizované opefeni a to nejvice odolava bakteridlnimu rozkladu.

Vysledky srovnavajici typ sbéru potravy studovanych druhii neodpovidaji
nasemu predpokladu, ze druhy, které sbiraji potravu na zemi a v kefovém podrostu, trpi
vice mechanickym opotiebenim, proto budou mit rydovaci pera vice melanizovana, tedy
méné¢ nachylna k bakteridlni degradaci. Nejméné nachylna pera k bakteridlni degradci
vykazovaly nektarivorni druhy, které jsou jedny z nejvice specializovanych a zaroven i
jejich sbér potravy, kdy poletuji mezi vegetaci bez kontaktu se zemi, odpovidad naopak
mensi pravdépodobnosti, ze u jejich rydovacich per dojde k mechanickému opotiebeni. I
ptesto patii nektarivorni druhy v nasi studii mezi nejvice melanizované. Ptestoze uroven
melanizace jejich rydovacich per s nejvétsi pravdépodobnosti chrani pero pred bakterialni
degradaci, vzhledem k prokdzanému nizkému vyskytu PDB v opefeni nektarivornich
druhtt (Burtt a Kent, 2016) nelze, snejvétsi pravdépodobnosti, mirkoorganismy
nachézejici se v opefeni ¢i potravni strategii povazovat za hlavni selekéni faktory
souvisejici s melanizaci rydovacich per strdimild.

Dale jsme se zaméfili na rychlost degradace per s ohledem na jejich kvalitu a
poskozeni. Rychlejsi rist pera by mél podle obecného predpokladu negativné ovliviiovat
kvalitu pera (De la Hera a kol., 2009; Saino a kol., 2012), ¢imz myslime celkovou
hmotnost, v ¢emz se naSe vysledky shoduji a nalezli jsme silnou pozitivni korelaci mezi
rychlosti ristu pera a jeho vahou. Proto jsme pouzili jako parametr kvality pera prave
rychlost jeho rlstu neboli parametr GBW. Rychleji narostlda pera by méla mit vice
kazovych prouzki, a byt celkové méné kvalitni (Saino a kol., 2012), tim paddem podI¢hat
snaze degradaci bakteriemi. Tento piedpoklad se ndm bohuZzel nepotvrdil z divodu, ze
tato strukturdlni naruseni pera velmi pravdépodobné spiSe ovliviiuji jeho mechanické a
fyzikalni schopnosti a také mohlo dojit k ptekryti jejich efektu prikaznym efektem
melanizace, kterd hrala v nasi studii vyznamnou roli a chréanila pero proti degradci.

Melanizace hrédla také roli v mnozstvi FH, coz je jeden z dalSich ukazatelt
poskozeni pera. Jejich pocet by mél pozitivné korelovat s intenzitou degradability pera

keratinolytickymi mikroorganismy, protoze obranna funkce melanizace pera byla
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v n¢kolika studiich naznacena i ve smyslu odolnosti pera vici ektoparazity zpisobenych
perforaci (FH) (Bush a kol., 2006; Vagasi a kol., 2014). Ektoparaziti naruSuji a odhaluji
kortex pera a usnadiuji prinik pefi degradujicim mikroorganismiim. Analyzy faktort
zodpovidajicich za Uroven melanizace opefeni prokazala, Ze, vice melanizovana pera
méla méné FH, coz by znamenalo, Ze melanizace slouZzi jako ochrana pied vznikem FH.
Lze tedy fici, Ze deponace melaninti je jeden z pouZzivanych mechanismi slouzicich
k ochrané pefi proti degradaci pefi, proti plisobeni ektoparazitim jako jsou vSenky, PDB
a bakteriim obecné. Nase data o tropickych druzich toto tvrzeni potvrzuji, navzdory tomu,
ze nas predpoklad, ze vic FH bude znamenat vyssi degradabilitu, jsme neprokézali.
Dtlezitym mechanismem, ktery je povazovan za ochranu proti PDB je roztirani
sekretd uropygidlni zlazy do pefi. U naSich druhi nemame bohuzel data o velikosti
uropygidlni zlazy ¢i sloZeni jejich sekretd, ale je dtilezité ji zminit a to i z hlediska FH, na
které ma nejspisSe také vliv, protoze jeji sekrety plsobi nejen jako ochrana proti bakteriim,
ale i vS§enkam. Ty, jak bylo zminéno v kapitole 1.3., mohou byt pfi¢inou vzniku FH. Jejich
veétsi pocet byl nalezen na bilych castech ocasnich per vlastovky obecné (Moller, 1991;
Kose a kol., 1999). Domnivame, se tedy Ze melanizace by mohla mit ochranou funkci
také pred perforovanim pera vSenkami. Ale Bush a kol. (2006) ve své studii testovali roli
melaninu jako mozné ochrany proti vS§enkdm u holubt skalnich (Columba livia) a Zadny
z jejich testll nepotvrdil nasi domnénku. Zda se tedy, Ze deponace melaninu nema zadny
vliv na vSenky, alespon v ptipad¢ holubti skalnich. V nasi studii, kde jsme uvazovali také
mnozstvi FH a zaroven zaznamenali melanizaci pera, nam vSak tento vztah vySel
signifikantné jak na vnitrodruhové, tak i mezidruhové Grovni, z ¢ehoz vyplyva, ze vice
melanizované pero ma mén¢ FH. Dalo by se tedy fici, Ze vSenky reaguji na mnozstvi
melaninu v peru. Nejsme si ovSem jisti, zda FH jsou nasledkem ptitomnosti vsenek, FH
mohou byt zplisobeny jinym ¢initelem nez vSenkami a to napiiklad stresem pfi riistu pera
a nebo PDB (Vagasi, 2014). Zajimava je také hypotéze, ze mnoZzstvi sekretii uropygialni
zlazy pozizivné koreluje s abundanci vSenek jak na vnitrodruhové tak mezidruhové
urovni (Galvan a Sanz, 2006; Galvan a kol., 2008). Protoze se vSenky mohou Zivit
dokonce i1 samotnymi mikroorganismy v pefi, diverzita a mnoZstvi vSenek mulze
vyznamné¢ prispivat ke snizeni prave bakterialniho zatizeni peti (Soler a kol., 2012).
Hodnoty lambda v ptipadé degradace rydovacich per vysly vyssi nez u intenzity
bakterialni zatéze v pefi, ale pfesto znaci stfedniefekt fylogeneze studovanych druhti na

degradabilitu 1 Groveil melanizace per.
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6.

Z.avér

Cilem této diplomové prace bylo testovat, jak vybrané charakteristiky zivotnich strategii

tropickych druht ptaki ovliviluji celkové bakterialni zatizeni v opeteni a schopnost jejich

opefeni odolavat bakterialni degradaci.

Na zaklad¢ analyz zalozenych na MCMC (Markov chain Monte Carlo)

modelech jsme zjistili ze:

Celkové bakterialni zatizeni v opefeni bylo zcela nezdvislé na fylogenezi
studovanych druht a nesouviselo s zddnou z testovanych proménnych. To
poukazuje na fakt, Ze intenzita mikrobidlni zatéZe v opefeni vybranych
tropickych druhi ptdkd je determinovéana spiSe stochastickymi faktory

prostiedi nez jejich Zivotnimi strategiemi.

Rezistence opefeni vii¢i bakteridlni degradaci vykazovala stiedni zavislost na
fylogenezi studovanych druhti, kdy nejméné degradovala pera nektarivornich
druhti konkrétn€ Nectarinia oritis a Nectarinia preussi. Domnivame se, Ze
tento vysledek souvisel s melanizaci rydovacich per, kterou maji tyto druhy ze
vsech studovanych nejvyssi a také s iridescentnim zbarvenim, které nuti tyto
druhy vice investovat do udrzby opefeni sekrety uropygialni zlazy, které

pravdépodobné pero chrani i pied degradaci bakteriemi.

Degradace rydovacich per se ukazala byt zavisld na trovni jejich melanizace,
kdy vice melanizovana pera odoldvala bakteridlni degradaci 1épe nez péra

méné melanizovana.

Zaroven se ukazalo, ze melanizace pera na mezidruhové i vnitrodruhové
urovni siln€¢ souvisi s poskozenim pera, zpisobenym tzv. ,feather holes®.
Mensi pocet ,,feather holes* méla pera s vyssi Grovni melanizace, z ¢ehoz je
patrné, ze deponace melaninti do pera ma velmi zdsadni ochranou funkci pied

plsobenim ektoparazitli i mikroorganismi.
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JedineCnost vystupl této prace spocCivd zejména vtom, ze navzdory
predpokladanym vliviim rozdilnych zivotnich strategii, existuje velmi malo komplexnich
a komparativnich studii zabyvajicich se porovnanim intenzity mikrobidlni zatéze v pefi
ptakt. Stejné tak zistdvaji nepochopeny mechanismy, kterymi mohou ptaci efekt
mikrobiomu, nesouciho ve svém télnim pokryvu, ovliviiovat a udavat mu tak jeho funk¢ni
a evolu¢ni vyznam. Navic, pro tropické druhy ptakii podobna komparativni studie na vétsi

Skéle druht prozatim neexistuje.
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Tabulka 11. Prumérna hodnota celkového bakterialniho

zatiZeni pro jednotlivé druhy, u kterych byla hodnota zatiZeni

zjiSténa minimalné u dvou jedinct

Nazev druhu

Prumérna hodnota bakterialniho zatiZzeni

Turtur tympanistria 6362767

Andropadus montanus 388548

Cryptospiza reichenovii 312239
Nectarinia oritis 69561
Estrilda nonnula 66886
Alethe poliocephala 56752
Elminia albiventris 52351
Cossypha isabellae 37062
Saxicola torquatus 32858
Laniarius atroflavus 24986
Pseudoalcippe abyssinica 23736
Andropadus tephrolaemus 19889
Pycnonotus barbatus 18089
Cisticola chubbi 14710
Euplectes capensis 9314
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Tabulka 12. Priimérna hodnota degradability per pro
jednotlivé druhy, u kterych byla hodnota degradability zjiSténa

minimalné u dvou jedinci

Nézev druhu Primérné hodnota degradability
Cossypha isabellae 27187
Cossypha niveicapilla 13836
Pseudoalcippe abyssinica 11030
Ploceus melanogaster 8101
Kakamega poliothorax 7576
Oreolais pulchra 7091
Ploceus bannermani 6354
Platysteira laticincta 4994
Laniarius atroflavus 4967
Andropadus gracilirostris 4455
Bradypterus bangwaensis 4398
Linurgus olivaceus 4201
Elminia albiventris 4142
Turtur tympanistria 4070
Apalis cinerea 4035
Andropadus montanus 4001
Euplectes capensis 3909
Sylvia borin 3846
Alethe poliocephala 3232
Andropadus tephrolaemus 3184
Nectarinia oritis 3074
Chloropeta natalensis 3036
Cryptospiza reichenovii 2992
Muscicapa adusta 2633
Buccanodon duchaillui 2315
Euplectes ardens 2197
Cisticola chubbi 2177
Saxicola torquatus 1976
Pycnonotus barbatus 1733
Phylloscopus trochilus 1307
Estrilda nonnula 1268
Nectarinia preussi 938
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»Countmap* grafické znazornéni intenzit bakterialniho zatiZeni

v opeieni pro jednotlivé jedince cilovych druht

Poznamka: Intenzity jsou barevné odliSeny; ervend-zlutd=nizk4 intenzita

zelena=sttedni intenzita; modra-fialovd=vysoké intenzity bakteridlni zatéze
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Obrazek: Znazornéni vybranych rydovacich per testovanych

druhu ptakua

7
Spivia  Nectaria Cisticola
Fagens Vivia - Re chubbi  Estrilda
' v i Alethe N, . .
melanogaster horin  preusst nonmila L, Turtut Linurgus . Nectarinia Elminia
Laniarius . olivaceus poliocephala oritis albiventris
poensis tempanistria
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