Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalaiska prace

Olomouc 2022 Ondiej Kopecky



Univerzita Palackého v Olomouci

Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi

u ¢apa simbila (Cicionia abdimii)

Bakalarska prace

Ondriej Kopecky

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Molekularni a bunécna biologie

Forma studia: Prezenc¢ni

Olomouc 2022 Vedouci prace: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Akademicky rok: 2020/2021

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pijmeni:  Ondej KOPECKY

Osobni ¢fslo: R190220

Studijni program: B1501 Biologie

Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie

Téma prace: Cross-species amplifikace mikrosatelitdi z Fadu trubkonosi u ¢pa simbila (Ciconia abdimii)

Zadavajici katedra:  Katedra bunééné biologie a genetiky

Zasady pro vypracovani

1. Shroméazdéni dostupnych literarnich zdrojd.
2. Vlypracovéni rederse na téma bakalarské prace.
3. PCR amplifikace DNA ¢apa simbila s vyuZitim cross-species primerdi pro mikrosatelity, které jsou zndmé u ptakd z ¥4du trubkonosf.

Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych prac:
Forma zpracovéni bakaldrské prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

&#x200b;
1. Prum, R.0. et al. (2015): A comprehensive phylogeny of birds (Aves) using targeted next-generation DNA sequencing. Nature, 526, 569-573.

2. Dawson, D.A. et al. (2013): High-utility conserved avian microsatellite markers enable parentage and population studies across a wide range of

species. BMC Genomics, 14, 176.
3. Dawson, D.A. et al. (2010): New methods to identify conserved microsatellite loci and develop primer sets of high cross-species utility -as demon-

strated for birds. Molecular Ecology Resources, 10, 475-494.
4. Ahmed, S. et al. (2009): Isolation and characterization of macaroni penguin (Fudyptes chrysolophus) microsatellite loci and their utility in other

penguin species (Spheniscidae, AVES). Molecular Ecology Resources, 9, 1530-1535.
5. Vianna, J.A. et al. (2017): Comparative genome-wide polymorphic microsatellite markers in Antarctic penguins through next generation sequencing.

Genetics and Molecular Biology, 840, 676-687.

Vedouci bakalarské prace: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.
Katedra bunécné biologie a genetiky



Datum zadanf bakalarské prace: ~ 29. brezna 2021
Termin odevzdant bakalarské prace:  31. Cervence 2022

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

V Olomouci dne 6. dubna 2021




Bibliograficke udaje
Jméno a prijmeni autora: Ondfej Kopecky

Néazev préce: Cross-species amplifikace mikrosatelitti z fadu trubkonosi

u ¢apa simbila (Ciconia abdimii)

Typ prace: Bakalaiska

Pracovisté: Katedra bunécné biologie a genetiky, PiF UP v Olomouci
Vedouci prace: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.

Rok obhajoby prace: 2022

Souhrn:

Tato bakalatskd prace se soustiedi na hledani polymorfnich mikrosatelitnich

lokusti u ¢apa simbila (Ciconia abdimii) pomoci cross-species PCR amplifikace.

Teoreticka cast této prace se zaobira charakterizaci fadu capi, rozdily mezi
jednotlivymi rody ¢eledé capoviti a také popisem samotného ¢apa simbila. Dalsi kapitoly
jsou zamétené na charakterizaci mikrosateliti a na jejich popsané polymorfni lokusy
u druhti z fadu trubkonosi, které byly pomoci cross-species PCR amplifikace testovany
u ¢apa simbila.

Experimentélni ¢ast se zabyva hledanim polymorfnich lokusti v genomické DNA
6 neptibuznych jedinc ¢apa simbila pomoci metody cross-species PCR amplifikace
S pouzitim 213 pard mikrosatelitnich primerd, z nichz 207 bylo navrzeno pro zastupce
z fadu trubkonosi, 5 part pro zastupce z fadu dlouhoktidli a posledni par pro lesiacka
zlutonohého (Dendroica petechia) z fadu pévci. Prostfednictvim této metody jsem nalezl
26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust s 2—6 alelami na lokus. U zbylych 187 lokust

byl detekovan monomorfni produkt.

Klic¢ova slova: Cap simbil, mikrosatelity, cross-species PCR amplifikace,
Ciconia abdimii, trubkonosi

Pocet stran: 61
Pocet priloh: 0

Jazyk: Cesky



Bibliografical identification
Author’s name and surname: Ondiej Kopecky

Title: Cross-species  amplification ~ microsatellites  from

Procellariiformes in Abdim's Stork (Ciconia abdimii)
Type of thesis: Bachelor

Department: Department of Cell Biology and Genetics, Faculty of

Science, Palacky University, Olomouc
Supervisor: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.
The year of presentation: 2022
Summary:

This bachelor thesis focuses on the search for polymorphic microsatellite loci
in Abdim's Stork (Ciconia abdimii) using cross-species PCR amplification.

The theoretical part of this thesis deals with the characterization of the order
Ciconiiformes, the differences between the genera of the family Ciconiidae and also with
description of the Abdim's stork. The next chapters are focused on the characterization of
microsatellites and description of their polymorphic loci in species of the order
Procellariiformes, which were tested in the Abdim's stork by cross-species PCR

amplification.

The experimental part deals with the search for polymorphic loci in the genomic
DNA of 6 unrelated Abdim's stork individuals by using the cross-species PCR
amplification method with 213 pairs of microsatellite primers, 207 pairs of which were
designed for species of the order Procellariiformes, 5 for species of the order
Charadriiformes and last pair for Mangrove Warbler (Dendroica petechia) from the order
Passeriformes. By using this method | found 26 polymorphic microsatellite loci with 2 to

6 alleles per locus. A monomorphic product was detected in the remaining 187 loci.

Keywords: Abdim's  Stork, microsatellites, cross-species PCR

amplification, Ciconia abdimii, Procellariiformes
Number of pages: 61
Number of appendices: 0

Language: Czech



Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracoval samostatné za pouziti

citovanych literarnich zdroji pod vedenim RNDr. Petra Nadvornika, Ph.D.

V Olomouci dne 6.5.2022



M¢ podékovani patii vedoucimu mé bakalatské prace RNDr. Petru Nadvornikovi,
Ph.D. za jeho odborné vedeni, ¢as, ochotu, vstficnost, poskytnuté materialy a veskerou
pomoc pii zpracovani teoretické i experimentalni ¢asti této prace. Dale bych chtél
podekovat kolegynim z Laboratofe populacni genetiky na Katedfe bunécné biologie
a genetiky Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci za vybornou

row

atmosféru v laboratofi pfi zpracovavani experimentalni ¢asti.



L UVOO oot 1
2 CHIE PrACE. ... et b et 2
3 Literarni prehled ... 3
K 2 I 1 PO 3
A 1) 1 50 1 1 OO 4
T 01 X 1111 )1 T 7
34 MIKIOSALEIILY ...t 8
3.5  Mikrosatelitni lokusy charakterizované u druhti z fadu trubkonosi................. 10
3.5.1  Mikrosatelitni lokusy charakterizované u druhti z ¢eledi albatrosoviti .... 11
3.5.2  Mikrosatelitni lokusy charakterizované u druhti z ¢eledi buiiiackoviti.... 13
3.5.3  Mikrosatelitni lokusy charakterizované u druhti z ¢eledi buiiakoviti...... 14

4 Materill @ MELOTY......ccooiiiiiieie e e 18
4.1  BIologicKy Materidl...........cccoiieiiiic e 18
4.2 Seznam pouZitych chemikalif .........ccoooiiiiiiiiii 18
4.3  Seznam pouzitych roztokl a jejich prprava ........ccccoovveiiiciiieiiniesecccec 19
4.4  Seznam pouzitych laboratornich pristrojli ........cccooveriiiiienini e 21
4.5  PCR amplifikace DNA ¢apa simbila..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiicecs 21
4.6  Amplifikované mikrosatelitni lokusy u ¢apa simbila.............ccoeiviiiiiiinnnns 22
4.7  Elektroforeticka separace PCR produktll............ccooeiiiiiiiiiiiiiiicicccn 25

5 VYSIEAKY .ot 29
B DISKUSE.....oiieiie 38
T ZLAVET ..ot 46
8 LITEIATUNE ..ot 47



Seznam obrazki
Obrazek ¢.1: Zatazeni fadu Ciconiiformes mezi piibuzné fady vodnich ptaka
dle WinKIer et al. (2015). .....coiiiiiieiieie e 3

Obrézek €. 2: Rozdéleni druht v Celedi ¢apoviti podle Sheldon et Slikas (1997) a Slikas
(1997, 1998). ...ttt bttt en s 5

Obrazek €. 3: Rozdéleni 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust detekovanych u ¢apa

simbila vzhledem k druhtim, u nichZ byly izolovany. ..........c.cccccecvvieriereiinnnnnnn 33

Obrézek ¢. 4: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu Omn8

testovaného u Sesti nepfibuznych jedinct ¢apa simbila...........ccoovviiiiniiienn, 36

Obrazek ¢.5: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitnino lokusu

Puff G2C testovaného u Sesti nepfibuznych jedinci ¢apa simbila. ................... 37

Obréazek €. 6: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu

Ptero09 testovaného u Sesti neptibuznych jedinct ¢apa simbila. ...........ccoceeneee. 37

Obrazek €. 7: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitnino lokusu

Pc D103 testovaného u Sesti neptibuznych jedincti ¢apa simbila........................ 37

Obréazek €. 8: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu

Pacbel_19907 testovaného u Sesti nepfibuznych jedinci ¢apa simbila. ............. 37

Vi


file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741373
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741373
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741375
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741375
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741377
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741377
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741380
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741380
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741382
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741382
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741384
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741384
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741385
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741385
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741387
file:///C:/Users/ondry/OneDrive/Plocha/Bakalářka/Kopecký%20Ondřej%20-%20Bakalářská%20práce_v.04.2.docx%23_Toc101741387

Seznam tabulek

Tabulka €. 1: SloZeni PCR SMESi pro 6 VZOIKU. ......ecveviverieiiesiciie e 22
Tabulka €. 2: Teplotni a asovy profil PCR reakce.........coovvviiiiieiiniiiniiiseccees 22
Tabulka €. 3: Testované mikrosatelitni lokusy popsané u druhii z ¢eledi albatrosoviti.23

Tabulka €. 4: Testované mikrosatelitni lokusy popsané u druhu z ¢eledi buinackoviti.

Tabulka €. 5: Testované mikrosatelitni lokusy popsané u druhii z ¢eledi buinakoviti. 24

Tabulka €. 6: Testované mikrosatelitni lokusy popsané u druhd z fadu dlouhoktidli

B PEVCLL 11tttk E Rt R bR bt et b nne s 25

Tabulka €. 7: Charakteristika 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které byly

testovany na 6 nepiibuznych jedincich Capa simbila..........ccoccooviiiiiiiiiiii s 30

Tabulka €. 8: Genotypy 6 nepiibuznych jedincti ¢apa simbila pro u nich nalezenych 26

polymorfnich mikrosatelitnich LoKUSTL. ..........ccccoiiiiiiiiiiie 34

Tabulka €. 9: Porovnani mnou testovanych teplot annealingu a detekovaného poctu alel
pro nalezené polymorfni mikrosatelitni lokusy u 6 nepifibuznych jedinct ¢apa simbila

310100 11 To=] o 01 RSSO 39

Tabulka €. 10: Srovnani polymorfnich mikrosatelitnich lokust z fadu trubkonosi, které
byly pomoci cross-species PCR amplifikace testovany u 6 neptibuznych jedincti ¢apa
simbila (tato prace) a soucasné byly polymorfni u nesyta indomalajského (Nedveédova,
2015), plamenaka karibského (Strejckova, 2018), pelikdna skvrnozobého (Mackova,
2021), plamenaka ruzového (Zlochova, 2019), pelikana bilého (Adamkova, 2021),
pelikdna afrického (Kopecnd, 2020), ¢apa bilého (Krnavkova, 2021), ¢apa cerného
(Musilova, nezvefejnéna data), potapky rohace (Janusova, 2017) a pelikédna kadetavého

(VereSOVA, 2020). .. .eeiiiiiieiieeie ettt nn e e n e nn e re e 43

vii



1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké sekvence DNA tandemové opakujicich se repetic o délce
1-6 part bazi a vyskytuji se v eukaryotnich i prokaryotnich genomech. Mezi jejich
specifické vlastnosti lze =zafadit to, Ze jsou kodominantni, multialelické, vysoce
polymorfni a rychleji mutuji nez zbytek genomu. Diky témto vlastnostem jsou vyuzivany
jako genetické markery napt. pii zkoumani populaéni struktury, testovani paternity nebo
forenzni analyze. Velikou nevyhodou mikrosateliti je jejich dlouhé a ndkladné hledani,
proto se vyuziva cross-species PCR amplifikace. Tato metoda umoznuje vyuzit primery
navrzené pro PCR amplifikaci daného mikrosatelitniho lokusu izolovaného od

zdrojoveho druhu k amplifikaci stejného lokusu u fylogeneticky blizce piibuznych druhd.

Cap simbil (Ciconia abdimii) je zastupce Fadu &api (Ciconiiformes) v Africe, kde
je velmi pocetné¢ rozsiten. V ramci Laboratofe Populacni genetiky Katedry bunécné
biologie a genetiky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci byly jiz
pro tento druh v n¢kolika pracich hledany polymorfni mikrosatelitni lokusy a moje prace
by méla navazat na predeSlé prace. Cilem této bakalaiské prace bude nalezeni
polymorfnich mikrosatelitnich lokusi, které byly difive popsany u druhti z tadu

trubkonosi, u 6 neptibuznych jedinct ¢apa simbila.
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Cile prace
1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.
2. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.

3. PCR amplifikace DNA ¢apa simbila s vyuzitim Cross-species primerti pro

mikrosatelity, které jsou znamé u ptakt z fada trubkonosi.



3 Literarni prehled

3.1 Rad ¢pi

Rad Ciconiiformes byl diive nazyvan fadem brodivi a zahrnoval ¢&eledi
volavkoviti ~ (Ardeidae), ¢apoviti (Ciconiidae), ibisoviti  (Threskiornithidae),
kladivouSoviti (Scopidae) a ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae). V poslednich deseti letech
pomoci novych studii, které se zakladaji na molekularnich analyzach, byl pohled na tento
fad zménén. V novém pojeti je fad Ciconiiformes monofyleticky (Obrazek ¢. 1) (Slikas,
1997; Prum et al., 2015; Winkler et al., 2015) a je oznacovan Cesky jako tad ¢api (Hudec
et al., 2016; Gaisler et Zima, 2018). Tento fad nové obsahuje jedinou celed’ ¢apoviti
(Ciconiidae), ktera se déli na 3 triby a ty celkem zahrnuji v 6 rodech 19 druhu (Gill et
Donsker, 2022). S timto novym pojetim bude dale pracovano v této praci a fad

Ciconiiformes bude oznacovan jako tad ¢api.

Pelecaniformas ———- = ——= - cn o o ‘
Pelicans, Herons and Allies

sulifarmes™ == = s o

Boobies, Frigatebirds and Allies

Ciconiifarmes'——~————————————~ J

Storks

Procellariiformes ———
Albatrosses and Petrels
Sphenisciformes ———
Penguins

Gaviformess —MM——————
Loons

Obrazek €. 1: Zafazeni fadu Ciconiiformes mezi piibuzné fady vodnich ptaku dle Winkler et al.
(2015).

Rad ¢api zahrnuje stiedné az velmi velké druhy ptake, ktefi jsou piizptisobeni
ziskdvat potravu z vody nebo bazinatych biotopu (Gaisler et Zima, 2018). Nejvétsi
zastupci mohou méfit na délku (tzn. od $pi¢ky zobaku po konec ocasu) az 152 cm a vazit
8,9 kg (samec ¢apa marabu), zatimco nejmensi mohou méfit na délku 75 cm a vazit 1,3 kg
(¢ap simbil). Zpravidla je samec vétsi nez samice. Mezi charakteristické znaky tohoto
fadu patti dlouhy piimy a klinovity zobak, ktery je adaptovan pro lov riznych vodnich
zivoc¢icht a U jednotlivych rodi se muze jeho tvar lisit (del Hoyo et al., 1992; Hudec et
al., 2016).

Mezi dalsi znaky tadu ¢api patii protahly krk a dlouhé brodivé nohy, které

umoznuji dlouhy krok a tim rychleji pfekonavat terén a brodit se i v hlubsich vodach

3



(del Hoyo et al., 1992). Nohy jsou zna¢n¢ protahlé pfedev§im v béhaku a bérci. Vice nez
polovina bérce nad patou je neopefena. Na dolni koncetiné maji dlouhé a ohebné prsty,
nizko nasazeny a malo vyvinuty palec (Hudec et al., 2016; Gaisler et Zima, 2018). Tarsus
je Supinaty (del Hoyo et al., 1992). Neumé¢ji rychle béhat, pohybuji se pomalym krokem
ajakmile prchaji, vzlétnou. Capi maji dlouha, §irokd kiidla, ktera jsou vyborné
uzpusobena k vzlétnuti. Pti letu maji nohy vzdy natazené, krk drzi natazeny dopiedu
a dovedou dokonale plachtit. Narozdil od pelikant ¢api nelétaji v pravidelnych
formacich pri kratkych piesunech ani pfi migraci. Vyjimkou jsou ¢api jihoamericti
(Ciconia maguari) v Brazilii, kteti pravideln¢ 1étaji v klinovych formacich (del Hoyo et
al., 1992; Hudec et al., 2016). Kostra je pneumatizovana a lehka. Maji obvykle maly
jazyk, jicen bez volete, tiidilny zaludek s dobie vyvinutym pylorickym oddilem. Slepa
stfeva jsou mala a zakrnéla, samci maji rudimentarni penis. Hlasové Ustroji je zakrnélé,
chybi vétSinou hlasové svaly, proto tento nedostatek Capi nahrazuji vytvafenim
mechanickych zvuk, tj. klapanim zobakem (Hudec et al., 2016; Gaisler et Zima, 2018).

Zastupci tadu ¢api obyvaji oteviené i lesni krajiny pobliZz vnitrozemskych vod,
vyjime¢né jsou mrchozravi, pouze marabuové jsou schopni pozirat mrSiny diky
mohutnému zobaku. Capi Ziji v monogamii, ob¢as vytvafeji mensi hnizdni kolonie
(Hudec et al., 2016). Stavéji vétsinou velka hnizda na stromech nebo v rdkosinach z vétvi
a klackd. Vejce jsou matnd. Mlad’ata se lihnou nidikolni, vidouci a staraji se 0 n¢ oba
rodi¢e. Capi vyskytujici se v severnich oblastech patfi mezi stéhovavé a v zimé migruji
do oblasti tropického pasu jako napi. ¢ap bily, tdhnouci z Evropy az do jizni Afriky
(Hudec et al., 2016; Gaisler et Zima, 2018).

3.2 Celed ¢apoviti

Celed’ &apoviti (Ciconiidae) je velmi dobfe definovanou skupinou a jeji
charakteristické rysy se jiz objevovaly na pocatku tietihor. Nejstarsi fosilie, které Ize
identifikovat jako ¢apovité, pochazeji ze svrchniho eocénu ve Francii. Z rozsahlych
paleontologickych nalezii, které ¢italy pfiblizné 30 druhd, 1ze usoudit, Ze hlavni radiace
této Celedi probéhla v oligocénu. Dnesni rody, jako jsou Ciconia, Ephippiorhynchus
a Leptoptilos, se vyskytovaly jiz v miocénu, zatimco z recentnich druhu, jako je nesyt
americky (Mycteria americana) nebo c¢ap jabiru (Jabiru mycteria), byly nalezeny
pozustatky az v pozdnich pleistocénnich usazeninach, které se ukladaly asi pted 140 000
lety (del Hoyo et al., 1992).



Kahl (1971, 1979) po svych pracich, které byly zaloZeny na srovnavani projevi

a chovani jednotlivych druht, rozdélil tuto ¢eled” do 3 triba (Ciconiini, Leptoptilini

a Mycterini), které zahrnuji celkem 19 druhi v 6 rodech. Zatazenim jednotlivych rodu

a druhi do Celedi ¢apoviti se také zabyvali ve svych pracich Sheldon et Slikas (1997)

i sdm Slikas (1997, 1998). Jimi navrZzené rozdé€leni ¢eledi ¢apoviti je na Obrazku ¢. 2.

Ciconiini Ciconia

Ephippiorhynchus

Leptoptilini Jabiru
Leptoptilos
Anastomus
Mycterini
Mycteria

Ciconia boyciana (¢ap vychodni)

| Ciconia ciconia (¢ap bily)

Ciconia maguari (¢ap jihoamericky)

Ciconia abdimii (Cap simbil)

Ciconia episcopus (¢ap bélokrky)

Ciconia stormi (¢ap pestry)

Ciconia nigra (¢ap Cerny)

Ephippiorhynchus asiaticus (¢ap ¢ernokrky)
Ephippiorhynchus senegalensis (¢ap sedlaty)
Jabiru mycteria (¢ap jabiru)

Leptoptilos crumeniferus (marabu africky)
Leptoptilos dubius (marabu indicky)
Leptoptilos javanicus (marabu indomalajsky)
Anastomus lamelligerus (zejozob africky)
Anastomus oscitans (zejozob asijsky)
Mycteria americana (nesyt americky)
Mycteria cinerea (nesyt bily)

Mycteria ibis (nesyt africky)

Mycteria leucocephala (nesyt indicky)

Obrazek ¢. 2: Rozdéleni druhi v ¢eledi ¢apoviti podle Sheldon et Slikas (1997) a Slikas (1997,

1998).



Prvni tribus zahrnuje pouze rod Ciconia se 7 druhy, kam se tadi C. abdimii (¢ap
simbil), C. boyciana (¢ap vychodni), C. ciconia (¢ap bily), C. episcopus (ap bélokrky),
C. maguari (¢ap jihoamericky), C. nigra (¢ap cCerny) a C. stormi (Cap pestry)
(Gill et Donsker, 2022). Do tohoto rodu patii stiedné velci az velci ¢api, pievazné
cernobile opeteni, 1étaji s natazenym krkem, jsou velmi spolecensti a migruji v hejnech

(Brown et al., 1993).

Do druhého tribu patii 3 rody obsahujici celkové 6 druht. Prvni rod je
Ephippiorhynchus zahrnujici 2 druhy - E. asiatucus (¢ap cernokrky), zijici v Asii
az po Austrélii, a E. senegalensis (¢ap sedlaty), ktery obyva uUzemi Afriky (Gill et
Donsker, 2022). Tento rod zahrnuje velmi velké, $tihlé ¢apy s Cernobilym opefenim,
zobak je dlouhy, stihly a boéné stlaéeny (Brown et al., 1993). Druhym rodem je rod
Jabiru pouze s jednim druhem J. mycteria (¢ap jabiru), zafazujici se mezi velké ¢apy
a zijici od Mexika ptes Stfedni Ameriku a severni ¢ast Jizni Ameriky po severni
Argentinu a Uruguay (del Hoyo et al., 1992). Poslednim rodem patticim do toho tribu je
rod Leptoptilos obsahujici 3 druhy - L. crumeniferus (marabu africky), L. dubius (marabu
indicky) a L. javanicus (marabu indomalajsky) (Gill et Donsker, 2022). Do tohoto rodu
se fadi velmi velci az obrovsti ptaci, ktefi mohou pulsobit na zemi tézkopadné
az nemotorné. Od vSech ostatnich rodu z ¢eledi ¢apoviti se odlisuji témét holou hlavou
a krkem, ne€kdy pestte zbarvenymi; dlouhym, silnym a kuzelovitym zobakem:;
roztazitelnymi vzdusnymi vaky na hrdle a horni ¢asti hibetu; chocholkou pefi na bazi
krku obklopujici hibetni vzdusny vak; specializovanymi nacechranymi ocasnimi pery.
Také se narozdil od ostatnich roda této ¢eledi dokazou zivit mr§inami (Brown et al.,
1993).

Tteti a zaroven posledni tribus je ¢lenén na 2 rody, které se dale celkové déli na 6
druhd. Prvnim rodem je rod Anastomus zahrnujici 2 druhy - A. lamelligerus (zejozob
africky) a A. oscitans (zejozob asijsky) (Gill et Donsker, 2022). Tento rod zahrnuje
sttedné velké ¢apy s vysoce specializovanym zobakem, kde spodni a horni celist
dospélého jedince jsou oddéleny mezerou a dotykaji se pouze ve Spicce. Tato specializace
napomaha lovit mékkyse bez ulit (Brown et al., 1993). Druhym rodem je rod Mycteria,
ktery je ¢lenény do 4 druht, kam se fadi M. americana (nesyt americky), M. cinerea
(nesyt bily), M. ibis (nesyt africky) a M. leucocephala (nesyt indicky) (Gill et Donsker,
2022). Do tohoto rodu patii stiedné velci ¢api s holou hlavou nebo obli¢ejem. Opeteni je

vétSinou bilé s Cervenymi nebo riZovymi a cernymi kiidly. Mezi rodové specifické znaky



se fadi vysoce specializovany zobdk se zduielou bazi, ktery je na prafezu kulatéjsi nez
U ostatnich ¢apti a je vyrazné zahnuty na Spi¢ce smérem dold. Klapani zobaku
se vyskytuje méné Castéji nez u ostatnich rodi z ¢eledi ¢apoviti (Kahl, 1972).
3.3 Cap simbil
Systematické zafazeni ¢apa simbila dle Gill et Donsker (2022) je nasledujici:

Rige: Animalia (zivo¢ichové)

Kmen: Chordata (strunatci)

Podkmen: Vertebrata (obratlovci)

Ttida: Aves (ptaci)

Podtrida: Neognathae (letci)

Rad: Ciconiiformes (&api)

Celed: Ciconiidae (¢apoviti)

Rod: Ciconia (¢ap)

Druh: Ciconia abdimii (¢ap simbil)

Cap simbil je nejmensi druh zrodu &ap, ktery Zije pouze v Africe (del Hoyo
etal., 1992). Patii mezi tropické transekvatorialni migranty, kteti hnizdi od Somalska,
Etiopie, Ugandy a severozapadni Keni az po Senegal. V mimohnizdnim obdobi
upiednostiluje migraci hlavné na vychod a jih, k povodi Zambezi a na Gzemi Transvaalu.
Cap simbil se vyskytuje v Africe velmi hojné a Zije ve velmi poéetnych hejnech. Druh je
s vysokou pravdépodobnosti pocetné stabilni a neni zafazen na seznam ohrozenych druht

(del Hoyo et al., 1992; Brown et al., 1993).

Délka téla dospélych jedinct dosahuje 75-80 cm a hmotnost az 1,3 kg. Samec je
vétsi nez samice (del Hoyo et al., 1992). Hlava, krk, hibet a horni ¢ast k¥idel jsou
zbarveny do ¢erna s fialovym a zelenym odleskem. Naopak bticho, naprsenka, spodni
strany ocasnich per a kiidel jsou bilé. Zobék je svétle zeleny s Cervenou $pickou, baze
zobaku modra. Sedomodra hola kiize na obliceji, pod o¢ima a pod zobakem je zbarvena
Cervend. Od Capa cerné¢ho se liSi bilou zadni Casti hibetu a horni ¢ésti ocasnich per,
zelenym zobékem a nohama s ¢ervenym podvazem na tibio-tarzalnim kloubu. Nedospéli
jedinci byvaji bez skvrn, hnédsi a méné leskli nez dospéli jedinci; zobdk a nohy mivaji

tmavsi a méné lesklé. Mlad’ata jsou po vylihnuti svétle Seda nebo bélava. Jedinci tohoto
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druhu jsou obvykle velmi tisi, s vyjimkou hnizdnich lokalit, kde vydavaji slabé hvizdani
zné&jici jako ,,heep-heep®, po némz nasleduje klapani zobakem namifenym k nebi (Brown
et al., 1993). Zivi se piedev§im kobylkami, sarandaty, cvréky, ale také napiiklad malymi

vodnimi zivo€ichy nebo ziidka myS$mi (del Hoyo et al., 1992; Brown et al., 1993).

Cap simbil se vyskytuje pfedev§im na otevienych travnatych plochach, ale také
Vv kulturnich oblastech; ¢asto v blizkosti vody, ale i ve velmi suchych lokalitach véetné
polopousti. Hnizdi na stromech a skalach, ale také se mize vyskytovat v oblasti bazin
atini (del Hoyo et al., 1992). Mnohdy hnizdi ve spojeni s ¢lovékem ve vesnicich
africkych kmend, které ho uctivaji a vitaji ho jako predzvést destd. Hnizdo miize mit
v pruméru az 1,5 m, byva slozeno z velkych klackd, travy a listi (Brown et al., 1993).
V obdobi mezi kvétnem az srpnem hnizdi severné od rovniku, v obdobi mezi listopadem
az bfeznem hnizdi v jiznich tropech. Migruje ve velkych hejnech, kterd mohou ¢itat
az 10 000 jedinct (del Hoyo et al., 1992). Kladeni vajec nejcéastéji probiha v lednu
a bteznu v zdpadni Keni; v hlavnich ¢astech aredlu obvykle v kvétnu pii vrcholicich
rannich destich. Snasi zpravidla 2-3 vejce, ktera jsou kidové bila, vnitini strana skofapky
mize na svétle vytvaret zelené odlesky. Obé pohlavi sedi na vejcich. Mlad’ata jsou
prvnich 15 dnt od vylihnuti Gpln¢ naha a dokazou vzlétnout az po 50-60 dnech. Cely
cyklus od stavby hnizda az po vylétnuti mlad’at trva cca 90-100 dni (Brown et al., 1993).

3.4  Mikrosatelity

Mikrosatelity, oznacovany také jako kratké tandemové repetice (STR) nebo
jednoduché opakované sekvence (SSRs), jsou kratké repetitivni sekvence DNA,
ve kterych se opakuje specificky motiv 1-6 part bazi (Goldstein et Pollock, 1997
Oliveira et al, 2006) a celkova délka repetice nepiesahuje 100 part bazi (Tautz, 1989).
Objevuji se u eukaryotnich organismd, ale také se mohou vyskytovat v prokaryotnich
genomech, kde v nékterych ptipadech ovliviiuji patogenitu (Oliveira et al, 2006).
Mikrosatelitni lokusy se vyznacuji tim, ze jsou kodominantni, multialelicke, mutuji
rychleji nez zbytek genomu (Jarne et Lagoda, 1996), a to asi pfiblizné 102-10°
nukleotidii na jeden lokus na jednu generaci (Sia et al., 2000), a jejich heterozygotnost
se pohybuje nad 60 % (Goldstein et Pollock, 1997), dokonce se muze blizit az k 90 %
(Ellegren, 1992). Diky témto vlastnostem se vyuzivaji jako genetické markery poskytujici
naptiklad informace pro analyzu konzervovanych sekvenci nebo pro zjisténi genetickych

procesu, které probihaji v populacich, jako je naptiklad geneticky tok a geneticky drift



(Oliveira et al, 2006). Mikrosatelitni markery mohou také najit uplatnéni pti testovani

paternity, forenzni analyze nebo k odvozovani demografickych procest (Ellegren, 2004).

Mikrosatelity se daji rozd¢lit podle struktury opakované sekvence na dokonalé,
nedokonalé, pierusované a slozené. V dokonalém mikrosatelitu neni repetitivni sekvence
preruSena jinou bazi, ktera se odlisuje od opakujiciho se motivu
(napt. GTGTGTGTGTGTGT), oproti tomu v nedokonalém mikrosatelitu se objevuje
mezi repetitivnimi sekvencemi par bazi, ktery bézné nepatii do daného opakovaného
motivu (napi. GTGTGTAGTGTGT). Mikrosatelit obsahujici jinou sekvenci, kterad
neodpovida sekvenci repetitivniho motivu (napt. GTGTGTAGCTAGTGTGTGT),
se oznacuje jako pierusovany, zatimco slozeny mikrosatelit zahrnuje ve své sekvenci dva
razné sousedici opakujici se motivy (napt. GTGTGTGTGTACACACACAC) (Oliveira
et al., 2006).

Mikrosatelity se také daji rozdélit podle délky samotného repetitivniho motivu
namono-, di-, tri-, tetra-, penta-, hexa- a vicenukleotidové sekvence, kdy
se nejcastéji objevuji mikrosatelity o délce opakujiciho se motivu 1-4 bp (Téth et al.,
2000). Velka ¢ast jednoduchych repetic se vyskytuje v nekodujici DNA, a to bud’
v intronech nebo v intergennich sekvencich (Ellegren, 2004). V téchto oblastech dominuji
mono-, di- a tetranukleotidové repetice. Naopak v exonech se vyskytuji nejéastéji
trinukleotidové sekvence a jako druhé nejcastéjsi se objevuji hexanukleotidové sekvence.
Pentanukleotidové repetice jsou vétsinou malo zastoupené v exonech, ale jejich Cetnost
je srovnatelna s Cestnosti trinukleotidovych repetic v intronech a intergennich oblastech
s vyjimkou sav¢ich genomu (Téth et al., 2000). S rostouci velikosti genomu se pocet
mikrosateliti zvySuje. V eukaryotickych genomech se vyskytuje nejvice mikrosatelitli
u saveu, naopak v rostlinnych genomech pocet mikrosatelitt klesa s rostouci velikosti

genomu (Ellegren, 2004).

Vznik mikrosatelitnich lokusi je stale predmétem zkoumani. Diive se uvazovalo,
ze by mohly vznikat pomoci rekombinacnich procest, do kterych se fadi nerovnomérny
crossing-over nebo genova konverze. Zjistilo se ale, Ze tyto procesy zavadéji mutace
do vétsich sekvenci, jako jsou naptiklad minisatelity (Ellegren, 2004). V dnesni dobé¢ je
predpokladéano, ze mikrosatelity vznikaji procesem, ktery byva oznacen jako ,,sklouznuti
DNA®, ,sklouznuti polymerazy* nebo ,,chybné sparovani sklouznutého vlakna“. Pti
tomto procesu sklouznuti dochazi v komplexu proteinu, ktery zprostiedkovava replikaci

DNA, v dusledku chybného péarovani o jednu nebo vice repetitivnich jednotek mezi
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templatovym a nové syntetizovanym vlaknem DNA. Vznikla nesparovana oblast DNA
vytvoii na vlakné ,,smycku®. Pokud se tato smycka nachazi na nové vzniklém vlakné,
vysledkem je ptidani jednotky repetice. Pokud se nachazi tato ,,smycka“ na templatovém
vlakné, tak poté je odstranéna enzymy a konecnym vysledkem je ztrata jedné repetice
na tomto vlakn¢ (Bennett, 2000). Z kvantitativnich experimentti vyplyva, Ze rychlost
sklouznuti polymerazy se zvySuje s rostoucim poctem opakujicich se jednotek
a zmensSujici se délkou repetitivnino motivu (Ellegren, 2004). Jedinec homozygotni pro
dany mikrosatelitni lokus ma stejny pocet repetic na obou homolognich chromozomech,
zatimco jedinec heterozygotni pro tento lokus ma rozdilny pocet opakujicich se motivi
pro kazdou alelu (Sia et al., 2000).

Vyzkum novych druhové specifickych nebo univerzalnich mikrosatelitnich
primert je velmi finanén¢ nakladny a ¢asové naro¢ny, avSak v mnoha védeckych pracich
se ukazalo, Ze pary primert navrzené pro specificky druh se daji vyuZit pro druhy stejného
rodu, dokonce i pro rtizné rody stejnych ¢eledi. Tato metoda se nazyva cross-species PCR
amplifikace. Mikrosatelitni pfenositelnost mezi ptibuznymi druhy je zajisténa homologni
povahou sekvence DNA obklopujici mikrosatelit (Oliveira et al, 2006). Barbara et al.
(2007) hledali rozdily v ptenositelnosti mikrosatelitnich lokusi u zastupct ze tii
81 - z hub, rostlin a zivocicht a zjistili, Ze pfenositelnost je nejvyssi u zivocichd, ale
urostlin se pfenositelnost zna¢né lisi mezi jednotlivymi druhy. Pfisli také na to, Ze
kdy nedochazi k ptibuzenskému kiizeni. Galbusera et al. (2000) ve své praci pomoci
cross-species PCR amplifikace testovali 40 parti mikrosatelitnich primerd u 13 druht
ztadu pévci a stanovili hypotézu, ze tspésnost amplifikace a polymorfismu Kklesa
se zvétsujici se fylogenetickou vzdalenosti mezi zdrojovym a testovanym druhem. Tuto
hypotézu potvrdili Primmer et al. (2005). Metoda cross-species PCR amplifikace
se piedevsim uplatiluje pii analyze paternity u ptaka (Dawson et al., 1997), jelikoz ptaci
genom obsahuje asi 10krat méné mikrosatelitnich lokust nez naptiklad lidsky (Primmer
et al., 1997; Neff et Gross, 2001). Z tohoto divodu by bylo finan¢né i ¢asové narocné
vyvinout pro kazdy studovany druh nové druhové specifické mikrosatelitni primery
(Piertney et al., 1998; Ishibashi et al., 2000).

3.5 Mikrosatelitni lokusy charakterizované u druhi z ¥adu trubkonosi

Rad trubkonosi (Procellariiformes) je ¢lenén na 4 &eledi, a to na albatrosovité

N 7w

(Diomedeidae), buinackovité (Hydrobatidae), buinakovité (Procellariidae) a butnikovité
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(Pelecanoididae), které dohromady zahrnuji pfiblizné¢ 125 druha (Gaisler et Zima, 2018).
Laboratot populacni genetiky Katedry bunétné biologie a genetiky Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci mé k dispozici celkové 207 para primerd pro
mikrosatelitni lokusy, které jiz byly popsany u tii ¢eledi z fadu trubkonosi. Laboratof také
disponuje 6 pary mikrosatelitnich primera, které byly dfive navrzeny pro mikrosatelitni
lokusy popsanych u zastupci z jinych fadi ptaka a byly soucasné uspé$né testovany jako
Cross-species u zastupcut z fadu trubkonosi. 5 part z té€chto primerd pochazi od zastupct
z fadu dlouhokfidli (Charadriiformes), ato od alkouna holubiho (Cepphus columba),
kulika moiského (Charadrius alexandrinus) a racka novozélandského (Chroicocephalus
novaehollandiae scopulinus). Zbyvajici par primerti pochazi od lesiacka zlutonohého

(Dendroica petechia), ktery je soucasti fadu pévei.

3.5.1 Mikrosatelitni lokusy charakterizované u druhi z ¢eledi albatrosoviti

Laboratot populacni genetiky ma k dispozici z ¢eledi albatrosoviti 53 part
mikrosatelitnich primert, které byly popsany v 5 publikacich u 7 druhti z celkové 3 rodu,
a to u albatrosa jizniho (Diomedea antipodensis gibsoni), st€éhovavého (D. exulans),
Sedohlavého (Thalassarche chrysostoma), ¢ernobrvého (T. melanophris), b&lohibetého

(Phoebastria albatrus), laysanského (P. immutabilis) a ¢ernonohého (P. nigripes).

Burg (1999) vyizolovala a popsala 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokusu, a to
D6, D24, D29, D32, Dc5, Dc9, Dcl0, Dcl6, Dcl9, Dc20, Dc21, Dc22, Dc26, Dc27,
Dc31, Del, De2, De3, De7, Dell, Del2, Del7, Del8, De25, De30 a De33, u dvou
druhd - u albatrosa Sedohlavého a albatrosa stéhovavého. Vzdy z jednoho jedince
od kazdého druhu byla vyizolovana genomicka DNA. Z ni byly poté vytvoteny pro kazdy
druh dvé genomové knihovny (celkové tedy 4), kdy jedna z nich byla vzdy obohacena
0 AC a CTTT repetice pomoci protokolu zalozeného na hybridizaci dle Armour et al.
(1994). Bylo navrzeno 31 pard mikrosatelitnich primert, ale pouze 26 paru primera
vytvorilo viditelny PCR produkt a ty byly dale testovany cross-species PCR amplifikaci
na genomove DNA z 50 jedinct albatrosa ¢ernobrvého, 90 jedinct albatrosa stéhovaveho
a 50 jedinci albatrosa Sedohlavého. 21 mikrosatelitnich lokust bylo polymorfnich a jejich
pocCet alel se pohyboval v rozmezi 2—-11. U albatrosa stéhovavého nedoslo k PCR
amplifikaci lokusti Dc10 a Dc19, ale u zbyvajicich dvou druht byly tyto lokusy uspésné
amplifikovany.
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Burg et Croxal (2001) se zabyvali strukturou populace albatrosti ¢ernobrvych
a Sedohlavych a k tomu vyuzili analyzu mitochondridlni DNA a mikrosatelitnich lokust.
Bylo pouzito 6 lokust jiz popsanych v praci Burg (1999) a 1 novy lokus - De35. Tento
nové popsany lokus vykazoval polymorfismus a u albatrosa ¢ernobrvého (660 jedinci)

bylo detekovano 7-12 alel a u albatrosa sedohlavého (699 jedinct) 8-22 alel.

Burg et Croxall (2004) zkoumali populacni a fylogenetické struktury, aby
objasnili taxonomické zatazeni 2 druht - albatrosa jizniho a stéhovavého. Byla testovana
genomicka DNA celkové 772 jedinct a k analyze bylo vyuzito 9 mikrosatelitnich lokusi,
8 z nich jiz bylo charakterizovano ve studii Burg (1999) a jeden byl nov¢ popsany - De37.
Tento nové popsany lokus byl obou druht polymorfni, a to se 7 alelami u albatrosa jizniho

a 6 alelami u albatrosa stéhovavého.

Dubois et al. (2005) charakterizovali u albatrosa st€éhovavého 10 novych
polymorfnich mikrosatelitnich lokust, a to 6A3, 6F12, 7DS8, 10C5, 11F3, 11H1, 11H7,
12C8, 12E1 a 12H8. K analyze byla vyuzita genomickd DNA ze 3 populaci albatrosa
st¢thovavého a vzdy bylo vybrano z kazdé populace 20 jedincu. Mira polymorfismu
u téchto novych mikrosatelitnich lokust byla detekovana v rozmezi 2-13 alel. Pary
primertt navrzené pro tyto polymorfni lokusy byly pouzity pii cross-species PCR
amplifikaci u buinaka Bulwerova, snézného a Sedého. U buinaka Sedého nebyla nalezena
Zadna variabilita, u zbylych dvou druhti se vyskytoval polymorfismus. Autofi neuvadéji

u téchto polymorfnich lokust pocty alel.

Hernandez et al. (2014) popsali 15 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u tfi
druhd, a to 6 lokust (STAL4, STALS8, STAL12, STAL18, STAL20 a STAL24)
u albatrosa bélohibetého, 5 lokusi (BFAL4, BFAL11, BFAL14, BFAL19 a BFAL20)
u albatrosa ¢ernonohého a 4 lokusy (LAALL, LAAL7, LAAL10 a LAAL19) u albatrosa
laysanského. Genomicka DNA byla vyizolovana ze svalové tkan¢ ze 3 jedincu albatrosa
bélohibetého, 36 jedincii albatrosa ¢ernonohého a 12 jedinct albatrosa laysanského. Poté
z ni byly sestaveny genomove knihovny pro jednoho jedince z kazdého druhu (tj. celkem
3 knihovny). Bylo testovano 16 pard navrzenych mikrosatelitnich primert, ale pouze 13
z nich vykazovalo variabilitu. U albatrosa b&lohibetého bylo detekovano 2 az 7 alel,

u albatrosa ¢ernonohého a laysanského 2 az 18 alel.
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3.5.2 Mikrosatelitni lokusy charakterizované u druhi z ¢eledi buiia¢koviti

Laboratof populacni genetiky také disponuje mikrosatelitnimi primery z Celedi
buinackoviti, a to celkem 54 pary. Tyto mikrosatelitni primery byly popsany
ve 3 publikacich celkem u 3 druhd, a to u bufniacka madeirského (Oceanodroma castro),

dlouhokiidlého (O. leucorhoa) a Monteirova (O. monteiroi).

Sun et al. (2009) charakterizovali 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokusu.
U buinacka madeirského popsali celkem 9 lokusi (Oc28B, Oc49, Oc51, Oc63, Oc64B,
Oc79, Oc79-2, Oc84 a Oc87B) a u buinacka dlouhokiidlého pouze 1 lokus (O110-39).
Genomicka DNA buinacka madeirského byla vyizolovana ze zamrazené krve 7 jedinct
a poté z ni byla vytvorena knihovna obohacend o repetice. Také byla vytvofena genomova
knihovna z genomické DNA vyizolované ze zamrazené krve 2 jedinci buinacka
dlouhok#idlého. Navrzené pary primert pro zminéné mikrosatelitni lokusy byly
otestovany pomoci cross-species PCR amplifikace u 24 jedinct buinaka dlouhoktidlého,
27 jedincd buinaka madeirského a u 22 jedinct buinacka Monteirova. U kazdého druhu

bylo detekovdno minimalné 6 polymorfnich lokust s 2-11 alelami.

Bicknell et al. (2011) se zabyvali hledanim polymorfnich mikrosatelitnich lokusti
u buinacka dlouhoktidlého a celkové jich objevili 26 (Olel az Ole26). 24 nepiibuznym
jedincim byla odebrana krev a z ni vyizolovana genomickd DNA, ze které byla poté
vytvofena genomova knihovna obohacena o dinukleotidové a tetranukleotidové repetice.
Bylo nalezeno celkové 211 novych mikrosatelitnich lokust, pouze pro 50 lokusd byly
pomoci softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000) navrzeny pary primerd a ty byly
otestovany na 4-6 jedincich buinacka dlouhokiidlého. Z 50 lokusu se 6 nepodafilo
amplifikovat, 18 lokust se jevilo jako monomorfni a bylo detekovano celkem 26
polymorfnich lokust. Pary primert pro tyto polymorfni lokusy byly dale testovany
na 24 nepfibuznych jedincich, u kterych se pozorovalo az 22 alel na lokus. Také bylo
zjisténo, ze mikrosatelitni lokusy Olel2, Ole 16, Ole26 a O110-39 jsou vazané na

chromozomu Z.

V™ 7w

Bried et al. (2012) zkoumali mikrosatelitni lokusy u buiniacka Monteirova
a popsali u n¢j 18 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti (Omnl, Omn2, Omn3, Omn4,
Omn6, Omn7, Omn8, Omnll, Omnl4, Omnl5, Omnl16, Omnl7, Omn21, Omn22,
Omn23, Omn24, Omn25 a Omn28). Bylo izolovano 27 mikrosatelitnich lokust
z obohacenych knihoven, které poté prosly pyrosekvenovanim podle Malusa et al.
(2011), ale z diivodu netspésné amplifikace nebo nedostatecné heterotygotnosti bylo dale
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testovano 18 lokusti na 125 jedincich buiniacka Monteirova. Uroven polymorfismu
u téchto 18 lokust byla 4-17 alel. Lokus Omn23 byl oznacen jako pohlavné vazany,

protoze zadna samice nebyla pro tento lokus heterozygotni.

3.5.3 Mikrosatelitni lokusy charakterizované u druhi z ¢eledi buiiakoviti

Laboratof populaéni genetiky ma k dispozici z Celedi buinakoviti 100 para
mikrosatelitnich primert, které byly popsany v deseti ¢lancich u 9 druht, a to u buiidka
bélobradého (Procellaria aequinoctialis), Sedého (Calonectris diomedea), taiko
(Pterodroma magentae), trinidadského (P. arminjoniana), havajského (P.
sandwichensis), Bulwerova (Bulweria bulwerii), Gtlozobého (Pachyptyla belcheri),

balearského (Puffinus mauretancius) a svétlenohého (P. carneipes).

Techow et O’Ryan (2004) charakterizovali 7 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust (Paequ2, Paequ3, Paequ4, Paequ7, Paequ8, PaequlO a Paequl3) u buitidka
bélobradého. Pomoci genomické DNA byla sestavena genomova knihovna obohacena
o0 opakujici se dinukleotidové sekvence (CA)n. Pomoci ni bylo navrzeno 10 para
mikrosatelitnich primer, které byly dale testovany na 68 jedincich buifiaka bélobradého.
4 lokusy byly vyhodnoceny jako monomorfni a dalsich 6 vykazovalo polymorfismus
s3az9 alelami na lokus. Poté byly tyto polymorfni lokusy testovany pomoci cross-
species PCR amplifikace u 5-6 jedinct buinaka Hallova, obrovského a tristanského,
albatrosa Cernobrvého, st¢hovavého a Sedohlavého. U albatrosa st€éhovavého byl jen
1 lokus polymorfni - Paequ2, u zbyvajicich druhti se vyskytovaly minimalné 3

polymorfni lokusy. Autofi neuvadi pocty alel.

Bried et al. (2008) popsali 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi (Cdl az
Cd1l) u buindka Sedého. Z genomické DNA byla vytvofena obohacend genomova
knihovna a poté z ni bylo vybrano 15 lokust s nejvétsim poctem nepierusenych sekvenci
a ty byly dale testovany na 43 jedincich buifidka Sedého. 11 z 15 lokusii vykazovalo
polymorfismus s 2-8 alelami na lokus. Tyto polymorfni lokusy byly dale testovany
pomoci cross-species PCR amplifikace u albatrosa st€éhovavého, buifiaka bélobradého
a Bulwerova. U albatrosa st¢hovavého se podafilo amplifikovat 5 lokusii a pouze u 1
znich byl zaznamenam polymorfismus, u buindka bélobradého se amplifikovalo
7 lokust, z nichz 2 byly polymorfni. Nejvyssi uspé€Snost amplifikace byla pozorovana

u buinaka Bulwerova, kdy se amplifikovalo vSech 11 lokust a 10 z nich vykazovalo
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polymorfismus. Autofi neuvadi pro tyto lokusy pocty alel. Pro lokus Cd4 byly vsechny

samice heterozygotni, coz nasvéd¢uje tomu, Ze je tento lokus vazany na pohlavi.

Lawrence (2008) nalezla 2 polymorfni mikrosatelitni lokusy (Tch6é a Tch25)
u buinaka taiko. Z genomické DNA 145 jedincu byla sestavena genomova knihovna
obohacend o di-, tri- a tetranukleotidové repetice. Pouze 9 lokust obsahovalo vhodnou
sekvenci, ke které¢ byly poté navrzeny pary primert. PCR amplifikace prob&hla uspésné
pouze u 4 lokust a u 3 z nich byl detekovan polymorfismus. Pouze lokus Tch6 byl
nakonec vyhodnocen jako polymorfni s 2 alelami. U zbylych 2 lokust byl polymorfismus
zpusoben vyskytem nulovych alel, anebo vzacnou deleci nebo inzerci, z tohoto divodu
byly tyto lokusy pro dalsi analyzu vytazeny. Dale autorka navrhla 9 para mikrosatelitnich
primert podle Hamilton et al. (1999), z nichz se jich 6 podatilo PCR amplifikovat, ale

pouze u lokusu Tch25 se vyskytoval polymorfismus se 4 alelami.

Brown et Jordan (2009) charakterizovali 6 mikrosatelitnich lokus (ParmO1 az
Parm06) u buindka trinidadského. Ze 3 mlad’at byla vyizolovana genomickd DNA
a nasledn¢ sestavena genomova knihovna obohacena o (CA)n a (CAGA), repetice, ze
které byly navrzeny pary primert pro 43 mikrosatelitnich lokust. Ze vSech testovanych
lokust byly jen 3 polymorfni, a to lokusy Parm01-Parm03, a bylo u nich detekovéano 4 az
10 alel na lokus. Lokusy Parm04—Parm06 se jevily jako monomorfni, zbylé lokusy se
nepodafilo amplifikovat. Téchto 6 lokust bylo dale testovano pomoci cross-species PCR
amplifikace na celkové 125 jedincich ze 17 druhti (1-17 jedinct z kazdého druhu) z fadu
trubkonosi a na 8 jedincich tu¢naka zlutorohého. Nejvyssi troven polymorfismu byla
zjisténa u lokusu ParmO1, ktery byl celkové u 13 druht tento lokus polymorfni s 2-9
alelami. Nejnizsi polymorfismus byl detekovan u lokusu Parm05, ktery byl polymorfni

pouze u 3 druhti s 2 az 3 alelami.

Dalsich 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokust (Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B,
Puff C5A, Puff C5D, Puff G2C, Puff G2F, Puff G11F, Puff PM2 a Puff Sma6) popsali
Gonzalez et al. (2009) u buinaka balearského. Byla vyizolovana genomicka DNA a poté
z ni byla zkonstruovana genomova knihovna, ktera byla obohacena o CA a AAAG
repetice. Pomoci ni byly navrzeny pary primert pro 23 vybranych mikrosatelitnich
lokust, které byly dale testovany celkem u 55 jedinct buitidka balearského pochazejicich
ze 2 populaci. 10 lokust bylo urc¢eno jako polymorfnich a vyskytovalo se u nich 2—10 alel
na lokus. Po dal$i analyze bylo zji$téno, ze lokus Puff Sma6 je lokalizovany na pohlavnim

chromozomu W. Téchto 10 polymorfnich lokusu bylo dale testovano u 23 jedinct
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buindka stfedomoiského pomoci cross-species PCR amplifikace, kdy pouze lokus
Puff G2F byl monomorfni a u zbylych 8 lokusi byl detekovan polymorfismus s 2-9

alelami na lokus.

Andris et al. (2010) izolovali 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokust (Bb2, Bb3,
Bb7, Bb10, Bb11l, Bb12, Bb20, Bb21, Bb22, Bb23 a Bb25) u buinaka Bulwerova. Z krve
1 jedince byla vyizolovana genomickd DNA, ze které byla poté vytvoifena genomova
knihovna obohacend o dinukleotidové repetice. Z této knihovny bylo vybrano 25
nejvhodnéjsich lokust, podle kterych byly navrzeny pary primerd. Téchto 25 para
primert bylo testovano na 91 jedincich buiiaka Bulwerova a ukazalo se, ze pouze 1 lokus
je monomorfni a zbytek lokust je polymorfni. Kvili problémtim pti PCR amplifikaci
bylo dale pracovano pouze s 11 polymorfnimi lokusy, kde bylo detekovano 2-8 alel. Tyto
lokusy byly také otestovany pomoci cross-species PCR amplifikace u buiiaka
bélobradého, Monteirova a modravého (Halobaena caerulea) a minimalné 5 lokust bylo

pro kazdy druh polymorfnich. Autofi neuvadi pro tyto lokusy pocty alel.

Endemickym a ohrozenym buifidkem havajskym se zabyvali Welch et Fleischer
(2011), u kterého charakterizovali 10 novych polymorfnich mikrosatelitnich lokusi
(Ptero01 az Ptero10). Pro analyzu byla vyuzita DNA, ktera byla vyizolovéna z 2 jedinct
opac¢ného pohlavi a poté byla vytvofena obohacena genomova knihovna o di-, tetra-
a pentanukleotidové repetice. Byly navrzeny primery pro 54 lokusu, které byly nasledné
otestovany na 15 jedincich buifidka havajského. 10 z téchto lokusi vykazovalo

polymorfismus s 3-10 alelami.

ey

Quillfeldt et al. (2012) zkoumali paternitu u buinaka Utlozobych Zzijicich
na Falklandskych ostrovech a pro tyto ucely u nich popsali 7 novych polymorfnich
mikrosatelitnich lokust (Patbell az Patbel7). Z genomické DNA bylo navrzeno celkem
7 paru primerd pro vybrané lokusy a ty byly otestovany na 68 dospélych jedincich.
Vsechny lokusy byly vyhodnoceny jako polymorfni s 5-16 alelami na lokus. Také bylo
zjisténo, ze lokus Patbel5 se vyskytuje s vysokou pravdépodobnosti na pohlavnim

chromozomu Z, jelikoz pro tento lokus nebyla zadna samice heterozygotni.

Hardesty et al. (2013) popsali 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokust (Pc A105,
Pc Al107, Pc Al1l5, Pc B11, Pc B109, Pc B115, Pc C104, Pc D3, Pc D103, Pc D109
a Pc D121) u buinaka svétlenohého. Z genomické DNA vyizolované z pefi a krve byla

vytvotrena genomova knihovna, ktera byla obohacena o tri- a tetranukleotidové repetitivni
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sekvence. Bylo vybrano 11 nepferusovanych sekvenci a k nim byly navrzeny pary
primerd, Které byly dale otestovany na 84 jedincich buiniaka svétlenohého pochéazejicich
ze 3 populaci. U vSech 11 lokust se vyskytoval polymorfismus a na lokus ptipadalo 3 az

13 alel.

Moodley et al. (2015) se zabyvali genetickou strukturou a diverzitou n¢kolika
populaci buinaka Utlozobych a popsali u nich 25 polymorfnich mikrosatelitnich lokusd.
Z genomické DNA byla sestavena genomova knihovna obohacena o (CT)n a (GT)n
repetitivni sekvence, ze které bylo zkonstruovano 36 part primera. Tyto primery byly
otestovany cross-species PCR amplifikaci na 4 neptibuznych jedincich buiniaka
Utlozobého a na nepfibuznych 3 jedincich buitidka holubiho. Z otestovanych 36 lokust
bylo 26 polymorfnich a u lokusu Pacbel 00829 byla objevena signifikantni vazebna
nerovnovaha s lokusy Pacbel 03731 a Pacbel_08509, z tohoto diivodu byl tento lokus
vyfazen z dal$iho testovani. Déle byl testovan polymorfismus téchto 25 lokusi
u 77 jedinct buiiidka utlozobého pochazejicich ze 3 populaci. U vSech téchto lokust byl

detekovan polymorfismus a troven polymorfismu byla mezi 5 az 48 alelami na lokus.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material pro testovani byl ziskan zameéstnanci Safari Parku Dvir
Kréalové ze 6 neptibuznych jedinctu ¢apa simbila (Ciconia abdimii). Z odebranych vzorku
krve byla vedoucim mé bakalarské prace pomoci fenol-chloroformové izolaéni metody
vyizolovana genomickd DNA, kterd byla poté rozpusténa v TE pufru. Nasledné byla
zmé&fena jeji koncentrace pomoci spektrofotometru NanoDrop a poté nafedéna tak, aby

jeji koncentrace byla v rozmezi 10 az 20 ug-mi™.

4.2  Seznam pouzitych chemikalii

e Akrylamid (Sigma)

e aTag DNA polymeraza (5 U-ult), M1241 (Promega)

¢ Bromfenolova modf (Serva)

e Deionizovana voda

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

e Dusi¢nan stiibrny (Sigma)

e Ethanol (96% roztok) (Lihovar Vrbatky)

e Ethylendiaminotetraoctan sodny (Lachner)

e Formaldehyd (Lachner)

e Formamid (Lachner)

e Hydroxid sodny (Lachner)

e Chlorid draselny (Lachema)

e Chlorid sodny (Lachema)

e Kyselina borita (Lachema)

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

e Kyselina octova (Lachner)

e Laurylsiran sodny (Lachema)

o 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

e Mocovina (Lachner)

e N, N* - methylenbisakrylamid (Serva)

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

e Tekuté stérace Rain Off (Sheron)

e Thiosiran sodny (Lachema)

e Trishydroxymethylaminomethan (AppliChem)
e Triton X-100 (Amresco)

e Uhli¢itan sodny (Lachner)

e Xylenova modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.3  Seznam pouzitych roztoku a jejich priprava
Fix/stop roztok

e 88 ml ledove kyseliny octove

e 800 ml deionizované vody

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

e Po smichani chemikalii uchovat vysledny pufr v chladnicce.

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

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

Roztok dusi¢nanu stiibrného (0,1%0)
e 0,8 g dusi¢nanu sttibrného
e 800 ml deionizovane vody
e Ulozit do chladnicky a pfed pouzitim k vychlazenému roztoku ptidat 1,2 ml

formaldehydu.

Roztok hydroxidu sodného (1 mol-I%)

e 40 g hydroxidu sodného rozpustit v 1 | deionizované vody
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Roztok kyseliny dusi¢né (1%0)
e 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

e 800 ml deionizované vody

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
e 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

e 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok peroxodisiranu amonného (10%b)
e 1 g peroxodisiran amonny
e 10 ml deionizované vody

e Roztok uchovat v chladnicce.

Roztok polyakrylamidového gelu (6%b)
e 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
e 400 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného
e 40 ul N, N, N, N* - tetramethylethylendiaminu
Vyvojka
e 800 ml deionizované vody
e 24 g uhli¢itanu sodného
e Ulozit do chladni¢ky a pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl

thiosiranu sodného.

Z&sobni roztok akrylamidu (6%0)
e 420 g mocoviny rozpustit v 484 ml deionizované vody
e 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamidu : N, N°- methylenbisakrylamidu
Vv poméru 19:1
e 50ml10x TBE

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

Zasobni roztok TBE pufru (10x)
e 108 g trishydroxymethylaminomethanu
e 55 g kyseliny borité
e 40 ml 0,5 mol-I"! roztoku ethylendiaminotetraoctanu sodného, pH 8,0

e Doplnit deionizovanou vodou do 1 1.
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4.4

4.5

Seznam pouZitych laboratornich pfistroju

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipeta Finnpipette 0,5-10 pl - osmikanalova (Termo Labsystems)
Mikropipety Finnpipette 0,3 pul—1 ml (Thermo Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 pul—1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

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

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler XP Thermal Cycler (BIOER Technology)
Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Ice Flanker (Brema Ice Makers)

PCR amplifikace DNA ¢apa simbila

Na genomické DNA z 6 nepiibuznych jedincich ¢apa simbila byla provedena PCR

amplifikace. Byla pfipravena PCR reak¢ni smés pro 6 vzorkd a do kazdé PCR smési byl

pfidan jeden par primert pro amplifikaci daného mikrosatelitniho lokusu.

1.

2.

Rozmrazit v§echny slozky PCR smési a poté je zvortexovat a zcentrifugovat.

Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat jednotlivé slozky podle Tabulky €. 1 a poté

PCR sm¢s zvortexovat a zcentrifugovat.
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Tabulka €. 1: Slozeni PCR smési pro 6 vzorkd.

Slozka PCR smési Koncentrace Objem sloZek
zasobniho roztoku pro 6 vzorki [ul]

Deionizovana voda - 43,9
Reak¢ni pufr pro PCR 10x 6,7
Roztok MgCl, 25 mmol-I* 4,0
Roztok dNTPs 20 mmol-I* 0,7
Primer R 10 umol-I* 3,3
Primer F 10 umol-I* 33

aTag DNA polymeraza 5U-ult 15

3. Osmikanalovou pipetou napipetovat 1 pul genomické DNA vsech 6 jedinct
do 6 pfedem popsanych PCR mikrozkumavek. Poté piipipetovat do jednotlivych
PCR mikrozkumavek ke genomické DNA 9 ul pfipravené PCR smési.

4. PCR mikrozkumavky s napipetovanymi vzorky dikladné uzaviit, vlozit do
termocykleru a nastavit teplotni program podle Tabulky ¢. 2. Z&kladni teplota
annealingu, ktera byla pouzita u vSech vzorku béhem prvniho testovani, byla
50 °C. Béhem dalsiho testovani byla tato teplota optimalizovana, u nékterych
vzorku byla bud’ zvyS$ena nebo snizena. Detailni vysvétleni je uvedeno v kapitole
¢. 5 Vysledky.

Tabulka ¢. 2: Teplotni a asovy profil PCR reakce.

Krok PCR Teplota[°C] Dobatrvani  Pocet cykli
Uvodni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 30s
Annealing 50 30s 35
Elongace 72 30s
Finalni elongace 72 7 min 1

4.6  Amplifikované mikrosatelitni lokusy u ¢apa simbila

Ke cross-species PCR amplifikaci genomické DNA c¢apa simbila bylo pouzito
celkem 213 part primerd. 207 parti primert bylo navrzeno pro PCR amplifikaci
mikrosatelitnich lokust vyskytujicich se u druht z fadu trubkonosi (Procellariiformes),

5 partt primerd pro zastupce fadu dlouhoktidli (Charadriiformes) a 1 par primera
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navrzenych pro lesiiacka zlutonohého z fadu pévci (Passeriformes). Seznam téchto

testovanych mikrosatelitnich lokusi je uveden v Tabulce ¢. 3, 4,5 a 6.

Tabulka ¢&. 3: Testované mikrosatelitni lokusy popsané u druhii z Celedi albatrosoviti.

Mikrosatelitni lokus Zdrojovy druh Literarni zdroj
Dc5, Dc9, Dc10, Dc16, Dc19, Dc20,
Dc21, Dc22, De26, De27, De3l albatros Sedohlavy
(D. chrysostoma)
D6, D24, D29, D32 Burg, 1999

Del, De2, De3, De7, Dell, Del?2, Del?,
Del8, De25, De30, De33
albatros st€hovavy

De35 Burg et Croxall, 2001
(D. exulans)
De37 Burg et Croxall, 2004

6A3, 6F12, 7D8, 10C5, 11F3, 11H1,
11H7, 12C8, 12E1, 12H8

Dubois et al., 2005

STAL4, STALS, STAL12, STALI1S, albatros bélohibety
STALZ20, STAL24 (P. albatrus)
BFAL4, BFAL11, BFAL14, BFAL19, albatros ¢ernonohy
BEAL 20 (P. nigripes) Hernandez et al., 2014

albatros laysansky

LAALL, LAAL7, LAAL10, LAAL19 . -
(P. immutabilis)

Tabulka ¢. 4: Testované mikrosatelitni lokusy popsané u druhti z ¢eledi buinackoviti.

Mikrosatelitni lokus Zdrojovy druh Literarni zdroj
0c28B, 0c49, Oc51, Oc63, 0c64B, OcT9, buiiadek madeirsky
0c79-2, Oc84, Oc87B (O. castro) Sun et al., 2009
0110-39

Ole01, Ole02, Ole03, Ole04, Ole05, Ole06,
Ole07, Ole08, OleQ9, Olel0, Olell, Olel2, bufiiacek dlouhoktidly

Bicknell et al.,
Olel3, Olel4, Olel5, Olel6, Olel7, Olels, (O. leucorhoa)
Olel9, Ole20, Ole21, Ole22, Ole23, Ole24, 2011
Ole25, Ole26
Omnl1, Omn2, Omn3, Omn4, Omn6, Omn7,
Omng, Omn11, Omn14, Omn15, Omn16, buitiadek Monteiréy Briedetal.,
Omn17, Omn21, Omn22, Omn23, Omn24, (O. monteiroi) 2012

Omn25, Omn28
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Tabulka ¢. 5: Testované mikrosatelitni lokusy popsané u druhti z ¢eledi buinakoviti.

Mikrosatelitni lokus

Zdrojovy druh

Literarni zdroj

Paequ2, Paequ3, Paequ4, Paequ7, Paequs,
Paequl0, Paequl3

buiniak bélobrady
(P. aequinoctialis)

Techow et O’Ryan,
2004

Cd1, Cd2, Cd3, Cd4, Cd5, Cd6, Cd7, Cds,
Cd9, Cd10, Cd11

buinidk Sedy
(C. diomedea)

Bried et al., 2008

Tch6, Tch25

burnak taiko
(P. magentae)

Lawrence, 2008

Parm01, Parm02, Parm03, Parm04, Parm05,
ParmO06

buinak trinidadsky
(P. arminjoniana)

Brown et Jordan,
2009

Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B, Puff C5A,
Puff C5D, Puff G2C, Puff G2F, Puff G11F,
Puff PM2, Puff Sma6

buifiak balearsky
(P. mauretanicus)

Gonzalez et al., 2009

Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bbll, Bb12, Bb20,

buinak Bulweruv

Andris et al., 2010

Bb21, Bb22, Bb23, Bb25 (B. bulwerii)
Ptero01, Ptero02, Ptero03, Ptero04, Ptero05, buffiak havajsky Welch et Fleischer,
Ptero06, Ptero07, Ptero08, Ptero09, Ptero10 (P. sandwichensis) 2011
Patbell, Patbel2, Patbel3, Patbel4, Patbel5, buiniak atlozoby Quillfeldt et al.,
Patbel6, Patbel7 (P. belcherti) 2012

Pc A105, Pc A107, Pc Al15, Pc B11,
Pc B109, Pc B115, Pc C104, Pc D3, Pc D103,
Pc D109, Pc D121

buiniak svétlenohy
(P. carneipes)

Hardesty et al., 2013

Pacbel 00386, Pacbel 02653, Pacbel 03731,
Pacbel 04240, Pacbel 04355, Pacbel 04991,
Pacbel 07265, Pacbel 08509, Pacbel 08867,
Pacbel 08988, Pacbel 09021, Pacbel_09528,
Pacbel 09957, Pacbel 10033, Pacbel 10895,
Pacbel 12344, Pacbel 15293, Pacbel 15327,
Pacbel 16671, Pacbel 16989, Pacbel 17529,
Pacbel 17944, Pacbel 17986, Pacbel 19907,
Pacbel_20784

buinak utlozoby

Moodley et al., 2015
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Tabulka €. 6: Testované mikrosatelitni lokusy popsané u druhti z fadu dlouhoktidli a pévci.

Mikrosatelitni Rad Celed’ Zdrojovy druh Literarni zdroj

lokus

o ) Friesen et al.,
lesnacek zlutonohy

Dpu01 pévci lesiiackoviti ] 2006 podle Dawson
(D. petechia)
etal., 1997
. alkoun holubi ]
Cco5-21 alkoviti Friesen et al., 2006
(C. columba)
ulik moelcs Brown et Jordan,
Calex-01 kulikoviti c ull m(;rs_ Y 2009 podle Kiipper
dlouhokidli (C. alexandrinus) etal., 2007
RBGLS Lawrence, 2008;
' . racek novozélandsky  Welch et Fleischer,
RBG18M, rackoviti ) .
(L. scopulinus) 2011 podle Given
RBG29
et al., 2002

4.7

Elektroforeticka separace PCR produkti

Pro separaci PCR produkti byl pfichystan 6% denaturujici polyakrylamidovy gel,

ktery byl nalit mezi velké sklo s rozméry 330 x 420 mm a malé sklo s rozméry

330 x 390 mm, tloustka gelu byla 0,4 mm. PCR produkty byly nasledné rozseparovany

ve vyhtivané sekvenacni elektroforetické komurce S2 (Whatman Biometra) a po separaci

byly vizualizovany dusi¢nanem stiibrnym. Cely postup byl proveden nasledovné:

OsSetrieni skel

1.

Plochu velkého skla, kterd bude v kontaktu s gelem, vy¢istit za pomoci papirovych

ubrouskut deionizovanou vodou a ethanolem ve dvou opakovanich.

Na vy¢isténou plochu velkého skla nanést ptipravek odpuzujici vodu (RainOff)
a rozetiit ho dobie po celé plose pomoci Uzkého prouzku (cca 1 cm) papirového
ubrousku. Po zaschnuti ptipravku (cca 3 min) tuto osetienou plochu

2x omyt deionizovanou vodou a osusit papirovymi ubrousky.

Plochu malého skla, ktera bude v kontaktu s gelem, vy¢istit za pomoci papirovych
ubrouskd deionizovanou vodou a ethanolem ve dvou opakovénich. Malé sklo
premistit do digestofe na polystyrenovou desticku a na omytou plochu nanést

roztok obsahujici 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu rozpusténého
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v 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu a rozettit ho dobie po celé
plose pomoci uzkého prouzku papirového ubrousku. Po zaschnuti (cca po 3 min)

omyt tuto plochu 4x ethanolem a osusit papirovymi ubrousky.

Polozit velké sklo oSetfenou plochou nahoru do digestofe na druhou
polystyrenovou desti¢ku a k jeho okrajum umistit dva spacery. Malé sklo v ruce
otocit, polozit o$etienou plochou doli na velké sklo, zarovnat spacery podél hran
skel a pfirazit pofadné malé sklo ke gumickam spaceru. V misté spaceru z kazdé

strany sepnout 2 malymi svorkami.

Piiprava 6% roztoku polyakrylamidového gelu

1.

V digestofi do valce odméfit a do kadinky pfelit 60 ml pracovniho roztoku
akrylamidu : N, N°- methylenbisakrylamidu. Mikropipetou k nému piidat do
kadinky 400 upl 10% roztoku peroxodisiranu amonného a 40 ul
N, N, N¢, N° — tetramethylethylendiaminu. Krouzivymi pohyby smés opatrné

promichat.

Za soucasného poklepavani na sklo vyplnit prostor mezi skly prichystanym 6%

roztokem polyakrylamidového gelu.

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

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

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

Elektroforeticka separace

1.

Po ztuhnuti gelu vSechny svorky odstranit, skla namocit a karta¢em jemné
odstranit zbytky gelu v misté hiebinku. Vnéjsi stranu malého skla oplachnout

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

Skla s gelem umistit do sekvenacni komirky hiebinkem nahoru tak, aby vnéjsi
plocha malého skla té€sn¢ doléhala na hlinikovou desku komirky a poté ptipevnit
skla pomoci Sroubti ke komtrce. Do horniho (katodoveho) a dolniho (anodového)

prostoru komurky nalit 0,5% TBE pufr.

26



10.

11.

Vyjmout hiebinek a vznikly prostor mezi skly projet plastovou stérkou, tak aby
nebyl poskozen gel, a vyplachnout pomoci injekéni stiikacky, aby v tomto
prostoru nebyly zadné zbytky gelu.

Horni a dolni prostor komurky uzavfit a pfipojit ke zdroji stejnosmérného
elektrického proudu nastaveného na napéti 3 000 V, proud 150 mA, vykon 90 W

a nechat 30 minut nahtivat gel.

Béhem nahiivani gelu ke kazdému z PCR produkti pfipipetovat 5 ul nanasejiciho
pufru a cca 2 minuty pied koncem nahfivani vlozit vzorky do termocykleru
anechat je 3 minuty denaturovat. Mezitim si ptipravit nadobu s ledem a po

uplynuti ¢asu denaturace ihned umistit vzorky do ledu.

Po uplynulém c¢asu nahfivani gelu zastavit zdroj elektrického proud, odpojit
elektrody a opét pomoci plastové stérky a injekéni stiikacky vy¢istit prostor mezi
skly od zbytku gelu, mocoviny a vzduchovych bublin. Hiebinek ihned zasunout

do gelu cca 1 mm hluboko.

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

vzorku. Mezi opakovanimi promyvat $picky a poté je otfit 0 papirovy ubrousek.

Horni prostor komirky opét uzaviit, pfipojit elektroforetickou aparaturu ke zdroji
elektrického proudu, zménit hodnotu vykonu na 70 W a nechat vzorky separovat

po dobu 90 minut.

V dob¢ separace vzorkl piipravit roztoky pro vizualizaci gelu (viz podkapitola
4.3 Seznam pouzitych roztoku a jejich pfiprava): vyvojka, fix/stop roztok, roztok

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

Po dokonéeni elektroforetické separace vypnout a odpojit zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, mirné uvolnit sroub na odtok pufru z horniho prostoru a poté

uvolnit Srouby upeviujici skla s gelem k aparatuie.

Sklas gelem pienést z komirky na vodorovnou plastovou podlozku, vyjmout oba

spacery a pomoci ¢epele noze od sebe skla opatrné oddélit.
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Vizualizace gelu

1.

Malé sklo s pfichycenym gelem nahoru umistit do prvni fotomisky, misku poté
polozit na tfepacku, zalit fix/stop roztokem a nechat pusobit 20 minut. Po uplynuti
tohoto ¢asu fix/stop roztok slit zpét do banky a sklo s gelem promyt 3x po dvou

minutach deonizovanou vodou.

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

sklo s gelem 4x po dvou minutach deonizovanou vodou.

Pfi promyvani ptidat 1 200 pl formaldehydu k 0,1% roztoku dusi¢nanu stiibrného.
Sklo s gelem vlozit do druhé fotomisky, umistit ji na tfepacku a zalit gel timto

roztokem.

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

thiosiranu sodného.

Po 30 minutach pusobeni roztoku dusi¢nanu stiibrného na gel slit tento roztok
zpét do zasobni lahve a sklo s gelem ponofit na 5 sekund do tieti fotomisky
naplnéné vodou a poté premistit sklo do ¢tvrté fotomisky umisténé na tiepacce

a zalit vyvojkou.

Sedé zbarvené PCR produkty v gelu zalit fix/stop roztokem a zastavit tim jeho
barveni. Po vySumeéni bublin vylit roztok do odpadu a gel pfemistit do treti

fotomisky s ptipravenou deonizovanou vodou.

Sklo s gelem v misté spaceru osusit papirovym ubrouskem, popsat, nechat poté
okapat a umistit do suSarny. Po hodin¢ suseni gel vyndat, nechat vychladnout,

vyhodnotit na negatoskopu a naskenovat do pocitace.

Sklo s vyhodnocenym gelem ponotit do 1 mol-I* roztoku hydroxidu sodného, poté

odistit kartatem a omyt deonizovanou vodou se saponatem.
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5 Vysledky

Pomoci metody cross-species PCR amplifikace jsem v ramci experimentalni ¢asti
mé bakalarské prace hledal polymorfni mikrosatelitni lokusy na genomické DNA
6 nepiibuznych jedinci ¢apa simbila za pouziti celkem 213 pard primert, které diive
amplifikovaly polymorfni produkty u druhti z fadu trubkonosi. 207 parti primert
pochézelo od zastupcti z fadu trubkonosi - 53 od druhti z ¢eledi albatrosoviti, 54 od druht
z Celedi buinackoviti a 100 od druhti z ¢eledi buiniakoviti. DalSich 5 part primert, Které
byly pouzity pii hledani polymorfnich lokusti, poché&zelo od zastupct z fadu dlouhokiidli,
a to od alkouna holubiho, kulika motského a racka novozélandského. Posledni testovany

par primera byl popsan u lesnacka Zzlutonohého z fadu pévci.

Vsech 213 part primert jsem nejdiive testoval pii teploté annealingu 50 °C a poté
byly teploty optimalizovany specificky zvlast’ pro kazdy mikrosatelitni lokus. Pokud byl
zadny nebo slaby PCR produkt, tak teplota byla postupné snizovana az na 44 °C,
Vv piipad¢ ze byl produkt velmi tmavy a Spatné hodnotitelny, tak teplota byla zvySovéana
az na 69 °C. Pro lepsi hodnoceni alel a uréeni genotypil jedinci byla pro nékteré lokusy
upravena v PCR smési ptivodni koncentrace hofe¢natych ionti (tj. 1,58 mmol-I*) na
koncentraci tfictvrteéni (tj. 1,18 mmol-I"), tzn. do PCR smési byly misto 4 ul roztoku
hofec¢natych ionti napipetovany 3 ul a o tento rozdilny objem (tj. 1 ul) byla navysena
deionizovana voda, aby se nezménil celkovy objem PCR reakce. Tato optimalizace byla
provedena u 3 mikrosatelitnich lokust, a to u lokusu De3, Omn8 a Pacbel 16989. Takeé
u pfiblizné poloviny lokust byla elektroforetickd separace prodlouZena z 90 az na 240

minut pro jejich lepsi vyhodnoceni.

Ze vSech 213 testovanych mikrosatelitnich lokust poskytlo polymorfni PCR
produkt 26 pari testovanych primera (viz Tabulka ¢. 7) a monomorfni PCR produkt

zbylych 187 part testovanych primeri.
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Tabulka ¢&. 7: Charakteristika 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které byly testovany na 6 nepfibuznych jedincich ¢apa simbila. V tabulce je uveden
nédzev lokusu s danym Accesion number uvedenym v databazi GenBank, zdrojovy druh, sekvence primert, jednotka repetice, pocet alel, ¢as elektroforetické

separace a teplota annealingu (Ta).

Mikrosatelitni lokus Zdrojovy druh Sekvence primeri (5‘— 3°) Jednotka Pocet alel Cas separace  Ta
(GenBank Acc. No.) repetice [min] [°C]
11H7 N 4o, FiGCAAGCTAAGTTGGGGGTAA A , 50 .
(AY945753) albatros sthovavy o, ACAGTAGGGCTGCTGCAGAT
BFAL4 N . FTGGGTCAGTTTACCTCTCAGC o , 00 .
(neuvedeno) albatros Cernonohy o GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC
De3* N 4o FiCTGCCAAAAAGAATTCCCTG A . 00 e
(AF096789) albatros stChovavy . CCAACAAGGACTAAGCCCAA
STAL18 oo betopber P CAGTTCCAAAGAAGGAAAACC ATG ; % o
(neuvedeno) albatros belohfbety o GTTTGGAGTGGTCTTGGGTACAGC
Ole10 F: ACCAGCTCCTAACTGGAAGCCAC oA , - o
(FR696386) R: TGCAGGTAGGTTCTCAGTATGCAAAGG
Ole19 poyo o FiGAAGGCTCTCAAGGGTCAAG oA . % s
(FR696395) Hrnacel Oty R TTTGGGAGAAGTTCAGTAGAAGAAC
Ole21 F: CCACGAGAAATGGACATACAAC A , - .
(FR696397) R: TGAAGAACTTCCGAAATAACTGTG s
omn2 . F: GATTTCGTCTTGCTTCCAAA
buiiidc¢ek Monteirtiv AC/AT 2 180 62
(JQ303227) R: AACAAATAACCAGGATTGATAATA
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Tabulka ¢. 7: Pokracovani 1.

Mikrosatelitni lokus Zdrojovy druh Sekvence primert (5‘— 3°) Jednotka  Poletalel Cas separace  Ta
(GenBank Acc. No.) repetice [min] [°C]
Omng* F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC
(JQ303232) | R: GGGGCGAGCATTACATTAAA AC 0 %0 >
omn25 buthacek Monteirly . &t o TCCCCCTGATTATTG
(JQ303242) R: ACTCTGAGAGCCATCCATCA ATGG 3 180 >8
Bb21 o o F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT
(HM171897) bufiidk Bulwerlv o, - - 1cTGAGCCAGCTAATTCC TG 2 240 o7
(Pacbel_07265) F: CGTCACTTTAATAGCGCTGGC
(neuvedeno) R: ACCCTGATTTTCCCAGTCCG et 2 %0 61
Pacbel_16989* F: TGCTTTTGGACAATGTGGAGG
(neuvedeno) R: TCTGGTACACTTCTCATTTGGAC CA 2 %0 60
burnak utlozoby
Pacbel_17944 F: TACAACCGTTCTCCCTGTGG
(neuvedeno) R: GGAGAAGCAGGCAGCAATAC TG 2 %0 69
Pacbel_19907 F: TTTCTCCTTAGCTCGGCAGG
(neuvedeno) R: CCATACTTGGTGGCAGTGTG AG 2 %0 53
Paequs o , F: TATTCTGAGACTTGCGTTATCC
(AY371074) bufhdk belobrady b GTGATCCATTAGTTGATGTCTACTG CA 2 % 44
Patbell F: CCCTTGCTGCAGCTCATTAT CTAT/CTAC
bufiiak utlozoby 180 63
(JF288775) R: GGAATGGCTGAAAGAGTGCT
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Tabulka ¢. 7: Pokra¢ovani 2.

Mikrosatelitni lokus Zdrojovy druh Sekvence primeru (5‘—>3¢) Jednotka Polet alel Cas separace  Ta
(GenBank Acc. No.) repetice [min] [°C]
Patbel2 F: GGTGTCATGCAACTGACTGAA
bufnik atlozoby CTAT 4 240 66
(JF288776) R: CAATGGGAATGGCAGAGACT
Pc A115 F: CCCTCACCACAGGTTTATG o , 50 o
(IX435473) R: CTGCCAAGTCCACCACTA
Pc B109 e wstenony T CTCAGAGCGATCACACTGTACT cAn , - "
eno
(IX435475) A SYELENONY  R. AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC
Pc D103 F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA CATAIGATG ; 00 s
(IX435479) R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG
Ptero02 F: AAGCGCTTCACTGGAGGA
CA 4 180 63
(HQ918219) R: TGACCTGTGTGCCTTCATTC
buinak havajsky
Ptero09 F: GCAAATACCAGTCTTCCAAAGG AAGE . 00 o
(HQ918226) R: TTTAAGATAAAGATGTTTGAGAACCAC
Puff G2C e F: CTGAAATCAGACATTATTTC o , 00 o
(EU158898) HIak baleasty R ACAATATGCAAACTTTTTG
Calex-01 N F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT STIETEE , - .
(AM072445) U morsky R: CTTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT
RGB18M ,  F:TTGTTCCTTGGCTTCTATCTC
racek novozélandsky GT 2 90 60
(HQ918229) R: CGCTGAAGATGTAGAGGGAAA

Legenda: * - tii¢tvrte¢ni koncentrace hote¢natych iontii v PCR smési (1,18 mmol-I?)
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Z celkové 213 testovanych mikrosatelitnich lokust u ¢apa simbila byl zjistén u 26
z nich polymorfismus, to je 12,2 % z celkového poctu analyzovanych lokusit. Z téchto
26 polymorfnich lokusii bylo 24 popsano u zéastupct z fadu trubkonosi a 2 u zastupct
zfadu dlouhokiidli, a to u kulika moiského a racka novozélandského. V ramci
testovanych lokust od zastupct z fadu trubkonosi byla nejvy$si mira uspé$nosti pii
nalezeni polymorfismu od ¢eledi buiidkoviti, kde bylo 14 ze 100 lokust polymorfnich,
cozje 14 %. Zaroven bylo od této ¢eledi detekovano nejvice polymorfnich lokusi v ramci
jednoho druhu, a to 6 lokust puvodem od buinidka utlozobého. Od ¢eledi buinackoviti
vykazovalo polymorfismus 6 z 54 lokust, tedy tspésnost testovani byla 11,1 %. Nejméné
polymorfnich lokust bylo pozorovano od celedi albatrosoviti, kde byly nalezeny pouze
4 7 celkové 53 testovanych lokust, tudiz uspéSnost nalezeni polymorfismu byla 7,5 %.
Piehled polymorfnich mikrosatelitnich lokusti u ¢apa simbila podle druht, ze kterych
byly izolovany, je uveden na Obrazku ¢. 3.

= albatros ste¢hovavy

= albatros ¢ernonohy
albatros bélohibety
: 1 buinacek dlouhoktidly
% buinacek Monteirav
. 3 = buinak Bulwerdv
= buinak utlozoby

= buiniak bélobrady
= buinak svétlonohy
3 buinak havajsky
buiniak balearsky
= kulik motsky
= racek novozélansky

Obrazek €. 3: Rozdéleni 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokusii detekovanych u ¢apa simbila
vzhledem Kk druhéim, u nichz byly izolovany. Cisly je vyjadien podet nalezenych polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi vzhledem k zdrojovému druhu.

Z pohledu poctu alel se u 26 nalezenych polymorfnich lokusii u 6 neptibuznych
jedinct ¢apa simbila nachazelo 2 az 6 alel na jeden lokus. U 17 lokust byly detekovany
dv¢ alely, u 4 lokusi tfi a u 4 lokust Ctyfi alely. Nejvetsi polymorfismus vykazoval lokus
Omn8, kde bylo nalezeno az 6 alel. U vSech 6 nepiibuznych jedincti ¢apa simbila byly
urceny jejich genotypy a heterozygotnost pro vSechny nalezené polymorfni lokusy - viz
Tabulka €. 8.
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Tabulka ¢. 8: Genotypy 6 nepiibuznych jedincti ¢apa simbila pro u nich nalezenych 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. V tabulce je uveden nazev

mikrosatelitniho lokusu, fad a druh u nichz byly diive tyto lokusy popsany, pocet alel a genotypt, heterozygotnost a genotypy jednotlivych jedincu.

Mikrosatelitni Rad Zdrojovy druh Pocet alel Pocet Heterozygotnost Genotyp u jedince
lokus genotypi 1 2 3 4 5 6

11H7 albatros stéhovavy 2 2 0,17 1/, 2/2 2/2 2/, 2 / 2/,

BFAL4 albatros Eernonohy 2 2 0,50 Yy Y Yy Yy Yy Y,
albatrosoviti

De3 albatros stéhovavy 4 5 1,00 Y, 2/, 2/, 3, 2/, Y,

STAL18 albatros bélohibety 3 4 0,50 3/3 2/3 2/3 1/3 2/2 3/3

Ole10 2 3 0,17 D A ) A A A

Olel19 buinacek dlouhokiidly 4 6 0,67 2/ ) 2 /5 1 I 1 A 3 /s 2 A

Ole21 2 3 0,17 2f, Y, Y Y2, 2,
burnackoviti

omn2 2 2 0,33 vy Y, Yy, oy iy,

Omn8 burnacek Monteiriv 6 5 0,83 6 A 5 A 5 /e 3 /4 1 /» 3 le

omn25 3 5 0,50 [, S3fy 2y Y, 2y 3,

Calex-01 kulik mofsky 2 2 0,50 Y, Y, Yy, 2, 2, 2
dlouhokiidli

RBG18M racek novozélandsky 2 2 0,17 2, 2y, 2,2, 2, 1Y,
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Tabulka ¢. 8: Pokracovani.

Mikrosatelitni Rad Zdrojovy druh Pocet alel Pocet Heterozygotnost Genotyp u jedince

lokus genotypii 1 2 3 4 5 6
Bb21 burnak Bulweruv 2 2 0,17 1/l l/l 1/1 1/1 1/1 1/2
Pachel 07265 2 2 0,33 2, Y, Y, 2,2, 2,
Pacbel_16989 ik tlorobs 2 3 0,50 P T A A
Pacbel 17944 2 2 0,17 ooy, Yy, oy, yoy
Pachel_19907 2 3 0,66 Yy, Yy Y, oy Y, 2,
Paequ8 buifidk b&lobrady 2 2 0,83 Y, Y, Y, 2, 1, 1,
Patbell . 2 2 0,50 Yo Y Y Uy 2y 2

buinakoviti buinak utlozoby

Patbel2 4 4 1,00 3, A 2/ 2/q 1, 2/,
Pc A115 2 2 0,17 Yooy, Yy, oYy, oy
Pc B109 buitiak svétlenohy 2 2 0,17 Yo o 2y 2y 2y 2, 2
Pc D103 3 3 0,50 Yo o 20y 8ly 3y 3y 2,
Ptero02 btk havajsky 4 4 0,83 2/, 1, 3, 2/, 2/, 2/,
Ptero09 3 3 0,50 R PR PR N P
Puff G2C buitiak baledrsky 2 3 0,17 2, 2, 2, 2, 1 1
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Hodnoceni mikrosatelitnich lokusii nebylo vzdy jednoduché a optimalizace
podminek PCR amplifikace nebo elektroforetické separace nékdy nestaéila. Nékteré
lokusy obsahovaly i jiné produkty PCR amplifikace, stiny hlavnich produkti nebo dalsi
extra produkty. Mezi tyto problematické lokusy lze zafadit napt. lokus Omn8 (viz
Obrazek ¢. 4). Naopak jiné mikrosatelitni lokusy byly velmi dobie hodnotitelné jako napf.
lokus Puff G2C (viz Obrazek ¢. 5), Ptero09 (viz Obrazek ¢. 6), Pc D103 (viz Obrézek
¢. 7) aPacbel_19907 (viz Obrazek ¢. 8).

1 2 3 4 5 6

Alela 1

Alela 2

Alela 3
Alela 4

Alela 5

Alela 6

Obrazek ¢&. 4: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu Omn8
testovaného u Sesti nepiibuznych jedincta ¢apa simbila. PCR amplifikace tohoto lokusu probihala
pti Ta 59 °C s tfiGtvrtedni koncentraci hofeénatych ionti a délka separace byla 90 minut. Sipkami

je na obrazku vyznaceno 6 alel a Cislice 1-6 oznacuji jednotlivé jedince.
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1 2 3 4 5 6

‘ -— ok - Alela 1
- - - - e B «—— Alela2
Obrazek ¢. 5: Elektroforeticky sepa‘rované PCR produkty mikrosatelitnl’ho. lokusu Puff G2C
testovaného u Sesti neptibuznych jedinct ¢apa simbila. PCR amplifikace tohoto lokusu probihala
pii Ta 55 °C a délka separace byla 90 minut. Sipkami jsou na obrazku vyznaceny 2 alely a &islice

1-6 oznacuji jednotlivé jedince.

1 2 3 4 5 6

“ . PR Alela 1
. u - hd L F Alela 2
W < Alela 3

Obrazek ¢. 6: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu Ptero09
testovaného u Sesti neptibuznych jedinct ¢apa simbila. PCR amplifikace tohoto lokusu probihala
pii Ta 62 °C a délka separace byla 90 minut. Sipkami jsou na obrazku vyznaceny 3 alely a &islice

1-6 oznacuji jednotlivé jedince.

1 2 3 4 5 6

- ; —— Alela 1

_ L +—— Alela2

- - - . % +— Alela3
Obrazek ¢&. 7: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu Pc D103
testovaného u Sesti neptibuznych jedinct ¢apa simbila. PCR amplifikace tohoto lokusu probihala
pfi Ta 53 °C a délka separace byla 90 minut. Sipkami jsou na obrazku vyznaceny 3 alely a &islice

1-6 oznacuji jednotlivé jedince.

1 2 3 g 5 6

- e . e Alela 1
° b s ’

- W e . .4— Alela 2

Obrazek ¢. 8: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitniho lokusu Pacbel_19907

testovaného u Sesti neptibuznych jedinct ¢apa simbila. PCR amplifikace tohoto lokusu probihala
pfi Ta 53 °C a délka separace byla 90 minut. Sipkami jsou na obrazku vyznaceny 2 alely a islice

1-6 oznacuji jednotlivé jedince.
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6 Diskuse

V této bakalarské praci jsem pomoci cross-species PCR amplifikace hledal
polymorfni mikrosatelitni lokusy u 6 neptibuznych jedinct ¢apa simbila. Celkové jsem
otestoval 213 pari mikrosatelitnich primerti, z nichz bylo 207 part diive popsano u druhti
z tadu trubkonosi. Také jsem otestoval 6 part mikrosatelitnich primert, které byly dfive
navrzeny pro mikrosatelitni lokusy nachazejici se u zastupcu z jinych rada ptaka a byly
uspésné jako cross-species testovany u zastupct z fadu trubkonosi, kdy 5 part bylo
popsano u druhti z fadu dlouhok#idli a 1 par u lesnacka zlutonohého z fadu pévci. Pomoci
vSech téchto testovanych part primerd jsem nalezl 26 polymorfnich mikrosatelitnich

lokusu s 2—6 alelami na lokus.

V ramci ¢eledé albatrosoviti bylo popsano v 5 publikacich 53 para primert, které
jsem testoval pomoci cross-species PCR amplifikace na 6 neptibuznych jedincich ¢apa
simbila. S pouzitim téchto primerta byly detekovany 4 polymorfni lokusy, a to 11H7
aDe3 od albatrose stéhovavého, BFAL4 od albatrose bélohibetého a STAL18 od
albatrose C¢ernonohého. Pro Celed” buinackoviti bylo ve 3 ¢lancich charakterizovano
54 part primert, kdy mi pii testovani téchto part primera 6 poskytlo polymorfni produkt
u lokust Ole10, Ole19 a Ole21 popsanych u buifid¢ka dlouhoktidlého a u lokusi Omn2,
Omn8 a Omn25 charakterizovanych u buifiacka Monteirova. Od ¢eledi buiidkoviti jsem
mél k dispozici 100 parG primert, které byly popsany v 10 publikacich a pfi mém
testovani poskytly 14 polymorfnich produktd, a to u lokusu Bb21 charakterizovaného
ubuinadka Bulwerova, u lokusi Pacbel 07265, Pacbel 16989, Pacbel 17944,
Pacbel 19907, Patbell a Patbel2 popsanych u buifidka utlozobého, u lokusu Paequ8
charakterizovaného u buiffidka bélobradého, u lokust Pc A115, Pc B109 a Pc D103
popsanych u buinidka svétlenohého, u lokusii Ptero02 a Ptero09 charakterizovanych
u buifiaka havajského a u lokusu Puff G2C popsaného u buitidka balearského. Déale jsem
testoval 5 part mikrosatelitnich primerti z fadu dlouhok#idli popsanych ve 3 publikacich,
kdy jsem pomoci nich detekoval 2 polymorfni mikrosatelitni lokusy - Calex-01 popsany
u kulika motského a RBG18M charakterizovany u racka novozelandského. U vsech
téchto polymorfnich lokusti jsem porovnal mnou a v publikacich pouzité teploty

annealingu a pocty nalezenych alel pro dané lokusy - viz Tabulka ¢. 9.

V porovnani s publikacemi jsem testoval 21 mnou nalezenych polymorfnich

lokusti u ¢apa simbila na vyssi teploty annealingu oproti autorim. Na rozdil od toho jsem
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lokusy Olel0, Olel9, Pacbel 019907, Paequ8 a Pc D103 testoval na nizsi teploty
annealingu v porovnéni s testovanim v publikacich. Pfi srovnani poctu alel mnou
nalezenych polymorfnich lokust v této praci s publikacemi jsem pouze u 1 lokusu nalezl
Castecné vice alel nez autor publikace. U lokusu De3 jsem detekoval 4 alely u 6 jedinct
¢apa simbila, Burg (1999) nasla 3 alely u 50 jedinci albatrosa ¢ernobrvého a u 90 jedinct
albatrosa st€éhovavého, ale také detekovala 4 alely u 50 jedinct albatrosa Sedohlavého.
U zbylych polymorfnich lokust nhalezenych v této bakalaiské praci se vyskytovalo méné
alel nez v uvedenych publikacich. Je to z divodu mensiho poétu testovanych jedinca pro

urcity lokus.

Tabulka ¢. 9: Porovndni mnou testovanych teplot annealingu a detekovaného poétu alel pro
nalezené polymorfni mikrosatelitni lokusy u 6 nepfibuznych jedinct ¢apa simbila s publikacemi.
V tabulce je uveden nazev mikrosatelitniho lokusu, zdrojovy druh, teplota annealingu pouzita pti
testovani v této praci (Ta-M), teplota annealingu pouzita v publikaci (Ta-P), pocet alel
detekovanych v této praci (N-M), pocet alel detekovanych v publikaci (v zavorce je uvedeny
pocet testovanych jedinct pro dany lokus) (N-P) a autor dané publikace.

Mikrosatelitni Zdrojovy Ta-M  N-M  Ta-P N-P Publikace
lokus druh [°C] (6) [°C]
11H7 albatros, 63 2 58 10(60) Dubois et al., 2005
stéhovavy
albatros 8 (36) Hernandez et al.,
BFAL4 ¢ernonohy 65 2 60 4(12) 2014
3(50)
De3 Sf‘e'ﬁztvrgs 55 a9 309 Burg, 1999
albatros 7 (36) Hernandez et al.,
STAL1S bélohibety o4 3 0 5 (12) 2014
Olel0 buifiacek 59 2 60 324 mivnelletal,
Ole13 dlouhokiidly 26 4 60 8(23 2011
Ole21 65 2 60 21 (24)
omn2 buffidzek 62 2 58  7(125)
Omn8 Monteiray 59 6 58 10 (125) Briedetal., 2012
omn25 58 3 58  5(125)
Bb21 burfiak 67 2 60 3(91) Andrisetal, 2010
Bulwerav
Pacbel_07265 61 2 56 15 (74)
Pacbel_16989 buinak 60 2 56 10 (75) Moodley et al.,
Pacbel 17944 Utlozoby 69 2 56 12 (75) 2015
Pacbel 19907 53 2 56 8 (74)
buinak Techow et O’Ryan,
Paequ8 belobrady 44 2 58 3(77) 2004
Patbell buinak 63 2 * 7 (68) Quillfeldt et al.,
Patbel?2 utlozoby 66 4 * 16 (68) 2012
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Tabulka ¢. 9: Pokrac¢ovani.

Mikrosatelitni Zdrojovy Ta-M N-M  Ta-P N-P Publikace
lokus druh [°C] (6) [°C]
Pc AL15 62 2 ggg 10 (83)
buitidk 57’ ) Hardesty et al.,
Pc B109 svétlenohy 66 2 57’ 4 5(79) 2013
Pc D103 53 3 58,7 6(84)
Ptero02 burnak 63 4 53 5(12)  Welch et Fleischer,
Ptero09 havajsky 62 3 53 7(12) 2011
buitidk Gonzalez et al.,
Puff G2C balearsky 55 2 50 7 (50) 2009
Calex-01 kulik motsky 69 2 62 10 (42) Kuipper et al., 2007
RBG18M racek 60 2 53 5 (12) Welch et Fleischer,

novozélandsky 2011

Legenda: *- u lokusu neni autory zminéna teplota annealingu

V ramci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci byly testovany v mnoha
pracich pary mikrosatelitnich primerd navrzenych pro zéstupce z tadu trubkonosi

na zastupcich z kladu Aequorlitornithes. Tyto prace budou dale srovnany s moji praci.

U 6 nepiibuznych jedincti nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala)
provedla ve své diplomové praci Nedvédova (2015) cross-species PCR amplifikaci
S pouzitim 212 part primert, kdy detekovala 45 polymorfnich lokust s 2-5 alelami na
lokus. V ramci mé bakalaiské prace se shodovalo nejvice polymorfnich lokust s touto

praci, a to 16 lokusi.

Strejckova (2016) ve své bakalarské praci testovala 213 parti primerti pomoci
cross-species PCR amplifikace u 6 neptibuznych jedinci plamenaka karibského
(Phoenicopterus ruber) a nalezla 50 polymorfnich lokust s 2-5 alelami na lokus.
U polymorfniho lokusu Puff G2C se v této praci autorce nepodafil urcit pocet alel, j& jsem
detekoval u tohoto lokusu 2 alely. V diplomové praci Strejckova (2018) testovala téchto
50 nalezenych polymorfnich lokusti na 30 jedincich pelikdna karibského a 5 z téchto
lokust vyftadila z divodu monomorfismu. Celkové autorka charakterizovala ve své
diplomové praci 45 polymorfnich lokusi s 2-11 alelami na lokus. Z téchto 45
polymorfnich lokusii bylo 10 shodnych s mnou nalezenymi polymorfnimi lokusy u ¢apa
simbila. Autorce se v diplomové praci podatil vyhodnotit jiz zminény lokus Puff G2C

a detekovala u n¢j 3 alely.
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V ramci sve bakalaiské prace hledala Mackova (2021) polymorfni mikrosatelini
lokusy u 6 nepiibuznych jedinci pelikana skvrnozobého (Pelecanus philippensis) pomoci
cross-species PCR amplifikace s vyuzitim 213 pard primert. Celkem detekovala 22
polymorfnich lokust s 2-5 alelami na lokus, kdy 10 z téchto lokust bylo také
polymorfnich u ¢apa simbila. Lokusy De33 a Ptero08 se autorce nepodatilo amplifikovat.

Pii mém testovani byly tyto dva lokusy monomorfni.

Zlochova (2019) ve sve diplomové préaci retestovala na 22 jedincich plamenaka
rizového (Phoenicopterus roseus) 64 mikrosatelitnich lokust. 48 z nich oznacila diive
Kirova (2017) jako polymorfni u 6 neptibuznych jedincti plamenaka rizového a zbylych
16 vyhodnotila Strejckova (2018) jako polymorfni u 30 jedincti plamenaka karibského.
Z téchto 64 retestovanych lokust bylo 43 polymorfnich s 2-13 alelami na lokus. Lokus
Pc D3 vykazoval 2 polymorfni oblasti, tedy autorka detekovala celkem 44 polymorfnich
oblasti, kdy 9 z nich se shodovalo s polymorfnimi lokusy nalezenymi v této bakalaiské
praci.

Hudzieczkova (2019) se ve své bakalarské praci zabyvala cross-species PCR
amplifikaci u 6 neptibuznych jedinct pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) s pouzitim
213 part mikrosatelitnich primert, pficemz nalezla 46 polymorfnich lokust s 2—6 alelami
na lokus. Téchto 46 lokusu bylo retestovano v diplomové praci Adamkova (2021) na 21
nepiibuznych jedincich pelikana bilého a nalezla 36 polymorfnich lokust s 2—7 alelami
na lokus, kdy 8 z téchto polymorfnich lokust bylo stejnych jako v této praci u ¢apa
simbila.

U 6 neptibuznych jedincu pelikana afrického (Mycteria leucocephala) provedla
ve své bakalaiské praci Kopecna (2018) cross-species PCR amplifikaci s pouzitim 213
part primerd, kdy detekovala 24 polymorfnich lokust s 2-3 alelami na lokus. Tyto
polymorfni lokusy déle autorka retestovala ve sve diplomové praci (Kope¢na, 2020) na
12 nepiibuznych jedincich pelikéna afrického a k tomu také jesté otestovala na téchto
jedincich 12 lokust, které oznacila ve své bakalaiské praci Adamkova (2019) za
polymorfni u 6 neptibuznych jedinch pelikana afrického. Bylo tedy celkem retestovano
36 lokust, kdy 34 z nich bylo polymorfnich s 2-5 alelami na lokus. 8 z téchto lokusi byly

také v mé préci oznaceny jako polymorfni.

Kriavkova (2021) se ve své bakalarské praci zabyvala cross-species PCR

amplifikaci u 6 nepiibuznych jedinct ¢apa bilého (Ciconia ciconia) s pouzitim 213 part
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mikrosatelitnich primert, pfi¢emz nalezla 18 polymorfnich lokust s 2—6 alelami na lokus,

kdy pouze 6 z téchto lokust se shodovalo s mnou nalezenymi polymorfnimi lokusy.

Kolegyn¢ z laboratofe mi poskytla experimentalni data (Musilova, osobni
sdéleni), kdy hledala polymorfni mikrosatelini lokusy u 6 nepiibuznych jedincu ¢apa
¢erného (Ciconia nigra) pomoci cross-species PCR amplifikace s pouzitim 213 para
primeru. Nalezla 16 polymorfnich lokust s 2 az 4 alelami na lokus, z nichz 6 bylo shodné
polymorfnich s lokusy u ¢apa simbila. Také se ji nepodatilo amplifikovat lokus Pc D103,

ktery byl pti mém testovani polymorfni s 3 alelami.

Ve své bakalaiské praci hledala JanuSova (2015) polymorfni mikrosatelitni lokusy
u 6 nepiibuznych jedincu potapky rohace (Podiceps cristatus) pomoci cross-species PCR
amplifikace a celkem nalezla 20 polymorfnich lokusid. Nasledné tyto lokusy
charakterizovala ve své diplomové praci (JanuSova, 2017) na 13 jedincich potapky
rohace. 17 z téchto lokusi bylo oznac¢eno jako polymorfni s 2-12 alelami na lokus a 4

z nich shodné vykazovaly polymorfismus jako u nalezenych lokusi Vv této préci.

U 6 nepiibuznych jedinca pelikana kadefavého (Pelecanus crispus) provedla ve
své bakalaiské praci VereSova (2018) cross-species PCR amplifikaci s pouzitim 213 part
primert, kdy detekovala pouze 12 polymorfnich lokusi s 2-3 alelami na lokus. Poté
autorka ve své diplomové praci (VereSova, 2020) testovala tyto polymorfni lokusy
na 41 jedincich pelikana kadetavého a 11 z nich bylo polymorfnich s 2-3 alelami na
lokus. V ramci mé bakalatské prace se shodovalo nejméné polymorfnich lokust s touto

praci, a to 3 lokusy.

Ve srovnani s 26 polymorfnimi mikrosatelitnimi lokusy nalezenymi v mé
bakalatské praci u ¢apa simbila s ostatnimi druhy z kladu Aequorlitornithes, u kterych
byly také pomoci cross-species PCR amplifikace hledany polymorfni mikrosatelitni
lokusy s pouzitim pard primert polymorfnich lokusii popsanych u druhti z fadu
trubkonosi, byl zjistén nejvétsi prinik shodnych polymorfnich lokust S nesytem
indomalajskym, poté s plamefiakem karibskym, pelikanem skvrnozobym, plamenakem
razovym, pelikdnem bilym, pelikanem africkym, ¢apem bilym a Cernym a potapkou
roha¢em. Nejmensi pranik v ramci polymorfnich lokust nalezenych v této praci byl
s pelikdnem kadefavym. Za zminku stoji velmi mala shoda u ¢apa bilého a ¢erného
| pfesto, Ze pochazi ze stejného rodu Ciconia. Srovnani mych nalezenych polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi u 6 nepfibuznych jedincti ¢apa simbila s testovanymi lokusy

u zminénych 10 druhii je uvedeno v Tabulce ¢. 10.

42



Tabulka ¢&. 10: Srovnani polymorfnich mikrosatelitnich lokust z fadu trubkonosi, které byly pomoci cross-species PCR amplifikace testovany u 6 nepiibuznych
jedincti ¢apa simbila (tato prace) a soucasné byly polymorfni u nesyta indomalajského (Nedvédova, 2015), plamenaka karibského (Strejckova, 2018), pelikana
skvrnozobého (Mackova, 2021), plamenaka rizového (Zlochova, 2019), pelikana bilého (Adamkova, 2021), pelikana afrického (Kopec¢na, 2020), ¢apa bilého
(Kritavkova, 2021), ¢apa &erného (Musilova, nezvefejnéna data), potpky rohace (Janusova, 2017) a pelikéna kadetavého (Veresova, 2020). Cislem je oznaéen

pocet alel, M - monomorfni lokus, NA - netspé$né amplifikovany lokus a ¢islem v zavorce pocet testovanych jedinct.

Mikrosatelitni ~ Cap Nesyt Plametidk  Pelikdn  Plamenidk  Pelikéan Pelikéan Céap Céap Potapka  Pelikan
lokus simbil  indomalajsky  karibsky  skvrnozoby  ruzovy bily africky bily cerny rohac kadefavy
(6) (6) (30) (6) (22) (21) (12) (6) (6) (13) (41)

Omn8 6 4 7 4 8 7 4 6 3 9 M
BFAL4 2 2 2 2 2 2 2 M M M 2
Pc B109 2 M 4 2 3 3 2 M M 12 M
Pacbel_07265 2 2 3 2 2 M M 5 M M M
Pc D103 3 2 3 M 2 M M 3 NA 2 M
Calex-01 2 M M 2 2 3 M M 3 M 3
Paequ8 2 4 3 M M 2 3 M M M M
Patbel2 4 5 M 3 M 5 2 M M M M
De3 4 4 4 M 3 M M M M M M
STAL18 3 2 M 2 M M 2 M M M M
Omn2 2 2 M 2 M M 2 M M M M
Bb21 2 M M 2 M M M M M 7 2
Ptero09 3 2 M M M 4 M 4 M M M
Puff G2C 2 3 3 M M M M 3 M M M
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Tabulka ¢. 10: Pokracovani.

Mikrosatelitni Cap Nesyt Plameiiak  Pelikin  Plamenak  Pelikén Pelikan Cap Céap Potapka  Pelikan
lokus simbil  indomalajsky  karibsky  skvrnozoby  raZovy bily africky bily cerny rohad kadefavy
(6) (6) (30) (6) (22) (21) (12) (6) (6) (13) (41)

11H7 2 2 M M M M M M 4 M M
Olel9 4 M M 2 M 2 M M M M M
Ole21 2 M M M 4 M 2 M M M M
Omn25 3 2 M M M M M M 2 M M
Pacbel_17944 2 M 4 M 6 M M M M M M
Pacbel_19907 2 2 M M M M M M 2 M M
Ptero02 4 5 M M M M M 4 M M M
Pacbel 16989 2 M M M M M M M 3 M M
Patbell 2 M 4 M M M M M M M M
Pc A115 2 2 M M M M M M M M M
Olel0 2 M M M M M M M M M M
RBG18M 2 M M M M M M M M M M
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V ramci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci byla genomickd DNA ¢apa
simbila testovana dohromady v 5 pracich (Nevimova, 2012; Novosadova, 2012; Fiserova,
2014, Kosatova, 2020 a tato prace). Celkem u né&j bylo testovano 733 mikrosatelitnich
lokust, z nichz 96 vykazovalo polymorfismus, tedy GspéSnost nalezeni polymorfniho
lokusu je 13,1 %. Testované mikrosateltni pary primerd byly navrzeny pro polymorfni
lokusy pro druhy z fada: ¢api (Ciconiiformes), dlouhok#idli (Charadriiformes), faetoni
(Phaethontiformes), plamenaci (Phoenicopteriformes), potapky (Podicipediformes),
terejové (Suliformes), tu¢naci (Sphenisciformes) a veslonozi (Pelecaniformes). Také byly
testovany na ¢apu simbilovi pary primerd pro univerzalni ptaci mikrosatelitni lokusy.
Z celkovych 96 polymortnich mikrosatelitnich lokust u ¢apa simbila se podaftilo jich 45
pln€ charakterizovat na 10 neptibuznych jedincich v praci Fiserova (2014). U zbylych 51
polymorfnich mikrosatelitnich lokust u ¢apa simbila by bylo dobré provést v budoucnu
plnou charakterizaci. Také by bylo vhodné v nadchazejici dob& otestovat zbylé
mikrosatelitni pary primerd, které byly popsany v publikacich pro tady capi

a dlouhokitidli a nalézt dalsi polymorfni lokusy u ¢apa simbila.
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7 Zavér

V ramci mé bakalatské prace jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace
hledal polymorfni mikrosatelitni lokusy u 6 neptibuznych jedinct ¢apa simbila. Celkovée
jsem otestoval 213 pard mikrosatelitnich primerQ, z nichz bylo 207 para diive popsano
U druhi z fadu trubkonosi, konkrétn€ 53 u Celedi albatrosoviti, 54 u ¢eledi burnackoviti
a 100 u celedi buinakoviti. DalSich 5 partu primert bylo popsano u zastupct z fadu
dlouhokiidli, a to u alkouna holubiho, kulika moiského a racka novozélandského,
a posledni par u lesnacka zlutonohého pochazejiciho z fadu pévci. Téchto poslednich 6
part primert bylo Gispé$né testovano pomoci cross-species PCR amplifikace u nékterych

druht z ¥adu trubkonosi a poskytovaly u nich polymorfni produkty.

U ¢apa simbila jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace uspésné
amplifikoval vSech 213 mikrosatelitnich lokust, kdy bylo 26 polymorfnich a zbylych 187
monomorfnich. V prvni ¢asti testovani byly vSechny lokusy amplifikovany pti teploté
annealingu 50 °C, poté pii poskytnuti slabého produktu byla snizovana tato teplota az na
44 °C, naopak pii silném produktu byla tato teplota zvySovana az na 69 °C. Pro vSechny
nalezené polymorfni lokusy byla urena teplota annealingu, délka elektroforeticke
separace, pocet alel a genotypy Sesti nepiibuznych jedinct ¢apa simbila. Nejvetsi pocet
alel na lokus byl detekovan u lokusu Omn8, u kterého jsem nasel 6 alel. U zbylych

polymorfnich lokust jsem detekoval 2—4 alely na lokus.

Celkem jsem nalezl 24 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které byly popsany
U zastupcti z fadu trubkonosi, kdy pochazely 4 lokusy z ¢eledi albatrosoviti, 6 z ¢eledi
buinackoviti a 14 z ¢eledi buinakoviti. Posledni 2 nalezené polymorfni mikrosatelitni
lokusy byly popsany u zastupct z fadu dlouhoktidli, a to u kulika moiského a racka
novozélandského. Nejvice nalezenych polymorfnich lokust pro jeden druh pochézelo od
buinaka utlozobého, kde jich bylo detekovano celkem 6.
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