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1. Seznam zkratek

A

C

DNA
DOP-PCR

PCR
SINEs
SSRs
STRs

adenin

cytosin

deoxyribonukleova kyselina

PCR amplifikace s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery
(Degenerate Oligonucleotide-Primed PCR)

guanin

polymerazova ietézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

kréatké rozptylené jaderné elementy (Short Interspersed Nucleat Elements)
jednoduché opakujici se sekvence (Simple Sequence Repeats)

kratké tandemove repetice (Short Tandem Repeats)

thymin



2. Uvod

Mikrosatelity jsou druh tandemovych repetici s délkou repetitivni jednotky 1-9
pari bazi. Nachazeji se v kodujicich i nekddujicich castech genomu. Diky jejich
kodominanci, vysoké variabilité a somatické stabilité jsou vyuzitelné jako molekularni
markery. Pisobenim mutaci se v populaci vyskytuje u mnoha mikrosatelitd vice alel (az
nekolik desitek), zjisténim jejich frekvenci lze vyuzit tyto polymorfni mikrosatelity pti
testovani paternity, genetickém mapovani nebo pro studium genetické struktury populaci.
Mikrosatelitové lokusy mohou byt izolovany bud’ de novo, pomoci cross-species PCR
amplifikace nebo metodou in silico. 1zolace de novo se vyuziva piedev§im u druhu, které

jsou zkoumany poprvé.

Ve své bakalafské praci budu, pomoci cross-species PCR amplifikace, testovat
mikrosatelity u Sesti neptibuznych jedinct pelikana afrického (Pelecanus rufescens).
Mikrosatelity, které budu pouzivat k testovani, pochazeji od zastupca fadu trubkonosi
a nékolik mikrosatelitii, které byly polymorfni u trubkonosych, pochazejicich z radu
dlouhokfidlych a pévci. Moje prace bude spocivat vV nalezeni polymorfnich lokust

a v naslené optimalizaci podminek PCR a elektroforetické separace.



3. Cile prace

1. Vypracovani reSerse na téma bakalarské prace.
2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja.
3. PCR amplifikace DNA 6 nepiibuznych jedinct pelikana afrického s vyuzitim Cross-

species primert pro mikrosatelity, které jsou znamé u ptaku z fadu trubkonosi.



4.  Literarni prehled

1.1  Rad veslonozi

Rad veslonozi (Pelecaniformes) zahrnuje velké vodni ptaky s veslovaci nohou, na
které jsou vSechny 4 prsty spojeny plovaci blanou (Gaisler et Zima, 2007). V tradi¢nim
pojeti systému tento fad obsahuje Sest Celedi, jsou to pelik&noviti (Pelecanidae),
fregatkoviti (Fregatidae), kormoranoviti (Phalacrocoracidae), terejoviti (Sulidae),
anhingoviti (Anhingidae) a faetonoviti (Phaethontidae). Toto tradi¢ni pojeti podle Gaisler
et Zima (2007) vsak neodpovida soucasnému zatazeni. V tadu veslonohych doslo
s rozvojem molekularnich metod k nékolika z&sadnim zménam a kazdy autor jejich

zatazeni do systému pojima rozdilné.

O tom, zda je fad veslonozi monofyleticky, psali napt. Hedges et Sibley (1994).
Zamysleli se nad piivodem veslonohych a také nad pfibuzenskymi vztahy mezi celedémi
fregatkoviti a buifiakoviti (Procellariidae). Dale na zakladé testt DNA poukazali na
piibuznost pelikant a ¢lunozobetl. Celed factonoviti se podle nich svymi vlastnostmi

odlisuje od terejovitych, kormoranovitych a anhingovitych.

Nad tim, zda je fad veslonozi monofyleticky nebo ne, se zamyslel také Smith
(2010). ProvedlI rtizna srovnani s pouzitim molekularnich a morfologickych analyz. Svym
vyzkumem doSel k tomu, ze vSichni ptaci patiici do fadu veslonohych maji velice

podobnou historii, ale mezi jednotlivymi celedémi jsou veliké rozdily.

Jarvis et al. (2014) fesili vztahy mezi veslonohymi zkoumanim celych genomd.
Pro svoji analyzu vybrali 48 ptac¢ich druhu z vice nez 10 tadu z celé skupiny Neoaves,
z této velké skupiny byly vybrany 2 podiady, a to Columbea a Passera. Do Passera patii

i skupina Aequornithia, do niz se fadi vodni ptaci a k ni sesterskou skupinu tvoti faetoni.

Prum et al. (2015) popsali dalsi zmény v systému vodnich ptaka. Celed
faetonoviti vydélili z tadu veslonohych a vytvofili samostatny fad faetoni. Déle od
veslonohych oddélili také pelikany. Podle nového systému tedy tvoii rody pelikan,
¢lunozobec a kladivous sesterskou skupinu s €eledi volavkoviti. Cely tento komplex dale
tvoii sesterskou skupinu s ¢eledi ibisoviti. Zbytek veslonohych, ktefi jsou nové nazyvani
jako tad Suliformes, tvoii sesterskou skupinou s komplexem, ktery je tvoren rody pelikan,
¢lunozobec, kladivous a ¢eledémi volavkoviti a ibisoviti. Do Suliformes se pak fadi

fregatky, anhingy, kormorani a terejove.
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Fregatkoviti, terejoviti, faetonoviti a kormoranoviti patti mezi moiské ptaky.
U kormoranovitych existuji i nékteti sladkovodni zastupci. U pelik&novitych je tomu
naopak, vétsina patii mezi sladkovodni a n€kolik z nich mezi motské ptaky. Anhingoviti
patii pfevazné mezi sladkovodni druhy (Brown et al., 1982). Jednotlivi zastupci ziji
pfevazné v tropech a subtropech, ale objevuji se i v mirném pasu. Spoleénym
charakteristickym znakem viech téchto ptakil je mohutny zobak s hrdelnim vakem. Ziji
vétsinou Vv koloniich, a hnizda stavéji bud’ na stromech nebo na zemi. Jejich mlad’ata se

fadi mezi nidikolni (Gaisler et Zima, 2007).
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Obrazek ¢.1: Schéma systému vodnich ptaki podle Prum et al. (2015).

1.2 Celed pelikanoviti

Celed pelikanoviti (Pelecanidae) zahrnuje vodni ptaky, kteii patfi k nejvétsim
l1étavym ptaktm (Brown et al., 1982). Je zndmo celkem 8 druhii pelikand, jsou to zastupci
obyvajici oblasti vnitrozemskych jezer a usti velkych fek, néktefi z nich ale Ziji i na
moiském pobiezi. Patfi sem pelikdn africky (Pelecanus rufescens), australsky (P.
conspicillatus), bily (P. onocrotalus), hnédy (P. occidentalis), kadefavy (P. crispus),
severoamericky (P. erythrorhynchos), skvrnozoby (P. philippensis) a chilsky (P. thagus).
Vyskytuji se v tropickém i mirném pasu po celém svété kromé vychodu Jizni Ameriky,

Nového Zélandu a Oceanie (Hudec et Hanzak, 1974; Brown et al., 1982).
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Pelikani jsou velci a téZci ptaci, proto jsou jejich kosti lehké a duté a vazi cca 1 kg
z celkové telesné hmotnosti. Diky lehkym kostem mohou létat na dlouhé vzdalenosti bez
odpocinku. Lehké kostra a piritomnost podkoznich vzduchovych vacki, umoziujicich
pelikanim plout, vSak zabranuji ponotfeni se hluboko do vody na rozdil od kormoranii
nebo anhing (del Hoyo et al., 1992). U pelikani byvaji ¢asto samci vEtsi nez samice
(Brown et al., 1982). Samec i samice byvaji zbarveni stejné (Gosler et al., 1994).
Sladkovodni druhy pelikani jsou Sedého nebo bilého zbarveni a moisti zastupci jsou
zbarveni hnéd¢€. Pelikani maji velmi dlouhy a na konci mirné zahnuty zobak (Hudec et
Hanzék, 1974). Jeho primérna délka je okolo 25 cm, ale mize dosahnout az 47 cm
u pelikéna bilého. Maji velky roztazitelny vak, ktery slouzi hlavné pro lov a nasledné
kratkodobé uchovéani potravy. Pelikani maji dlouhy krk, na ktery si pfi letu mohou polozit
svuj dlouhy zobak a Settit tim sily (del Hoyo et al., 1992). Nohy pelikant jsou oproti télu
kratké (Hudec et Hanzak, 1974), jsou uzpusobeny pro padlovani, proto jsou umistény
vzadu na téle a umoziuji pelikantim padlovat rychlosti az 6 km/h (del Hoyo et al., 1992).

Potravou pelikani jsou pievazné ryby (Hudec et Hanzak, 1974). Pelikani rybaii
hlavné ve skupinach. Skupinovy lov mize byt pozorovan prakticky u vSech druhd
pelikani. Kazdy druh pelikdna ma svij vlastni zpasob lovu potravy (del Hoyo et al.,
1992). Vétsina druhti lovi ryby z hladiny, pelikan hnédy vSak lovi pod vodou, do které se
vrha sttemhlavym letem (Alderton et al., 1995). Ryby témét nikdy nenosi ve vaku,
okamzité po uloveni zobak uzavte a rybu spolkne (del Hoyo et al., 1992). Vak, do kterého

ryby lovi, je tiikrat vétsi nez objem jeho zaludku (Alderton et al., 1995).

Pelikani hnizdi ptevazné v koloniich, hnizda vytvareji hlavné v rakosi, kfovinach
nebo na volném prostranstvi (Hudec et Hanzak, 1974). N¢které druhy mohou hnizdit i na
stromech. Co se ty¢e materialu hnizda na zemi, jsou schopni postavit hnizdo i z vlastniho
trusu. Naproti tomu hnizda na stromech byvaji propracovanéjsi (del Hoyo et al., 1992).
Nejcastéji kladou 2—-6 modrobilych vajec (Hudec et Hanzak, 1974). Rodice se stiidaji
v sezeni na vejcich ve 24hodinovych intervalech. Po vylihnuti mize nékdy dochazet
k tzv. sourozeneckému vrazdéni, coz se d€je nejcastéji u pelikana kadefavého nebo
k vyhladovéni mladéte u pelikana hnédého (del Hoyo et al., 1992). Mlad’ata se lihnou
hola s pomérné malym zobakem oproti t€lu. AvSak hned po zapoc¢nuti ristu prachového
pefi jim zacne rust i zobak (Hudec et Hanzak, 1974). Mlad’ata pelikant jsou nidikolni

a zustavaji po vylihnuti v hnizdg€. Potravu jim rodi¢e nosi do hnizda, vétSinou to byvaji
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polonatravené ryby, které si mlad’ata vybiraji z hrdelniho vaku rodi¢a. Po vylihnuti jsou
krmena az 30x denné¢, ale postupné je cetnost krmeni omezovana az na 1x denné (Hudec
et Hanzak, 1974; del Hoyo et al., 1992). Mladi pelikani se uci lovit potravu od svych
rodici. Kdyz opoustéji hnizdo, maji Casto velké zasoby tuku, aby byli schopni piezit
pocatecni neobratnost pii lovu, avsak i tak jich mnoho zahyne (Alderton et al., 1995).
Pohlavni dospélosti dosahuji az po né€kolika letech zivota (Hudec et Hanzéak, 1974).

4.2.1 Pelikan africky
Podle Gaisler et Zima (2007) je pelikan africky (Pelecanus rufescens) zafazovan

do systému nasledovné:

Rige: Zivo¢ichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Ttida: ptaci (Aves)

Rad: veslonozi (Pelecaniformes)

Celed: pelikanoviti (Pelecanidae)

Rod: pelikan (Pelecanus)

Druh: pelikén africky (Pelecanus rufescens)

Pelikan africky je Sedé zbarveny ptak. Délka natazeného téla pelikana od $picky
zobaku po konce nohou je cca 1,4 m, patii tak mezi mensi druhy pelikani (Gosler et al.,
1994). Vyskytuje se pievazné v tropické a subtropické Africe, kde muze byt misty
i premnozeny (Senegal, Etiopie a Botswana). Zije hlavné u fek, v bazinach a na velkych
vodnich plochéch, jako jsou sladkovodni jezera nebo rybniky. V' hustych lesich se pelikan
africky spiSe nevyskytuje. Hnizda stavi na stromech bud’ u vody, nebo na pise¢nych
ostrovech a ojedingle i blizko civilizace. Tento druh pelikana je tolerantngjsi k lidem nez
ostatni druhy (Brown et al., 1982; del Hoyo et al., 1992). Dospéli pelikani byvaji primarné
Sedi s Sedym nebo ruzovym zobakem. Oc¢i byvaji bud’ ¢erné, nebo hnédé a nohy zluté.
Ob¢ pohlavi jsou si navzajem velice podobna s tim, Zze samice byvaji o néco mensi
(Brown et al., 1982). Oproti pelikdnovi bilému maji ostatni druhy vcetné pelikana
afrického mensi a kratsi zobak. Mladi pelikani byvaji podobni dospélym (del Hoyo et al.,
1992). Maji vsak hnédavou hlavu a kiidla na rozdil od dospélych (Gosler et al., 1994).

Pelikan africky Zije v koloniich, které se uskupuji na hnizdistich. Pfi lovu se vsak
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pelikédn od kolonie oddéluje a lovi samostatné. Lovi vétSinou rano nebo vecer a je schopen
prezit i v mistech, kde je malé mnozstvi vody. Kofist lovi pomalu s nahlym vnotenim
hlavy do vody, usp&snost se pohybuje cca okolo 40-50 % (Brown et al., 1982). Zivi se
rybami, a to pievazné cichlidami. Pelikan africky lovi ryby o hmotnosti okolo 80-300 g,
ale dokaze chytat i ryby o hmotnosti 400 g. VétsSinou lovi kazdy den, ale je schopen
vydrzet bez potravy i n¢kolik dni (Brown et al., 1982; del Hoyo et al., 1992). Pafeni
probiha po cely rok, vétSinou po konci obdobi dest. Primérné klade 2 vejce s inkubacni
dobou cca mésic (del Hoyo et al., 1992). Vejce jsou bledémodra a doba jejich kladeni se
lisi podle ro¢niho obdobi a geografické oblasti, ve které hnizdi. Vylihnuta mlad’ata jsou
hola a rizové zbarvena. Krmena jsou obéma rodici. Zhruba po tfech tydnech jim zacne
rust pefi. Po mésici jsou mlad’ata jiz zcela opefend a ponechdna v hnizd€é samotna.
| u pelikdna afrického je pfitomnd sourozeneckd agrese a hladovéni, coz zplsobuje
pomérné vysokou mortalitu mlad’at (Brown et al., 1982). Sexualné dospélymi se stavaji
po 3—4 letech zivota. Dozivaji se primérné 6 let. Tento druh pelikana neni nijak globalné

ohrozen. Je hojné rozsifeny a misty az pfemnozeny (del Hoyo et al., 1992).

1.3  Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou druhem kratkych tandemovych repetic (STRs) o délce 1-6 bp,
byvaji oznacovany jako jednoduché opakujici se sekvence (SSRs) (Kantartzi, 2013;
Vieira et al. 2016). Mikrosatelity jsou rozptylené po celém genomu na rdznych
chromozomech. Délka repetitivni jednotky se podle autord lisi, uvadéji napt. 2—8 nebo
1-5 bp (Kantartzi, 2013). Tyto opakujici se useky vykazuji velikou miru variability
organismtl, a proto se pouzivaji jako genetické markery napft. pii genetickém mapovani
nebo pfi studiich fylogenetickych vztahi mezi druhy (Goldstein et Schlotterer, 1999).
Mikrosatelity mohou byt ziskany metodou de novo v piipadé druht, které jsou zkoumany
poprvé, pomoci cross-species PCR amplifikace u druhi, které jsou blize piibuzné nebo
z jiz existujicich genetickych databazi tzv. in silico (Baker, 2000). Mikrosatelity mizeme
najit jak v kodujicich, tak nekodujicich oblastech genomu, méné zastoupeny byvaji
v kodujicich oblastech (Goldstein et Schlétterer 1999; Toth et al., 2000). Nejcastéji byvaji
mikrosatelity tvofeny repetici poly(A)/poly(T) (Goldstein et Schlétterer 1999).

4.3.1 Déleni mikrosatelita
Téth (2000) rozdéluje mikrosatelity na mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-

a polynukleotidové. V genomu najdeme vice zastoupené repetitivni sekvence tvofené
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poly (A/T) nez poly (C/G). Nejcastéji se vyskytujicimi repeticemi jsou trinukleotidové
a hexanukleotidové.

Podle Oliveira (2006) se mikrosatelity déli podle typu opakujici se sekvence na
dokonalé, nedokonalé, preruSené a slozené. V idealnim mikrosatelitu nedochazi
k pferuSeni opakované sekvence zadnou jinou bazi napt. TATATATATATATATA.
Naopak v nedokonalém mikrosatelitu se vyskytuje par bazi, ktery neodpovida danému
motivu napt. TATATATACTATATA. U pierusenych mikrosateliti se nachazi
v repetitivni  sekvenci vice bazi, které neodpovidaji danému motivu napf.
TATATACGTGTATATATATA. A u slozenych mikrosatelitti je lokus tvofen dvéma
riznymi spolu sousedicimi jednotkami repetice napt. TATATATATAGTGTGTGTGT.

4.3.2 Mutace mikrosateliti

Mikrosatelity podléhaji mutacim Casté&ji nez jiné oblasti genomu (Jarne et Lagoda,
1996). Cetnost mutaci u mikrosatelith se 1i§i mezi jednotlivymi druhy a byva
obvykle 10->-10° na nukleotid a generaci (Goldstein et Schidtterer, 1999). Cetnost
mutaci mikrosatelitli zavisi na opakovaném motivu, pohlavi, typu opakovani, genotypu,
velikosti alely a pozici na chromozomu (Kantartzi, 2013). Existuji mechanismy, které
popisuji frekvence mutaci u mikrosatelitd jako napf. sklouznuti polymerazy bé&hem
replikace, opravy DNA nebo chyby pii rekombinaci. Pfi sklouznuti DNA polymerazy pti
replikaci dochazi v misté repetice k docasnému oddéleni obou fetézcti DNA a jejich
opétovnému spojeni na jiné pozici, timto procesem vznikaji chyby v parovani bazi
a prodluzovani nové vznikajiciho vlakna (Oliveira et al., 2006). Cely tento proces se také
oznacuje jako DNA replication slippage, pravdépodobnost sklouznuti DNA polymerazy

je zavisla na délce mikrosatelitu (Schlétterer, 2000).

Mutace trinukleotidovych mikrosateliti hraji velkou roli pfi nékterych
neurodegenerativnich onemocnénich u ¢lovéka jako je napt. Huntingtonova choroba nebo

myotonicka dystrofie. Témto mutacim se fika tzv. ,,dynamické (Téth, et al., 2000).

4.3.3 Vyuziti mikrosateliti

Mikrosatelity se vyuzivaji jako genetické markery ve studiu rozmanitosti druht,
vnitrodruhovych vztahi nebo k odhadiim miry ptibuzenstvi mezi genotypy. Mikrosatelity
jsou velice uzitecné pii zkoumani populacni struktury, genetickém mapovani nebo pfi

studiu evoluénich procest (Vieira et al., 2016). Nevyhodou mikrosatelitl je, ze museji
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byt nejprve izolovany de novo od druhi, které jsou zkoumany poprvé. Jelikoz se
mikrosatelity nachazeji hlavné v nekodujicich oblastech genomu, je pomérné slozité
navrhnout tzv. univerzalni primery (Zane et al., 2002). Trinukleotidové

a pentanukleotidové repetice jsou vyuzivany ve forenzni a rodi¢ovské analyze.

Tautz (1989) pouzil polymerdzovou fetézovou reakci (PCR), aby u né¢kolika
nahodné vybranych lokusti od riznych druhti Zivoéichti dokazal polymorfismus. Po
amplifikaci mohou tyto polymorfismy byt dale vyuzity K testovani totoZnosti, pii
populac¢nich studiich nebo pfi mapovani genomu. Diky vysoké mife polymorfismu
mohou byt mikrosatelity vyuzivany také jako markery pro studium vazby. U Uzce
ptibuznych druhi lze pouzit PCR primery jednoho druhu k analyze polymorfismu
u druhého druhu, tato metoda byva nazyvana jako cross-species PCR amplifikace (Moore
etal., 1991).

4.3.4 Mikrosatelity u ptaka

V pta¢im genomu najdeme pomérné nizky pocet mikrosatelitd, proto je zde
vyhodou pienositelnost mikrosatelitt (Oliveira et al., 2006). Podle dostupnych databazi
se v genomu ptaka vyskytuje cca 30 000-70 000 mikrosatelitt, které jsou delsi nez 20
bp. Hustota vyskytu ptacich mikrosatelitl je daleko mensi nez v lidském genomu, coZ je
zpusobeno niz§im poctem nekodujicich usekd u ptakd. Také na rozdil od lidského

genomu u ptaki nejsou spojeny mikrosatelity se SINE elementy (Primmer et al., 1997).

4.3.5 Mikrosatelity u ptaki z Fadu trubkonosi

Zastupci trubkonosych se fadi mezi moiské ptaky, cely tento fad délime do
4 ¢eledi — albatrosoviti (Diomedeidae), buiiidkoviti (Procellariidae), buinikoviti
(Pelecanoididae) a buinackoviti (Hydrobatidae). V Laboratofi populac¢ni genetiky
katedry bunécné biologie a genetiky (KBB) Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci je k dispozici 207 mikrosatelitii od 3 ¢eledi trubkonosych — albatrosovitych,

buinakovitych a buinackovitych. Od ¢eledi buinikoviti nebyly prozatim izolovany zadné

mikrosatelity.

Déle je k dispozici jesté dalsich 6 mikrosatelitti, které byly testovany metodou
cross-species PCR amplifikace u trubkonosych a pochézeji od zastupci z tada
dlouhoktidli (Charadriiformes) a pévci (Passeriformes). P&t z téchto mikrosateliti bylo

izolovano od dlouhoktidlych z celedi alkoviti (Alcidae), kulikoviti (Charadriidae)
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a rackoviti (Laridae) — jeden mikrosatelit od alkouna obecného, jeden mikrosatelit od
kulika motského a tfi mikrosatelitni lokusy od racka novozélandského. Posledni z Sesti
mikrosateliti pochazi od lesnacka Zlutonohého, ktery patii do celedi lesnackoviti

(Parulidae) a fadu pévci.

4.3.5.2 Mikrosatelity od druhii z ¢eledi albatrosoviti

Od albatrosovitych jsem méla k dispozici celkem 53 polymorfnich mikrosatelitd,
které byly ziskany metodou de novo od 5 druht — albatros b&lohibety (Phoebastria
albatrus), laysansky (P. immutabilis), ¢ernonohy (P. nigripes), st¢hovavy (Diomedea

exulans) a sedohlavy (D. chrysostoma).

Burg (1999) izolovala a popsala celkem 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust
od dvou druhli — albatrosa Sedohlavého a albatrosa stéhovavého. Pfi izolaci byla
genomickd DNA obou druhti $tépena restrikéni endonukledzou Alul. Fragmenty
o velikosti 300-800 bp byly ligovany do plazmidu Smal-cut pUC19 a nasledné byla
provedena transformace do bakterie Escherichia coli. Poté byly vybrany klony s repetici
(AC)1s. Primery byly pivodné navrzeny pro 31 mikrosatelinich lokusd, ale pouze 26
z nich bylo amplifikovano a poskytlo produkt. Ke cross-species PCR amplifikaci byla
pouzita DNA od padesati jedinct albatrosa ¢ernobrvého (Diomedea melanophris),
padesati jedinct albatrosa Sedohlavého a devadesati jedincii albatrosa stéhovavého.
Uroven polymorfismu se pohybovala od 2 do 10 alel. Pouze dva lokusy u albatrosa
st¢hovavého selhaly pii amplifikaci, konkrétné se jednalo o mikrosatelity Dc10 a Dc19.
U albatrosa ¢ernobrvého a Sedohlavého vSak probéhla amplifikace téchto dvou lokust
uspéSné. Seznam izolovanych mikrosatelitnich lokust je uveden v Tabulce ¢.2. Tyto
lokusy by mély byt uzZite¢né pro studium populacni struktury, piibuzenskych vztahi

a pafeni u albatrost.

Globalni vztahy mezi ¢ernobrvymi a Sedohlavymi albatrosy studovali Burg et
Croxall (2001). K analyze popula¢ni struktury byla pouzita mitochondrialni DNA
a provedena mikrosatelitni analyza. Byla pouzita mitochondrialni DNA 73 jedinct
albatrosa ¢ernobrvého a 50 jedinct albatrosa Sedohlavého. V rdmci tohoto experimentu
byly pouzity polymorfni mikrosatelitni lokusy od Burg (1999) a doplnény o lokus De35,
ktery byl izolovan de novo. lzolace DNA byla provedena z krve testovanych jedinci
extrakci za pouziti Chelexu. K nasledné popula¢ni analyze bylo z 37 mikrosatelitt

vybrano 7 lokusi, které vykazovaly nejvétsi variabilitu. Mezi nimi byl i lokus De35, pro
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ktery bylo u albatrosa ¢ernobrvého nalezeno 12 alel v populaci 660 jedinct na lokus
a u albatrosa Sedohlavého 22 alel na lokus v populaci 699 jedinc.

Fylogenetické souvislosti mezi albatrosem sté¢hovavym, albatrosem jiznim (D.
antipodensis) a albatrosem Gibsonovym (D. gibsoni) popisuji Burg et Croxall (2004).
Krevni vzorky pouzité k analyze byly odebrany od dospélych jedincti ze sedmi ostrovi
v Atlantském oceanu. Celkem bylo odebrano 772 vzorkli a genomickda DNA byla
izolovana extrakci za pouziti Chelexu. Opét byly pouzity mikrosatelitni lokusy z prace
Burg (1999) a jeden nové izolovany lokus De37. Tento byl polymorfni u vSech
testovanych druht a vykazoval 6-7 alel. Pro lokus De33 byla zjisténa vazba na pohlavi,
proto nebyl v testovani vibec pouzit. Ostatni polymorfni mikrosatelity vykazovaly 2-21

alel na lokus.

Dubois et al. (2005) popsali deset novych dinukleotidovych mikrosatelitli
pro albatrosa st¢hovavého. K izolaci DNA byla pouzita krev testovanych jedinci
s vyuzitim QIAamp Tissue Kit (QIAGEN). Nasledné¢ byly mikrosatelity izolovany
z genomovych knihoven a pomoci mikrosatelitnich sond, které byly znaceny biotinem
a magnetickych ¢astic, na jejichz povrchu byl streptavidin. Poté byly pouzity
ultrakompetentni bakterie XL10 Gold E. coli. Celkem bylo screenovano 1248 klonu
a pozitivni signal dalo 254 z nich. Bylo vybrdno 132 pozitivnich klont, 94 sekvenci
zahrnovalo repetitivni oblast a ob& hrani¢ni oblasti, které nam umoznuji navrhnout
primery. Nakonec pouzili 15 lokust, které mély nejvyssi poéet nepietrzité se opakujicich
sekvenci. Variabilita byla screenovéana u tiéi populaci albatrosa stéhovavého, v kazdé
z populaci bylo testovano 20 jedinci. Dvé populace byly lokalizovany na soustrovi
Crozet, které se nachazi v jizni ¢asti Indického oceanu a tieti populace se nachazela na
hlavnim ostrové souostrovi Kerguelen, ty jsou od Crozetu vzdaleny cca 1500 km. Z 15
lokusi se jich ukazalo 10 jako polymorfnich a na lokus bylo detekovano 2-13 alel. Cross-
species PCR amplifikace téchto deseti mikrosatelitii byla provedena u dalSich moiskych
ptakd — buiniaka Bulwerova, buinaka Sedého a buiniaka snézného (Pagodroma nivea). Ze
vSech deseti mikrosatelitl doslo k amplifikaci osmi mikrosateliti, 6F12 a 7D18 se
neamplifikovaly viibec. Polymorfni lokusy byly nalezeny u buiiidka Bulwerova (5)
a u buiiidka snézného (3). Pocty alel autofi neuvadéji. U buinidka Sedého byly vSechny

amplifikované lokusy monomorfni.

Patnact polymorfnich mikrosateliti od tii druhti albatrosi charakterizovali
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Hernandéz et al. (2014), konkrétné se jednalo o albatrosa ¢ernonohého, albatrosa
laysanského a albatrosa bélohibetého. 1zolace genomické DNA byla provedena extrakci
ze svalové tkané testovanych jedinci za pouziti DNeasy Blood and Tissue Kit
(QIAGEN). Genova knihovna byla sestavena pomoci NEBNext® Ultra™ DNA 19
Library prep Kit for Illumina® a NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina. Celkem bylo
vyselektovano 16 lokusu, z pivodnich 44, které obsahovaly di-, tri- a tetranukleotidové
repetice, pro screening 36 jedincti albatrosa cernonohého, 12 jedinct albatrosa
laysanského a 3 jedince albatrosa bélohibetého. Finaln¢ bylo charakterizovano 15
mikrosatelitnich lokust. Amplifikaci genomické DNA albatrosa ¢ernonohého a albatrosa
laysanského bylo zjisténo 13 polymorfnich lokust s 2-18 alelami na lokus, 14

mikrosatelitti bylo polymorfnich u albatrosa bélohibetého s 2—7 alelami na lokus.

4.3.5.2 Mikrosatelity u zastupci z ¢eledi buinackoviti
Od buinackovitych jsem testovala celkem 53 polymorfnich mikrosateliti od 3
druhtt — bufnacek dlouhokiidly (Oceanodroma leucorhoa), madeirsky (O. castro)

a Monteirav (O. monteiroi).

T e%

Primery pro deset mikrosatelitnich lokusti od buifiacka dlouhok#idlého a buinacka
madeirského navrhli Sun et al. (2009). Konkrétné byla testovana variabilita 27 jedinct
buifidcka madeirského, 24 jedinct buiniacka dlouhokiidlého a 22 jedinci buinacka
Monteirova. Genomova knihovna byla sestavena z krevnich vzorki od sedmi jedinct
buinacka madeirského za pouziti klonovani. DNA byla $tépena pomoci restriktazy Alul
anasledné byly vybrany fragmenty o délce 200 az 1200 bp. Tyto fragmenty byly nasledné
procistény pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) a ligovany do SNX linkerd.
Produkt ligace byl pomoci hybridizace doplnén o oligonukleotidové sondy. DNA
obohacend o mikrosatelity byla amplifikovana pouzitim SNX-F primerd a vpravena do
vektoru PCR 2.1-TOPO a transformovana do TOP 10 One Shot E. coli. Z genomové
knihovny, ktera obsahovala 96 klond jich bylo 53 osekvenovano. Ctyficet Sest klond
obsahovalo mikrosatelity a pouze devét z nich obsahovalo devét nebo vice jednoduchych
opakovani a hrani¢ni sekvence potfebné pro navrzeni primerd. Krom¢ DNA buinacka
madeirského byly do genomové knihovny pfidany i vzorky DNA buinacka
dlouhoktidlého. Z téchto vzorkii bylo celkem osekvenovano dvacet jedna klonit, ale
pouze pro dva byly navrzeny pary primert. Z téchto 2 part primerd byl pouzit jeden,

N 7w

ktery po amplifikaci poskytl produkt. Od buifiacka Monteirova a buiia¢ka madeirského
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V™ 7w

bylo polymorfnich 9 mikrosatelitd, pro buifid¢ka dlouhoktidlého jich bylo jako
polymorfnich detekovano 6. Od vSech druhti bylo zjisténo 2—11 alel na lokus. Vétsina
z navrzenych primera také poskytla produkty PCR u buiniacka galapazského (O. tethys),
buinacka limcového (O. hornbyi) a buifiaka tmavohibetého (Pterodroma phaeopygia),
ktery patii do ¢eledi buinakoviti. Vyjimkou byly primery pro amplifikaci lokustt Oc64B
a Oc79-2, které po amplifikaci produkt neposkytly.

Dvacet Sest nove izolovanych mikrosatelitnich lokust u buiiiacka dlouhokiidlého
charakterizovali Bicknell et al. (2011). Jedna se o mikrosatelitni lokusy Ole01 az Ole26.
Genomickd DNA bylo izolovana z krve testovanych jedincu a piesrazena octanem
amonnym. Vysledna genomova knihovna byla obohacena o repetice, na které byly
navazany magnetické castice. Po osekvenovani transformovanych Kkolonii ziskali
211 mikrosatelitnich sekvenci, ale pouze pro 50 z nich byly navrzeny primery. Pro
nalezeni polymorfnich mikrosatelitd byly pouzity nové i jiz existujici mikrosatelitni
lokusy. Z nové navrzenych primert jich bylo testovano 50 na 4-6 jedincich, 6 z nich se
neamplifikovalo a 26 bylo polymorfnich (Ole01-Ole26). Z existujicich mikrosatelit
bylo pouzito 7 mikrosatelitd, které byly izolovany od jinych druhi buifiackovitych (Sun
et al., 2009), dale 47 mikrosatelitti s vVysokou cross-species pienositelnosti (Dawson et
al., 2010). Testovani novych i jiz existujicich mikrosatelitti bylo nejprve provedeno na 4—
6 jedincich buinacka dlouhokiidlého. Celkem bylo testovano 47 ptivodnich lokust na 6
jedincich, z nich se dva lokusy nepodatilo amplifikovat a 15 jich bylo oznaceno jako
polymorfnich. Celkem tedy bylo ziskano 41 polymorfnich lokust, které byly testovany
na 24 jedincich a bylo u nich detekovano 2-22 alel na lokus. U &ty mikrosatelitnich
lokusti (OI10-39, Olel2, Ole20 a Ole26) byla zjisténa vazba na pohlavi, konkrétné na

Z chromozom.

V™ 7w

Osmnact polymorfnich mikrosatelitd od buifiatka Monteirova a Cross-species
PCR amplifikaci mikrosateliti od dalSich trubkonosych charakterizovali Bried et al.
(2012). Genomicka DNA byla izolovéna z krevnich vzorkt pouzitim QIAamp Tissue Kit
(QIAGEN). Mikrosatelity byly poté izolovany z obohacenych genomovych knihoven
anasledné byly pyrosekvenovany. Byly vybrany sekvence o délce 80—469 bp, které
obsahovaly repetitivni sekvenci dels$i nez 5 opakovani. Celkem bylo testovdno 754
vzorktl, 27 lokust s nejvys$Sim poctem nepftetrzitych opakovani bylo poté pouzito pro

analyzu. Kvili problémtm pti amplifikaci bylo k finalnimu testovani na 125 jedincich
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buiiiacka Monteirova pouzito 18 lokust. Na jeden lokus bylo detekovano cca 4-17 alel.
U mikrosatelitu Omn23 by mohla byt vazba na pohlavi, jelikoz u Zadné z testovanych
samic nebyla pozorovana heterozygotnost v ptipad¢ tohoto lokusu. Cross-species PCR
amplifikace od dalSich trubkonosych probihala konkrétn¢ u buifiatka madeirského,
buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii) a buifiaka modravého (Halobaena caerulea),
posledni dva zminéné druhy patii do celedi buindkoviti. Ke cross-species PCR
amplifikace u buiiacka madeirského, kde doslo k amplifikaci vSech lokust a z nich bylo
polymorfnich 17 mikrosatelitd se 2—6 alelami. Pro buinidka Bulwerova, ktery patii do
celedi bufndkoviti, bylo amplifikovano 7 lokusti a z nich detekovany 2 polymorfni
mikrosatelity se dvéma alelami a pro buinidka modravého, ktery také patii do
buinakovitych, doslo k amplifikaci u 6 mikrosatelith a byly zjiStény 2 polymortni
mikrosatelity se 3 a 6 alelami.

4.2.2 Mikrosatelity od druhu z ¢eledi buitiakoviti

Od zastupci z celedi buinakoviti jsem testovala nejvice polymorfnich
mikrosateliti, celkem 100 od 9 druhti — buinak balearsky (Puffinus mauretanicus),
Bulwertv (Bulweria bulwerii), bé&lobrady (Procellaria aequnoctialis), havajsky
(Pterodroma sandwichensis), svétlonohy (Puffinus carneipes), sedy (Calonectris
diomedea), taiko (Pterodroma magentae), trinidadsky (Pterodroma arminjoniana)

a Utlozoby (Pachyptila belcheri).

Sest polymorfnich mikrosatelitnich lokusti bylo izolovano a charakterizovano
Techow et O’Ryan (2004). Dané dinukleotidové mikrosatelitni lokusy byly navrzeny pro
buinaka bélobradého. Genomicka DNA byla izolovana metodou fenol-chloroformové
extrakce z tkani jedincd. Tkané byly odebirany od uhynulych jedinct a S$té€peny
proteindzou K. Genomova knihovna byla sestavena z DNA péti jedincu buiniaka
bélobradého metodou PCR amplifikace s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery
(DOP-PCR) a nasledn¢ byla obohacena o repetice CA. Dale doslo k hybridizaci produktt
pomoci biotinylované CA repetitivni sondy, kterd byla navazana na streptavidin
MagneSphere® magnetické castice. Vzniklé fragmenty byly naklonovany pouzitim
pGEM-T-Easy Vector System. Celkem bylo osekvenovano 21 inzerti, z nichz 17
obsahovalo mikrosatelity. Pro 10 mikrosatelitnich lokustit S vhodnymi hrani¢nimi

sekvencemi byly navrzeny primery. K testovani variability bylo pouzito 68 jedinct
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buinaka bélobradého. Polymorfismus byl detekovan pro 6 mikrosatelitt, které
obsahovaly 3 az 9 alel na jeden lokus. Tyto mikrosatelity byly dale testovany metodou
cross-species PCR amplifikace u odli$nych druhti trubkonosych, konkrétné u albatrosa
Cernobrvého, albatrosa st¢hovavého, albatrosa Sedohlavého patiicich do celedi
albatrosoviti, dale u buinaka tristanského (Procellaria conspicillata), buinaka
obrovského (Macronectes giganteus) a buinnaka Hallova (M. hallis) patiicich do ¢eledi
buriidkoviti. U buiiidka tristanského bylo nalazeno 6 polymorfnich mikrosatelitii z 10
testovanych. Naopak nejméné polymorfnich lokust bylo nalezeno u albatrosa
st¢thovavého a to pouze 1, konkrétné¢ Paequ2. Pro zbylé druhy bylo detekovano 3-5

polymorfnich mikrosateliti. Udaje o poétu alel nejsou autory uvedeny.

Jedenéct polymorfnich dinukleotidovych mikrosatelitti popsali Bried et al. (2008)
u buinidka Sedého. K navrzeni markert byla pouzitd DNA ze vzorkl ziskanych od jedincti
Zijicich na ostrové Vila Islet v Azorskem souostrovi. Genomickd DNA byla extrahovéana
z krve jedincu pouzitim QIAamp Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitni lokusy byly poté
izolovany z obohacené genomové knihovny za pouziti biotinem znacenych
oligonukleotidovych sond, magnetickych castic pokrytych streptavidinem a XL10
ultrakompetentnich bakterii E. coli (Dubois et al., 2005). Celkem bylo screenovano 3036
kloni. 262 znich bylo nasledné osekvenovano pouzitim ABI3100 sekvenatoru.
Repetitivni i ob& hrani¢ni oblasti obsahovalo 132 sekvenci. Pro jejich amplifikaci byly
navrzeny PCR primery, z nich bylo poté vybrano 15 mikrosatelitnich lokust, které byly
vybrany Kk analyze, protoze jejich repetitivni sekvence byla dostate¢né dlouha
a nepietrzita. PCR amplifikace byla provedena u 43 jedinct buiniaka Sedého, a to nejprve
zvlast’ pro kazdy lokus a poté multiplexné pro 3 sady lokust (Cdl, Cd3 a Cd11; Cd4,
Cd5, Cd6 a Cd7; Cd2, Cd8 a Cd9). Z 15 lokusu jich bylo 11 polymorfnich, kdy bylo
detekovano 2-8 alel na lokus. Zadny z 23 samicich vzorkii nebyl heterozygotni pro lokus
Cd4, takze se predpoklada jeho vazba na pohlavi (na Z chromozom). Polymorfni
mikrosatelity byly déle testovany metodou cross-species PCR amplifikace u dalSich 3
druhti — albatrosa st€¢hovavého z Celedi albatrosoviti, buiiiaka bélobradého a buinaka
Bulwerova. Nejvice polymorfnich lokust bylo nalezeno u bufiidka Bulwerova,
k amplifikaci u né&j doslo u vSech lokusi a 10 z nich bylo oznaceno za polymorfni.
U buinaka bélobradého doslo k amplifikaci 7 lokust, ale pouze 2 z nich byly polymorfni.
Nejméne¢ lokusti se amplifikovalo u albatrosa st¢hovavého, konkrétné 5 a z nich byl pouze

jeden oznacen za polymorfni. Pocty alel autofi neuvadéji.
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Lawrence (2008) popsala dva polymorfni mikrosatelitni lokusy u buifidka taiko.
Genomicka DNA byla izolovéana z krve a peti 145 jedinct pomoci fenol-chloroformové
extrakce. Nasledné byla sestavena genomova knihovna, ktera byla obohacena o repetice
GA, GT, AAT, GATA a AAAG. Celkem bylo testovano 2016 klonii a z nich bylo 178
osekvenovano. U 99 znich byla detekovana ptitomnost mikrosateliti. Pouze pro 9
sekvenci byly navrzeny primery programem Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000).
Néasledovala PCR amplifikace, pomoci které byly nalezeny 2 polymorfni mikrosatelity,
konkrétn¢ Tch6 a Tch25. Prvni mikrosatelitni lokus obsahoval 2 alely, u druhého byly
detekovany 4 alely na jeden lokus. U buiidka taiko bylo dale testovanych 22
mikrosatelitnich lokusi, které byly ptivodné navrzeny pro jiné druhy ptaka. Testovani
probihalo metodou cross-species PCR amplifiakce. Jako polymorfnich bylo oznaceno 6
mikrosatelitii s 2-9 alelami. Konkrétné se jednalo o mikrosatelity: De33 (Burg, 1999),
Paequ3, Paequ8, Paequl3 (Techow et O’Ryan, 2004), RBG18 a RBG29 (Given et al.,
2002). Posledni dva mikrosatelity byly pivodné navrzeny pro racka novozélandského
z tadu dlouhoktidli.

Gonzales et al. (2009) popsali 10 polymorfnich mikrosatelith u buifidka
baleéarského, ktery se fadi mezi kriticky ohrozené druhy. Genomicka DNA byla izolovana
z tkan¢ jedincu fenol-chloroformovou extrakci a pouzitim ethanolu a proteindzy K.
Genomové knihovny byly sestaveny a obohaceny o repetice CA a AAAG. Nasledné byla
biotinylovana DNA vpravena do vektoru pPGEM-T-Easy. Transformovano bylo celkem
850 kolonii, které byly hybridizovany. Pozitivni klony byly osekvenovany pomoci M13
primertt na automatizovaném sekvenatoru PRISM3730 (Applied Biosystems) s ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing ready. K osekvenovani bylo navrzeno 162
klont a 108 z nich obsahovalo mikrosatelity. Primery byly navrZeny pro 23 sekvenci
pomoci programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). 19 part primert bylo Gspésné
amplifikovano a polymorfismus byl testovan na 55 jedincich buiniaka balearského. Jako
polymorfnich bylo oznac¢eno 10 mikrosatelitnich lokust s po¢tem alel 2—-10. Byl nalezen
jeden mikrosatelit, ktery byl vazany na pohlavi, konkrétné na chromozomu W, takze
k jeho amplifikaci dochazelo pouze u samic. Jednalo se o lokus Puff Sma6. Dale bylo
metodou cross-species PCR amplifikace testovano téchto 10 mikrosateliti u dalSiho
druhu, konkrétné u buiniaka stiedomoiského (P. yelkouan). Doslo k amplifiakei vSech
deseti lokust a jako polymorfnich jich bylo oznaceno 9 s po¢tem alel 2-10. Vyjimkou

byl Puff Sma6, ktery byl vazany na chromozom W (amplifikace pouze u samic).
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Sest mikrosatelitnich lokusd izolovali Brown et Jordan (2009) u buiidka
trinidadského. Genomick&d DNA byla izolovéana z tkané tfi uhynulych mlad’at metodou
fenol-chloroformové extrakce. Mikrosatelitni lokusy byly izolovany z genové knihovny,
ktera byla obohacena o repetice CA a CAGA. Vybrané fragmenty o délce 500-1000 bp
byly naklonovéany Original TA Cloning Kit (Invitrogen) a klony, které byly pozitivni,
byly déle testovany. Plazmidy, které obsahovaly mikrosatelity byly poté osekvenovany
pomoci M13 primeru a BigDye Terminator Cycle Sequence Kit (Applied Biosystems).
Primery byly navrzeny opét programem Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Celkem
bylo testovano 340 jedinct buinaka trinidadského a bylo pouzito 43 part primerd. Pouze
U 6 z nich doslo k amplifikaci a tvorbé produktu, konkrétné se jednalo o mikrosatelity
Parm01-Parm06. Z téchto 6 amplifikovanych mikrosatelitnich lokust byly 3 (Parm01,
Parm02 a Parm03) polymorfni s po¢tem alel 4-10. Zbylé 3 mikrosatelity (Parm04,
Parm05 a Parm06) byly u buiniaka trinidadského monomorfni, ale u nékterych dalSich
testovanych druhii vykazovaly polymorfismus. Testy probihaly u 17 dal$ich druha ptakta
z tadu trubkonosi a poté u jednoho zastupce tucnaku, tucnaka zlutorohého (Eudyptes
chrysolophus). Testovano bylo vSech 6 navrzenych mikrosatelitnich lokust metodou
cross-species PCR amplifikace. K amplifikaci mikrosatelitt Parm01 a Parm02 doslo
U vSech 17 testovanych jedinct. V ptipadé lokusu ParmO1 byl detekovan polymorfismus
u 12 testovanych druhti a lokus Parm02 byl polymorfni u 5 druhli. Mikrosatelit Parm03
byl polymorfni u 5 druht se 2—6 alelami a Parm04 byl oznacen za polymorfni u 4 druhd
s poctem alel 2—4 alelami. Mikrosatelit Parm05 poskytl produkt pouze u 4 druhti a u 3
byl detekovan polymorfismus s po¢tem alel 2—-3. Posledni lokus Parm06 byl amplifikovan
u 16 druhi a polymorfni byl u 6 druhti se dvéma alelami. Co se tyc¢e tuénaka zlutorohého,
u n¢j doslo k amplifikaci 4 lokusl z nichz 3 byly polymorfni, konkrétn€ Parm01, Parm02
a Parm03 a obsahovaly 2—7 alel. U zdrojového druhu — buiiaka trinidadského probihalo
dalsi testovani pomoci cross-species PCR amplifikace s primery, které byly ptivodné
navrzeny pro 53 mikrosateliti izolovanych od albatrosa st¢hovavého (Burg, 1999; Dubois
et al., 2005), buinaka bélobradého (Techow et O’Ryan, 2004) a kulika moiského
(Charadrius alexandrinus) (Kupper et al., 2007), ktery patii do fadu dlouhok¥idli.
Celkem bylo nalezeno 6 polymorfnich lokusti s poctem alel 2—6, konkrétné: 10C5, 12H8
a Dell izolovanych od albatrosa st€hovavého, Paequ3 a Paequl3 od buiniaka bélobradého

a Calex01 od kulika motského.
Jedenact novych variabilnich mikrosatelitnich lokust popsali u buinidka
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Bulwerova Andris et al. (2010). K charakterizaci markerti byla pouzita DNA od jedinct
Zijicich na ostrové Vila Islet, ktery lezi v jizni ¢asti Indického Oceanu. Genomickd DNA
byla izolovana z krve extrakci pouzitim QIAamp Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitni
lokusy byly nasledn¢ izolovany z obohacené genomové knihovny pouzitim biotinem
znaCenych mikrosatelitnich  oligonukleotidovychsond, streptavidinem pokrytych
magnetickych c¢astic a vysoce kompetentnich bunék JM 09 E. coli. Celkem bylo
screenovano 768 klonti z nichz 392 dalo pozitivni signal. VSechny pozitivni klony byly
osekvenovany pomoci ABI 3130 genetického analyzatoru. Bylo vybrano 282 sekvenci,
které obsahovaly repetitivni oblast i ob& hrani¢ni oblasti. Pro dal§i analyzu bylo poté
pouzito 25 lokust s nejvysSim poctem nepierusSenych opakovani. PCR amplifikace byla
provedena nejprve pro kazdy lokus zvlast’ a poté pro 3 lokusové sady (Bb2, Bb7, Bb20,
Bb22 a Bb10; Bb10, Bbll, Bb12, Bb21 a Bb23; Bb3 a Bb25). Celkovy pocet testovanych
jedinct zijicich na Vila Islet byl 91. Z 25 lokust bylo 24 znich oznaceno jako
polymorfnich s poctem alel 2-8. Ale z kvuli problémum pii amplifikaci a nedostatku
heterozygoti bylo zachovano pouze 11 mikrosatelitnich lokusi. Pro mikrosatelit Bb11
nevykazovala zadna ze 44 testovanych samic heterozygotnost, proto byla u tohoto lokusu
prokazana vazba na pohlavi, konkrétné na Z chromozom. Nasledné byly s vybranymi 11
mikrosatelity provedeny testy metodou cross-species PCR amplifikace u dalsich 3 druht
— buinaka bélobradého, buiniaka modravého (Halobaena caerulea) a buinacka
Monteirova, ktery patii do cCeledi buinackoviti. Nejvice polymorfnich lokusi bylo
nalezeno u buinaka modravého, konkrétné 10. U buinaka b&lobradého bylo nalezeno
celkem 6 polymorfnich lokusl a nejméné jich bylo nalezeno u buinacka Monteirova, kde

doslo k detekci pouze péti mikrosatelitnich lokus.

Welch et Fleischer (2011) popsali 10 polymorfnich mikrosatelitnich markera
pro buiniaka havajského. Genomicka DNA byla izolovana ze vzorku tkan¢ jedneé samice
a jednoho samce. Izolovana DNA byla dale $tépena na fragmety o délce 200-1000 bp.
Nasledovala ligace fragmenti do SNX linkert a jejich amplifikace. Tyto fragmenty byly
poté obohaceny o mikrosatelitni repetice hybridizaci s oligonukleotidovymi sondami. Po
hybridizaci byly fragmenty vpraveny do pBluescript II SK plazmidi a poté
transformovany do ultrakompetentnich bakterii E. coli. Z 1400 pozitivnich klond bylo
vybrano 65, které obsahovaly repetitivni oblast i obé hrani¢ni oblasti. Primery byly
navrzeny pouze pro 54 z nich, pouzitim programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000).

Déle bylo u 15 jedinct buinaka havajského metodou cross-species PCR amplifikace
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testovano 37 jiz popsanych mikrosateliti, které byly izolovany od zastupct fadt
trubkonosi (Burg, 1999; Techow et O’Ryan, 2004; Friesen et al., 2006; Bried et al., 2008;
Brown et Jordan, 2009; Gonzales et al., 2009), dlouhok#idli (Welch et Fleischer, 2011)
a pévci (Friesen et al., 2006). Od dlouhokiidlych se jednalo o lokusy RBG18M a RBG29,
které byly izolovany od racka novozélandského a od pévcii to byl lokus Dpu01 izolovany
od lesnacka zlutonohého. Z celkem 91 testovanych mikrosatelitnich lokust jich bylo 20
oznaceno jako polymorfnich, 10 de novo — PteroO1 az Ptero10 se 3 az 10 alelami na lokus

a 10 cross-species se 3 az 14 alelami na lokus.

Pfi studiich mimoparové paternity navrhli Quilfeldt et al. (2012) celkem 7
mikrosateliti od bufiiaka Gtlozobého. Genomickd DNA byla izolovana ze vzorkt krve od
43 dospélych jedincti a 34 mlad’at a peti od 25 dospélych jedinct S pouzitim DNAeasy
Tissue Kit (QIAGEN). Vsech 7 testovanych primeri bylo polymorfnich s 5 az 16 alelami
na lokus. Z téchto mikrosatelitd byly vSak 2 vylouceny, konkrétné Patbel2 a Patbel5.
U Patbel2 bylo detekovano 16 alel, ale z dtivodu velké podobnosti nékterych z nich by
mohlo dochézet k ¢astéjsimu vzniku chyb pii hodnoceni, a proto byl tento lokus vyfazen.
Dale byl vyfazen i mikrosatelitni lokus Patbel5, z dvodu vazby na pohlavi, konkrétné na

chromozom Z.

Hardesty et al. (2013) charakterizovali celkem 11 polymorfnich mikrosatelitt
pro buinaka svétlonohého. DNA byla izolovana z krve a pefi 71 testovanych jedincd za
pouziti QIAamp Tissue Kit (QIAGEN). Dale byla S§tépena sedmi restriktdzami na
fragmenty o délce 300-750 bp. Vzniklé fragmenty byly ligovany do plazmidu pUC19
a zachyceny biotinylovanymi magnetickymi kulickami. Pomoci biotinem znacenych
sond byla sestavena genomova knihovna, ze které byly poté izolovany mikrosatelitni
lokusy. Klony obsahujici mikrosatelity byly poté osekvenovany a amplifikovany
metodou PCR. Testy na polymorfismus probihaly u 90 jedincii buifidka svétlonohého.

Detekovano bylo 11 polymorfnich mikrosatelitii se 3 az 13 alelami na lokus.

Moodley et al. (2015) izolovali 25 novych mikrosatelitnich lokusti pro buinaka
utlozobého. Vzorky genomické DNA byly ziskany od jedincti buifidka itlozobého. Od
dvou jedinci buifidka utlozobého byla izolovana DNA z krve pouzitim Qiagen DNeasy
Tissue Kit (QIAGEN). Izolovany byly pouze sekvence, které obsahovaly mikrosatelity.
Po sestaveni a naslednim obohaceni genomove knihovny byly izolovany mikrosatelitni

sekvence, pro které byly programem Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000) navrzeny
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primery. Celkem bylo testovano na polymorfismus a poté i na cross-species PCR
amplifikaci 36 mikrosatelitnich lokusi. Ke cross-species PCR amplifikaci byla pouzita
genomicka DNA buifiaka hrdli¢é¢iho (Pachyptila turtur), buinidka holubiho (P. desolata),
buinaka Sirokozobého (P. vittata), buifidka modravého, buiniaka Salvinova (P. salvini)
a burnacka Wilsonova (Oceanites oceanicus), ktery patii do c¢eledi buinackoviti.
Testovani probihalo na 4 jedincich buiidka Gtlozobého a 3 jedincich buiidka holubiho.
Jako polymorfnich se u buiiidka utlozobého ukdzalo byt 26 mikrosatelitnich lokusi.
Téchto 26 polymorfnich mikrosateliti bylo déle testovano na 77 jedincich buinaka
utlozobého. Bylo detekovano 5 az 48 alel na jeden lokus. Avsak jeden z testovanych
mikrosatelitli musel byt vyfazen z diivodu vazby na jiné lokusy. Zbylych 25 mikrosatelitii
druhy. U kterych bylo detekovano 2-51 alel na lokus. Nejméné polymorfnich lokusti bylo

detekovano u buinacka Wilsonova, konrétné 15.
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5. Material a metody

5.1 Biologicky material

K analyze byla pouzita krev od 6 nepiibuznych jedinci pelikana afrického
(Pelecanus rufescens). Tato krev byla poskytnuta od jedinct pelikana afrického
pracovniky ze ZOO Dvur Kralové. Izolace DNA byla provedena fenol-chloroformovou
metodou z krve jedincu. Tento krok provedl vedouci moji bakalaiské prace. Koncentrace

izolované DNA se po ziedéni pohybovala okolo 10 az 60 pg/ml.

5.2 PCR amplifikace DNA pelikana afrického

PCR amplifikace byla provedena na DNA 6 nepiibuznych jedinci pelikana
afrického. Ke kazdé reakci byl pouzit jeden par testovanych primert, které byly piidany
do reakéni PCR smési. Slozeni této reakéni PCR smési je uvedeno v tabulce ¢. 1. Kazda

reak¢ni PCR smés byla ptipravena pro 6 vzorkd.

Tabulka €. 1: Slozeni reakéni PCR smési pro 6 vzork.

Slozka reak¢éni PCR smési Objem [pl]
Deionizovana voda 44,4
Reakéni pufr pro PCR (10x) 6,7
Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7
Primer R (10 umol/I) 3,3
Primer F (10 pmol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza (5U/ul) 1,0

Postup préce byl nasledujici:

1. VsSechny slozky PCR reakéni smési nechat rozmrznout a poté zvortexovat
a zcentrifugovat. Do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml napipetovat slozky PCR
mixu dle tabulky ¢. 1. Hotovou PCR reak¢ni smés zvortexovat a zcentrifugovat.

2. Do kazdé ze Sesti 0,2ml PCR mikrozkumavek ptidat vzdy 9 ul PCR mixua 1 pl
genomické DNA od jednoho jedince pelikana afrického (celkovy objem vzorku
¢ini 10 pl).

3. Mikrozkumavky se vzorky vlozit do termocykléru, aby mohla probéhnout PCR

reakce. Tato reakce probiha nasledovné podle ¢asového a teplotniho profilu:
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1. 94 °C: 5 min

2. 94 °C:30s
50°C:30s 35cyklu
72°C:30s

3. 72 °C: 7 min

Prvotni PCR reakce probihala s kazdym parem primert podle tohoto schématu, kdy
zékladni pouzita teplota annealingu byla 50 °C. V piipadé potieby bylo mozno teplotu
zvysit nebo snizit. Udaje o zménach teploty pro jednotlivé mikrosatelity viz kapitola

Vysledky.

Seznam amplifikovanych mikrosatelitnich lokusi u pelikana afrického

Celkem bylo ke cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitnich lokustu u 6
nepiibuznych jedinct pelikana afrického pouzito 213 part primert. 207 z nich bylo
navrzeno pro zastupce z fadu trubkonosi, 1 z nich pro zastupce fadu pévci a 5 z nich pro
zastupce tfadu dlouhoktidli. Mikrosatelity pro pévce a dlouhokiidlé byly navrzeny
z divodu poskytnuti polymorfniho produktu u trubkonosych. Seznam jednotlivych

mikrosatelitli uvadim v nasledujici tabulce ¢. 2. a 3.

Tabulka €. 2: Seznam jednotlivych mikrosatelitnich lokusi, které pochéazely od zastupcti

z tadu trubkonosi a byly testovany na polymorfismus u pelikana afrického.

Celed’ Zdrojovy druh Lokus Literarni zdroj
7D8, 12C8, 11H7, 10C5,

11H1, 6A3, 12H8, 11F3, D“bggsoe; al.
6F12, 12E1

albatros st€éhovavy Del, De2, De3, De7,

(Diomedea exulans) Dell, Del2, Del7, Burg, 1999
Del8, De25, De30, De33
De35, De37 Burg et Croxall,

2001

Dc5, Dc9, Dcl0, Dc16,
Dc19, Dc20, Dc21,
Dc22, Dc26, Dc27, Dc31 Burg, 1999
albatros sedohlavy, albatros | D6, D24, D29, D32
stéhovavy

albatros Sedohlavy
(D. chrysostoma)

albatrosoviti (Diomedeidae)

STAL4, STALS,

albatros bélohibety STAL12 STAL18

(Phoebastria albatrus)

STAL20, STAL 24 Hernandez

< , BFAL4, BFAL11, etal., 2014
albatros ¢ernonohy (P. BEAL 14. BEAL 19
nigripes) BFAL201 ’
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Tabulka ¢.2:

Pokradovani 1.

Celed’

Zdrojovy druh

Lokus

Literdrni zdroj

albatrosoviti
(Diomedeidae)

albatros laysansky (P.
immutabilis)

LAAL1, LAALY,
LAAL10, LAAL19

Hernandez et al.,
2014

buinacek madeirsky
(Oceanodroma castro)

0Oc28B, 0c49, Oc51,
0Oc63, Oc64B, Oc79,
0Oc79-2, Oc84, Oc87B

buinacek dlouhoktidly
(O. leucorhoa)

OI10-39

Sun et al., 2009

Ole01, Ole02, Ole03,
Ole04, Ole05, Ole06,
Ole07, Ole08, Ole09,
Olel0, Olel1, Olel2,
Olel3, Olel4, Olel5,
Olel6, Olel7, Olel8,
Olel9, Ole20, Ole21,
Ole22, Ole23, Ole24,
Ole25, Ole26

Bicknell et al.,
2011

burnackoviti (Hydrobatidae)

buinacek Monteiruv
(O. monteiroi)

Omnl, Omn2, Omn3,
Omn4, Omn6, Omn7,
Omn8, Omn11,
Omn14, Omn15,
Omnl6, Omnl7,
Omn21, Omn22,
Omn23, Omn24,
Omn25, Omn28

Bried et al., 2012

Ptero01, Ptero02,

buinakoviti (Procellariidae)

buinak havajsky Ptero03, Ptero04, .
(Pterodroma Ptero05, Ptero06, Welch gtolillelscher,
sandwichensis) Ptero07, Ptero08,
Ptero09, Pterol0
buinak taiko Tch6, Tch25 Lawrence,
(P. magentae) 2008
buffidk trinidadsky | paros LM% Brown et
(P. arminjoniana) Parm05’ Parm06’ Jordan, 2009
Yy 1 1w , Paequ2, Paequ3,
bm&gil;:eillztr)ir;dy Paequ4, Paequ?7, Techow et
SR Paequ8, Paequl0, O’Ryan, 2004
aequinoctialis) Paequi3
Cd1, Cd2, Cd3, Cd4 .
buinak sedy ’ ’ ’ ’ Bried et al.,
(Calonectris diomedea) Cas, Cd6, Cd7, Ca8, 2008

Cd9, Cd10, Cd11

30




Tabulka ¢.2: Pokrad¢ovani 2.

Pacbel 10895, Pacbel 12344,
Pacbel 15293, Pachel 15327,
Pacbel 16671, Pacbel 16989,
Pacbel 17529, Pacbel 17944,
Pacbel 17986, Pacbel 19907,
Pacbel 20784

Celed’ | Zdrojovy druh Lokus Literarni
zdroj
buthak baledrsky Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B,
(Puffinus Puff C5A, Puff C5D, Puff G2F, Gonzalez et
mauretanicus) Puff G11F, Puff PM2, Puff Smasé, al., 2009
Puff G2C
Pc A105, Pc A107, Pc Al115,
buinak svétlonohy | Pc B11, Pc B109, Pc B115, Hardesty et al.,
(P. carneipes) Pc C104, Pc D3, Pc D103, Pc D109, 2013
e Pc D121
ks buifidk Bulweriv | Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bb1l, Bb12, | Andrisetal.,
=§ (Bulweria bulwerii) | Bb20, Bb21, Bb22, Bb23, Bb25 2010
= Patbell, Patbel2, Patbel3, Patbel4, Quilfeldt et al.,
§ Patbel5, Patbel6, Patbel7 2012
&~ Pacbel 00386, Pacbel 02653,
= Pacbel 03731, Pacbel 04240,
_§ Pacbel_04355, Pacbel 04991,
;g Pacbel 07265, Pacbel 08509,
:8 buthak Gtlozoby Pacbel 08867, Pacbel 08988,
(Pachyptila belcheri) Pacbel_09021, Pacbel 09528, Moodley et al
Pacbel 09957, Pacbel 10033, 2015 N

Tabulka ¢&. 3: Seznam Sesti mikrosatelitnich lokust testovanych u pelikdna afrického,

které pochazely od zastupct z fadu pévci a dlouhok#idli a byly polymorfni u nékterého

druhu z ¥adu trubkonosi.

Zdrojovy druh Cilovy druh Lokus L':grri;m
alkoviti (Alcidae) . s .
shounbeeny | oS | crosar | Fiegma
(Cepphus guilemots) P PYg
kulikoviti (Charadriidae) buiiék trinidadsks Brown et
kulik mofsky (P armin'onianagl Calex-01 |55 dan, 2009
(Charadrius alexandrius) ' J ’
rackoviti (Laridae) buinidk tmavohibety Friesen et al.,
racek novozelandsky (Pterodroma phaeopygia), RBG18 2006;
(Larus novaehollandiae buinak taiko Lawrence,
scopulinus) (P. magentae) 2008
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Tabulka €. 3: Pokradovani.

Zdrojovy druh Cilovy druh Lokus L':grri;m
rackoviti (Laridae)
racek novozélandsky bufiiak havajsky RBG18M ;’I\g ?L?:E:rt
(Larus novaehollandiae (P. sandwichensis) 2011 ’
scopulinus)
buinak tmavohibety Friesen et al.,
rackoviti (Laridae) (Pterodroma phaeopygia), 2006;
racek novozélandsky buinak taiko RBG29 Lawrence,
arus novaehollandiae . magentae), ; Welch et
(L hollandi (P. mag ) 2008; Welch
scopulinus) buinak havajsky Fleischer,
(P. sandwichensis) 2011
leshackoviti (Parulidac) buifiak tmavohibety Friesen et al.,
lesfiacek Zlutonohy (Pterodroma phaeopygia) Dpuol 2006
(Dendroica petechia) P Pyg

5.3  Zpracovani produkti PCR pomoci elektroforetické separace

Zadany postup je optimalizovan pro pouziti sekvenacni elektroforetické komurky

S2 Whatman Biometra. Rozméry skel pro tuto komirku jsou 330 x 390 mm

a 330 x 420 mm. Tloustka gelu je 0,4 mm. Ptipravu gelu a proces vyvolavani vzorku je

nutné provadét v digestofi.

1. Velké i malé sklo nejprve diikladné omyt vodou a saponatem pomoci kartacku.

Poté obé skla opldchnout deionizovanou vodou, osusit, 2x oplachnout 96%
ethanolem a opé&t osusit papirovou utérkou.

. Vétsi sklo je nutné oSetfit pfipravkem, ktery odpuzuje vodu (Rain-off) a to na
plose, ktera se bude dotykat gelu. Po zaschnuti celou plochu skla oplachnout
deionizovanou vodou a osusit papirovou utérkou.

. Mensi sklo, na plose, na které bude ptilepen gel, oSetfit roztokem molekularniho
lepidla. Nechat zaschnout a poté oplachnout 96% ethanolem a ususit papirovou
utérkou, 3x zopakovat.

. Vétsi sklo umistit na polystyrenovou desku v digestofi oSetienou plochou nahoru.
Po stranach umistit dva spacery o tloust'ce 0,4 mm. Na spacery polozit mensi sklo,
oSetfenou plochou dolt. Spacery umistit na kraj skla, gumu spaceru pfitlacit
k mensimu sklu, aby se guma spaceru a mensi sklo dotykaly. Hrany obou skel
jsou na jedné strané v zakrytu, na druhé stran€ jsou od sebe posunuty cca o 2,5 cm.

V misté spacert sepnout skla k sobé pomoci 2 klipst na kazdé stran¢.

32



10.

11.

12.

13.

Nasledné v kadince ptipravit 6% polyakrylamidovy gel. Pfipraveny roztok
pomalu nalévat mezi skla na strang, kde jsou skla vzajemné posunuta, druhou
rukou lehce poklepavat na sklo, aby nevznikly bubliny.

Po vyplnéni prostoru gelem mezi skly v misté nalévani zasunout hiebinek rovnou
stranou mezi skla asi 0,7 az 1 cm hluboko. V misté hiebinku skla sepnout k sobé
¢tyfmi klipsy a nechat hodinu tuhnout.

Po ztuhnuti gelu odstranit klipsy, skla omyt vodou a kartackem odstranit zbytky
gelu v okoli hiebinku. Mensi sklo poté ususit papirovou utérkou a upevnit do
elektroforetické komurky tak, aby plocha mensiho skla sméfovala k hlinikové
desce komurky. Hfebinek musi byt umistén v horni ¢asti.

Anodovy i katodovy prostor zalit 0,5x TBE pufrem, poté vytahnout hiebinek.
Vznikly prostor mezi skly vycistit pufrem pomoci injekéni stiikacky. Anodovy
I katodovy prostor nasledné uzavtit, pripojit elektrody ke zdroji stejnosmérného
elektrického proudu a 30 minut =zahiivat gel pfi nastaveni 90 W,
3000 V a 150 mA.

Béhem nahtivani gelu si pfipravit vzorky. Ke kazdému PCR produktu ptidat 5 pl
nanéseciho pufru, nasledné vlozit na 3 minuty do termocykleru a denaturovat pfi
94 °C. Po tfech minutach vyjmout mikrozkumavky a vlozit do nadoby s ledem,
aby nedoslo k renaturaci denaturovanych vldken DNA produktd.

Béhem denaturace vypnout zdroj stejnosmérného elektrického proudu, odpojit
elektrody a znovu pomoci injekéni stiikacky a pufru vycistit prostor mezi skly.
Do tohoto prostoru vlozit hiebinek a zasunout zoubky asi 1 mm hluboko do gelu.
Osmikandlovou pipetou nanaset 2 pl vzorkt do mezer mezi zoubky hiebinku. Po
naneseni vSech vzorkl znovu pfipojit elektrody a zapnout zdroj stejnosmérného
elektrického proudu. Tentokrat nastavit vykon na 70 W, 3000 V a 150 mA. Doba
trvani elektroforetické separace se 1iSi podle molekulové hmotnosti vzorkd.
Separace tedy mize trvat 1,5-2 hodiny.

V prubéhu elektroforetické separace si pfipravit vzorky k vyvolavani - fix/stop
roztok, 1% HNOs a vyvojku. Vyvojku potadné protiepat a umistit do chladnicky.
Po ukonceni elektroforetické separace vypnout zdroj stejnosmérného elektrického
proudu, odpojit elektrody, vypustit pufr, skla s gelem vyjmout a polozit na misku
mensim sklem nahoru. Z prostoru mezi skly vytdhnout spacery i hiebinek

a pomoci noze od sebe odlepit skla.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

5.4

Mensi sklo s gelem vlozit do fotomisky gelem nahoru. Fotomisku umistit na
trepacku, zalit fix/stop roztokem a nechat psobit 20 min.

Po dvaceti minutach fix/stop roztok slit zpét do Erlenmayerovy banky a sklo
s gelem promyt deionizovanou vodou - 3x. Poté fotomisku opét vlozit na tfepacku
a promyvat 4 minuty roztokem 1% HNO:s.

Poté roztok a sklo s gelem promyt 4x deionizovanou vodou. Fotomisku s gelem
vlozit zpét na tfepacku, zalit 0,1% roztokem AgNOgs, do které¢ho bylo ptidano
1200 ul formaldehydu. Nechat piisobit cca 30 minut a poté slit zpét do
Erlenmayerovy barky.

Mezitim pfipravit fotomisku s deionizovanou vodou, do které se po uplynuti
30 minut vlozi na cca 5 vtefin sklo s gelem. Nasledné vlozit do fotomisky
s vyvojkou, do které bylo pfidano 1200 pl formaldehydu a 160 ul 1% Na2S203
a umistit na tfepacku.

Sledovat vyvijeni hnédocernych stifibrem obarvenych prouzki PCR produkti.
Pokud jsou prouzky dostate¢né zietelné, zalit fix/stop roztokem, aby se zastavilo
vyvijeni.

Roztok nechame pusobit cca 2 minuty, poté vylit a sklo s gelem vlozit do
fotomisky s deionizovanou vodou.

Sklo s gelem potom cca po 5 minutach ptenést do suSarny na cca 30 minut pfi
90 °C.

Po vysuseni vyhodnotit gel pomoci negatoskopu.

Vyhodnoceny gel, ktery uz nebude potteba, odlepit pomoci roztoku NaOH
o koncentraci 1 mol/dm3. Sklo poté umyt vodou a saponatem a nechat osusit, aby

bylo mozné ho znovu pouzit.

Pouzité chemikalie

Akrylamid (Sigma)

aTaq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modi (Serva)

dNTPs (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
Deionizovana voda

Dusic¢nan stéibrny (Sigma)
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- Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbéatky)

- Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachner)
- Formaldehyd (Lachner)

- Formamid (Lachner)

- Hydroxid sodny (Lachner)

- Chlorid sodny (Lachema)

- Kyselina borita (Lachner)

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

- Kyselina octova (Lachner)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Mocovina (Lachner)

- N, N"-methylenbisakrylamid (AppliChem)

- N, N, N, N"-tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
- Peroxodisiran amonny (Lachner)

- Rain off - tekuté stérace (Sheran)

- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

- Uhlic¢itan sodny (Lachner)

- Xylenova modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

5.5 Pouzité roztoky

Akrylamid, 6% zasobni roztok:

- 484 ml deionizované vody

-50 ml 10x TBE

- 420 g mocoviny

- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid: N, N”- methylenbisakrylamid 19:1
- po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v chladniéce

Dusi¢nan stiibrny, 0,1% roztok:

- 0,8 g dusi¢nanu sttibrného

- 800 ml deionizované vody

- pted pouzitim ptidat 1200 pl formaldehydu
Fix/stop roztok:

- 80 ml ledové kyseliny octové
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- 800 ml deionizované vody

Kyselina dusi¢na, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né
- 800 ml deionizované vody

NanéSeci pufr pro elektroforetickou separaci:

- 0,125 g bromfenolové modie
- 0,125 g xylenové modre

- 100 ml formamidu

- 25 ml deionizované vody

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

- 1 g peroxodisiranu amonného
- 10 ml deionizované vody
- uchovavat v chladnicce

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml zasobniho roztok akrylamidu

- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
-40 uI N, N, N°, N”- tetramethylethylendiaminu
Reakéni pufr pro PCR, 10x

- 80 ml deionizované vody

-1,211 g Tris

- pH upravit pomoci HCI na hodnotu 9
- 3,73 g KCI

- 1 ml Triton X-100

- po rozpusteéni doplnit na 100 ml

Roztok hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/dm?:

- 40 g hydroxidu sodného
- 1 | deionizované vody

Roztok molekulérniho lepidla:

- 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
- 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
TBE pufr, 10x z&sobni roztok:

- 55 g kyseliny borité
- 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

- 40 ml roztoku disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny 0,5 mol/l, pH 8,0
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- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka:

- 24 g uhli¢itanu sodného

- 800 ml deionizované vody

- ulozit do chladnicky

- pied pouzitim ptidat 1200 pl formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodného

5.6 Seznam pouzivanych laboratornich pristroju

- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

- Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

- Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

- Magneticka micha¢ka MR Hei-Combi (Heidolph)

- Mikropipety Finnpipette — 0,5 az 10 pl (osmikanalova) a 0,3 pl az 1 ml (ThermoLab -
systems)

- Mikropipety Nichipet EX 0,5 ul az 1 ml (Nichiryo)

- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

- Negatoskop NEGA1 (Maneko)

- Sekvenac¢ni elektroforeticka komirka S2 (Whatman Biometra)
- Susarna CAT 8050 (Contherm)

- Termocykler GenePro (BIOER)

- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TC XP (BIOER)

- Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (Ika)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
- Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)

37



6. Vysledky

V experimentalni ¢asti mé bakalarské prace jsem pouzivala metodu cross-species
PCR amplifikace, kde jsem na genomické DNA 6 nepfibuznych jedinci pelikana
afrického (Pelecanus rufescens) testovala polymorfismus 213 part primeri. Celkem 207
Znich bylo izolovano od zastupci z fadu trubkonosi (Procellariiformes) — 100
mikrosatelitli navrzeno od zéstupcu z ¢eledi buinakoviti (Procellariidae), 54 od zastupct
z ¢eledi buinackoviti (Hydrobatidae) a 53 od zéastupci z celedi albatrosoviti
(Diomedeidae). Dalsich pét mikrosatelitd, které byly polymorfni u trubkonosych,
pochézelo od zastupct fadu dlouhokiidli (Charadriiformes) — jeden z ¢eledi alkoviti
(Alcidae), jeden z ¢eledi kulikoviti (Charadriidae) a tii z ¢eledi rackoviti (Laridae). Jeden
mikrosatelit pochédzel od zéstupce z fadu pévci (Passeriformes) z eledi lesnackoviti
(Parulidae).

Vsech 213 lokust jsem nejprve testovala pfi teploté annealingu 50 °C. V piipade
neposkytnuti PCR produktu nebo $patné viditelnosti produktu po vizualizaci byla teplota
annealingu snizovana az na 44 °C. V opa¢ném piipad¢, kdy byl produkt po vizualizaci
ptili§ tmavy nebo tvotil nehodnotitelnou skvrnu, teplota annealingu byla zvySovana az na
60 °C, aby se vysledek dal vyhodnotit. VSechny mikrosatelity, které poskytly
monomorfni produkt jsem vyfadila a uz jsem se jimi dale nezabyvala. Mikrosatelity, které
poskytly polymorfni produkt jsem déle testovala, abych urcila optimalni podminky PCR
amplifikace a Cas nasledné elektroforetické separace. Jako posledni jsem u nékterych
mikrosateliti optimalizovala koncentraci hofe¢natych ionta v PCR mixu, kdy pocate¢ni
koncentrace byla 1,42 mmol/l. Konkrétné u mikrosatelitu Patbel3 byla pouzita pouze
téictvrte¢ni koncentrace MgCl (1,07 mmol/l). Po spravné optimalizaci jsem ziskala pocet

alel a genotyp u jednotlivych jedinc.

Analyzou vSech 213 testovanych mikrosateliti bylo 24 polymorfnich, 184
monomorfnich a 5 neposkytlo zadny produkt (Bb10, De7, Ole08, Parm05 a Ptero02)
I pfes nékolikeré opakovani PCR amplifikace. U 24 polymorfnich mikrosateliti byly
pozorovany 2 az 3 alely. V tabulce €. 4 je uvedeno vSech 24 polymorfnich mikrosateliti,

véetné optimalizovanych podminek elektroforetické separace a teploty annealingu.
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Tabulka ¢&. 4: Charakteristika 24 polymorfnich mikrosateliti, které byly testovany u 6 nepiibuznych jedinci pelikana afrického, v tabulce je uveden

nazev mikrosatelitu s kddem z databaze GenBank, zdrojovy druh, jednotka repetice, sekvence primert, pocet alel (N), teplota annealigu (Ta) a ¢as

elektroforetické separace (ELFO).

: AAACTTACTTTGTTATTTCCATATGTTT

Néze’\é\(lzc():lgsussign(ﬁggBank Zdrojovy druh erdpr:t)it(l;a Sekvence primeri (52 3") [;ré‘] I?;::nc])
De17 (AF096798) albatros stéhovavy CA E:: TACATA?:TGGGGCT%%I:TAGJXSZQQEC 47 | 90
Dc9 (AF096793) albatros Sedohlavy AC E:: %igii?g?i@%g&g%%i% 50 | 120
STAL18 (neuvedeno) | albatros b&lohtbety ATG o %ﬁﬂggﬁg%g’;@fﬁ?&?&%& ac 55 | 90
BFAL4 (neuvedeno) albatros ¢ernonohy TC E:: -(I;C?CIECI;; géﬁTTT?XXI\g-;gﬁggTT GGC 58 90
LAALY7 (neuvedeno) albatros laysansky AGC E:: %’?‘I_%(_:é gi’é‘ggﬁﬁﬁigg@ggg CTTG 56 120
T T i R R
sy | o |Erceebeeee
o o R P
oz cwnz o At |
i S L DI
Omn23 (10303240) e F: GGAAAAGGAGACTAGATCTTGTGAA A

39




Tabulka ¢. 4: Pokradovani.

: GGCCACTCACCACAATACAAG

Nézex\(l:glgsssign(ﬁggBank Zdrojovy druh erdpréczit(I;a Sekvence primera (52 3") [;ré] Iilr_]ll:nc])
Paequ2 (AY371070) CA E:: g%gﬁéiﬁi%ﬁggrg-;%%?;%gﬁC >3 120
R I S R
Paequ8 (AY371074) CA E:: gﬁgyTEGCiiﬁigni%iﬁgﬁzgiCTG 53 120

F: TTGCCTCTTTTACAGGACTGC
Cds5 (EU029087) GT/AT | R GGCTTAAAGGGTAAATACACATGG S0 %0
e | o | o |, |
oy | W o | EOOSSSIGGEEE 1, |
oo | o | I
Patbel2 (JF288776) CTIAT E': (éi;%%%TAGACTAGAG%TAGGA:gAGéTA 52 90
Patbel3 (JF288777) CTAT | & (%(C;ETA%CACCT:STAGGA%AGTAG&AAGC R 50 90

Pachel 00386 (neuvedeno) | buidk ttlozoby | AC | 1 SR CTOTACAARCARGLALE 53 90

Pacbel 08988 (neuvedeno) CT E:: %E%Agfffg;%gf ;Egﬁ;g cC 50 90

Pacbel 10033 (neuvedeno) TG E: CAACGCGCTTTTGGTTTTGC 46 90
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Z 24 mikrosatelitnich lokust, které byly polymorfni u pelikana afrického jich bylo
nejvice izolovano od zastupct z ¢eledi buinakoviti (13) a nejmén¢ z celedi albatrosoviti
(5). Od zastupci z Celedi buiniackoviti bylo izolovano celkem 6 mikrosatelitt, které
poskytly polymorfni produkt u pelikana afrického. Od zastupci z fadu dlouhokiidli

a pevci nebyl nalezen zadny polymorfni lokus.

Celkem bylo u pelikana afrického testovano 213 mikrosatelitd, 24 z nich bylo
vyhodnoceno jako polymorfnich. Uspé&snost nalezeni polymorfniho lokusu tedy odpovida
11,3 %. Od celedi buinakoviti bylo ze 100 testovanych mikrosateliti nalezeno 13
polymorfnich, coz odpovida tspésnosti 13 %. Od druhu buinak utlozoby jsem nalezla
nejvyssi pocet polymorfnich mikrosatelita, kdy bylo polymorfnich 5 z 32 lokusi.
Uspé&snost u tohoto druhu vsak neni pfili§ vysoka, protoze byl testovan relativné velky
pocet lokust. Naopak druhu buinak bélobrady jsem nalezla ze 7 testovanych lokust 3
polymorfni, coz odpovida pomérné vyské tispésnosti nalezeni polymorfniho lokusu, a to
43 %. Uspd$nost je zde sice vice nez 3x vys§i, nez byl pramér pro druhy &eledi
buinakoviti, ale vychazi pouze z velmi malého poétu testovanych lokusi. Od celedi
buinackoviti bylo nalezeno 6 mikrosatelitt z celkem 54 testovanych. Usp&snost ¢inila
Vv tomto piipadé 11,1 %. Nejméné polymorfnich mikrosatelitii bylo nalezeno od zastupct
z ¢eledi albatrosoviti (5), celkem jich bylo testovano 53, coz odpovida uspésnosti 9,4 %.
V nésledujicim grafu uvadim vSech 24 nalezenych polymorfnich lokusti u pelikana

afrického rozdélenych podle celedi a podle druhtl, od kterych byly izolovany.
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Graf ¢ 1: Rozdéleni 24 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti nalezenych u 6
nepiibuznych jedinci pelikana afrického pomoci cross-species PCR amplifikace.
Mikrosatelitni lokusy jsou rozdéleny podle zdrojového druhu. Druhy z celedi
albatrosoviti jsou vyzna¢eny modie, druhy z ¢eledi buifiaCkoviti zelené a druhy z ¢eledi
buinakoviti Sed¢. U kazdého druhu je uveden pocet nalezenych polymorfnich

mikrosatelitu.

m albatros bélohrbety

m albatros ¢ernonohy

m albatros laysansky
albatros stéhovavy
albatros Sedohlavy

m buiiacek dlouhokfidly

m bufiacek MonteirQv

m buinak bélobrady

m buriadk Bulwerdv

m burnak svétlonohy

= buriak Sedy

buinak utlozoby

U vSech 24 nalezenych polymorfnich mikrosatelitnich lokust jsem detekovala 2
nebo 3 alely. U vétSiny mikrosatelitnich lokust, konkrétné dvaceti, bylo nalezeno po 2
alelach. U zbylych &tyf mikrosateliti bylo detekovano po 3 alelach. Co se tyce
procentudlniho rozdéleni, 2 alely byly detekovany u 83 % polymorfnich mikrosatelitti a 3
alely u 17 % polymorfnich mikrosatelitnich lokust. U kazdého polymorfniho
mikrosatelitniho lokusu, ktery byl nalezen u Sesti nepfibuznych jedincii pelikdna
afrického byly vyhodnoceny genotypy vsech 6 nepiibuznych jedincti pelikana afrického
viz Tabulka €. 5.
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Tabulka €. 5: Genotypy 24 polymorfnich mikrosatelitnich lokust nalezenych u Sesti
nepiibuznych jedinci pelikana afrického metodou cross-species PCR amplifikace.

V tabulce je uveden nazev mikrosatelitu, zdrojovy druh, pocet alel a genotyp.

Mikrosatelit Zdrojovy druh Pocet alel Genotypy
Del7 albatros st€éhovavy 2 /1 12 11 2/2 1/2 1/1
Dc9 a. sedohlavy 2 12 12 22 212 12 112
STAL18 a. b&lohtbety 2 12 202 22 112 UL 212
BFAL4 a. Gernonohy 2 Ul 11 22 212 UL 212
LAAL7 a. lasansky 2 212 212 12 212 12 212
Ole21 2 212 212 12 212 212 212
Ole22 | bufiiaéek dlouhokiidly 2 12 11 UL 11 12 12
Ole26 2 212 212 U1 11 22 111
omn2 2 212 212 212 11 22 112
omn8 b. Monteiréiv 3 13 2/2 3/3 2/3 23 212
Oomn23 2 212 212 12 212 212 212
Paequ2 3 13 11 U1 11 12 13
Paequ3 buifiak bélobrady 3 13 2/3 3/3 1/3 3/3 1/3
Paequ8 2 ULl 202 22 11 12 212
Cd3 - 2 202 12 U1 12 U1l 12
Cd5 b. Sedy 2 12 212 212 212 22 212
Pc AL07 ] , 2 212 212 212 112 12 212
Pc B109 b. svétlonohy 2 212 212 U1 212 12 212
Bb25 b. Bulweriv 2 212 202 11 22 12 12
Patbel2 2 202 12 12 12 12 11
Patbel3 3 U1 2/3 3/3 2/3 22 112
Pacbel 00386 b. Utlozoby 2 12 1/2 11 1/2 11 1/2
Pachel 08988 2 212 212 212 212 12 212
Pachel 10033 2 12 12 U1 12 12 12

Zjistila jsem, ze u 5 lokusti (BFAL4, Cd3, Ole26, Omn2 a Patbel3) by mohla byt
vazba na pohlavi (na Z chromozom). Vsechny samice totiz vykazuji homozygotni
genotyp. Potvrzeni nebo vyvrédceni tohoto piedpokladu bude mozné v budoucnu

otestovanim vétsSitho mnozstvi jedinct.

V ramci hodnoceni vysledkti byly pofizeny fotografie vSech geli. Na
nasledujicich fotografiich elektroforetogrami jsou viditelné vybrané mikrosatelitni
lokusy po provedeni cross-species PCR amplifikace u 6 nepiibuznych jedinct pelikana
afrického. Konkrétné se jedna o mikrosatelit Omn8 (Obrazek ¢. 2) a Cd5 (Obrazek ¢.3).
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Obrazek €. 2: Elektroforetogram mikrosatelitu Omn8 testovaného u 6 nepiibuznych
jedinci pelikana afrického, u tohoto lokusu byly nalezeny 3 alely, které jsou v obrdzku
vyznaceny Sipkami. PCR prob¢hla pfi teploté annealingu 49 °C a doba elektroforetické

separace byla 90 min.
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Obrazek ¢. 3: Elektroforetogram mikrosatelitu Cd5 testovaného u 6 neptibuznych
jedinct pelikana afrického, u tohoto lokusu byly nalezeny 2 alely, které jsou v obrazku
oznaceny Sipkami. PCR probéhla pfi teploté annealingu 50 °C a doba elektroforetické
separace byla 90 min.
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7. Diskuze

V této bakalarské praci jsem metodou cross-species PCR amplifikace testovala
celkem 213 mikrosatelitnich lokusii na 6 nepfibuznych jedincich pelikana afrického
(Pelecanus rufescens). 207 mikrosateliti pochazelo od zastupct fadu trubkonosi,
u kterych byly tyto mikrosatelitni lokusy vyhodnoceny jako polymorfni. Zbylych 6
lokust bylo polymorfnich u nékterych druhti z fadu trubkonosi a tyto lokusy pavodné
pochézeji od ptakt z fadt dlouhoktidli a pévci. Ze vSech 213 testovanych mikrosatelit

jsem nalezla 24 polymorfnich s ¢etnosti 2—3 alely na lokus.

Od zastupcu z Celedi albatrosoviti jsem testovala 53 mikrosatelitnich lokusu.
U pelikana afrického doslo k amplifikaci a tvorbé polymorfniho produktu u 5 z nich.
Jednalo se o lokus LAAL7 izolovany od albatrosa laysanského (Phoebastria
immutabilis), Del7 od albatrosa st¢hovavého (Diomedea exulans), Dc9 od albatrosa
Sedohlavého (D. chrysostoma), STAL 18 od albatrosa bé&lohibetého (P. albatrus)
a BFAL4 od albatrosa ¢ernonohého (P. nigripes). U téchto péti mikrosateliti byly
detekovény 2 alely na lokus.

Burg (1999) popsala 26 mikrosatelitnich lokusi od albatrosa stéhovavého
a albatrosa Sedohlavého. Ja jsem metodou cross-species PCR amplifikace u 6
nepiibuznych jedinct pelikana afrického nasla 2 polymorfni lokusy. Mikrosatelity byly
amplifikovany metodou PCR, pfi které autorka pouzila 2 rizné teploty annealingu. Pti
teploté Ta1 probihalo prvnich 7 cykld PCR reakce a pfi teplot¢ Taz probihalo dalSich 25
cyklu. Testovani probihalo na 90 jedincich albatrosa stéhovavého a 50 jedincich albatrosa
Sedohlavého. Pfi testovani téchto mikrosatelith na 6 nepfibuznych jedincich pelikana
afrického jsem u 2 lokust z 26 detekovala polymorfismus. Mikrosatelit Dc9 byl ptivodné
popsan pro albatrosa Sedohlavého, pii testovani na 50 jedincich tohoto druhu autorka
nalezla 5 alel pfi teploté Ta1 50 °C a Ta2 54 °C. Metodou cross-species PCR amplifikace
u pelikéna afrického jsem detekovala 2 alely pfi teploté annealingu 50 °C. Mikrosatelit
Del7 byl pivodné navrzen pro albatrosa stéhovavého. Autorka pfi testovani na 90
jedincich tohoto druhu pouzila k amplifikaci Ta; 48 °C a Ta2 52 °C, avSak nedetekovala
Zadnou polymorfni oblast. Pfi cross-species PCR amplifikaci u pelikana afrického jsem
nalezla 2 alely, pfi pouzité teploté annealingu 47 °C. VSech 26 lokust autorka otestovala

metodou cross-species PCR amplifikace u 90 jedinct albatrosa ¢ernobrvého, v pripadé
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lokusu Dc9 detekovala 7 alel a amplifikaci mikrosatelitu Del7 nalezla 4 alely na lokus.

Hernandez et al. (2014) popsali celkem 15 polymorfnich mikrosatelitii u albatrosa
¢ernonohého, laysanského a bélohibetého (pocty testovanych jedinct autoii neuvadéji).
Ja jsem u pelikana afrického metodou cross-species PCR apmlifikace nalezla 3
polymorfni lokusy. U vSech testovanych lokust pouzili stejnou teplotu annealingu Ta
60 °C. Mikrosatelit BFAL4 byl ptivodné navrzen pro albatrosa ¢ernonohého, testovani
probihalo na 36 jedincich tohoto druhu a bylo detekovano 8 alel, pii cross-species PCR
amplifikaci tohoto lokusu u albatrosa laysanského autofi nalezli 4 alely a u albatrosa
bélohibetého 2 alely. U pelikana afrického jsem nalezla 2 alely a pouzila teplotu
annealingu 58 °C. Mikrosatelit LAAL7 byl ptivodné navrzen pro albatrosa laysanského
a testovani probihalo na 12 jedincich tohoto druhu. Lokus autofi oznac¢ili za polymorfni
a obsahoval 4 alely, stejné jako pfi testovani tohoto lokusu u albatrosa ¢ernonohého.
U albatrosa bélohibetého nalezli pro tento lokus 2 alely. Pfi testovani tohoto mikrosatelitu
u pelikéna afrického opét metodou cross-species PCR amplifikace jsem nalezla 2 alely
a teplota annealingu byla 56 °C. Mikrosatelitni lokus STAL18 byl piivodné izolovan pro
albatrosa bélohibetého, testovani probihalo u 3 jedinct a nebyla nalezena Zadna oblast
polymorfismu, proto byl tento mikrosatelit autory oznac¢en za monomorfni. Pti cross-
species PCR amplifikaci u albatrosa ¢ernonohého i albatrosa laysanského nalezli 7 alel.
Pfi testovani tohoto lokusu u pelikana afrického jsem detekovala 2 alely pii pouziti teploty

annealingu 55 °C.

Od druhi z ¢eledi buinackoviti jsem testovala 54 mikrosatelitnich lokust. Pti
testovani téchto mikrosatelitt metodou cross-species PCR amplifikace u pelikana
afrického jsem nalezla 6 polymorfnich lokusi. Konkrétné Omn2, Omn8 a Omn23
puvodné navrzené pro buiiacka Monteirova (Oceanodroma monteiroi) a Ole21, Ole22
a Ole26, které byly ptivodné navrzeny pro buinacka dlouhoktidlého (O. leucorhoa). Co

se tycCe poctu alel, nalezla jsem 2—3 alely na lokus.

Bicknell et al. (2011) popsali 26 polymorfnich mikrosateliti pro buifiacka
dlouhoktidlého. Testovano bylo celkem 24 jedinci. J4 jsem u pelikana afrického pouzitim
metody cross-species PCR amplifikace nalezla 3 polymorfni lokusy. Pro mikrosatelit
Ole21 pfi testovani zdrojového druhu autofi detekovali 21 alel za pouziti teploty

annealingu Ta 60 °C. U 6 neptibuznych jedinct pelikana afrického jsem detekovala 2
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alely pii Ta 58 °C. Na lokusu Ole22 autofi pfi testovani na zdrojovém druhu nalezli 3
alely pfi stejné Ta jako u lokusu Ole21. Metodou cross-species PCR amplifikace jsem
nalezla 2 alely a Ta byla 50 °C. Tfeti polymorfni lokus, ktery jsem nalezla u pelikana
afrického obsahoval rovnéz 2 alely a Ta byla také 50 °C. Jednalo se o mikrosatelit Ole26,
ktery autofi pti testech na zdrojovém druhu nalezli také polymorfni se 2 alelami a pouZita
Ta byla 60 °C.

Bried et al. (2012) charakterizovali 18 polymorfnich mikrosatelitnich lokust pro
buinacka Monteirova. Ja jsem u pelikana afrického nalezla 2 polymorfni mikrosatelity.
Pro vSechny testované mikrosatelity pouzili v PCR stejnou teplotu annealingu Ta 58 °C.
Autofi pouzili k testovani genomickou DNA 125 jedinct buiniacka Monteirova. Na
lokusu Omn2 detekovali autofi 7 alel. Pouzitim cross-species PCR amplifikace u pelikana
afrického jsem nalezla 2 alely pii pouzité teploté annealingu 50 °C. Jako dal$i polymorfni
lokus byl oznac¢en mikrosatelit OmnS8, ktery u pelikana afrického poskytl 3 alely pfi Ta
49 °C. Testovanim na zdrojovém druhu autoti detekovali 10 alel. PouZzitim cross-species
PCR amplifikace u 6 nepiibuznych jedinct pelikana afrického byl polymorfni i lokus
Omn23, ktery mél 2 alely pii Ta 50 °C. Amplifikaci u zdrojového druhu autofi nalezli 4
alely a tento lokus oznacili jako vazany na pohlavi, konkrétné na chromozom Z. Téchto
18 mikrosateliti pomoci cross-species PCR amplifikace autofi testovali i u dalSich 3
druhd, konkrétné u buinacka madeirského (Oceanodroma castro), buiiiaka modravého
(Halobaena caerulea) a buiiaka Bulwerova (Bulweria bulwerii), posledni dva druhy
patii do cCeledi buinakoviti. Mikrosatelity Omn2 a Omn8 byly polymorfni pouze

TS

u buriidcka madeirského, v ptipadé Omn2 byly detekovany 3 alely au OmnS8 6 alel. Lokus

Omn23 byl u buinacka madeirského monomorfni a u zbylych dvou testovanych druht

nedoslo k poskytnuti produktu.

Od zéstupcu celedi buinakoviti jsem testovala 100 mikrosatelitt. Pfi testovani
téchto mikrosatelitl metodou cross-species PCR amplifikace u 6 nepiibuznych jedinci
pelikana afrického jich bylo nalezeno 13 polymorfnich. Konkrétné Bb25, ktery byl
puvodné navrzen pro buindka Bulwerova. Dale mikrosatelity Cd3 a Cd5 ptvodné
navrzené pro buinaka Sedého, Patbel2, Patbel3, Pacbel 00386, Pacbel 08988 a Pachel
10033 ptivodné popsané pro buiiidka utlozobého, Pc A107 a Pc B109 ptivodné€ navrzené
pro buiiidka svétlonohého a Paequ2, Paequ3 a Paequ 8, které byly ptivodné popsany pro

buinidka bélobradého. U vSech téchto polymorfnich mikrosatelitd jsem detekovala 2-3
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alely na lokus.

Techow et O‘Ryan (2004) popsali celkem 7 mikrosatelitt pro buinidka
bélobradého. Pti cross-species PCR amplifikaci u pelikana afrického jsem 3 z téchto 7
lokust oznacila jako polymorfni, ¢emuz odpovidala také vysoka uspéSnost nalezeni
polymorfniho lokusu, a to 43 %. Lokus Paequ2 mél 3 alely a teplota annealingu byla
53 °C. U zdrojového druhu autofi u tohoto lokusu nalezli 4 alely a byla pouzita Ta 54 °C.
Mikrosatelit Paequ3 mél u pelikana afrického 3 alely a Ta byla 54 °C. V ptipad¢ testovani
u zdrojového druhu autofi detekovali 9 alel za pouziti Ta 55 °C. Ttetim polymorfnim
lokusem byl Paequ8 se 3 alelami a Ta53 °C. U zdrojoveho druhu autofi nalezli 3 alely
a pouzita teplota annealingu byla 58 °C. Vsech 7 mikrosatelitti testovali metodou cross-
species PCR amplifikace u dalsich 6 druhi: buinak tristansky (Procellaria conspicillata)
(5 jedincit), buiniak obrovsky (Macronectes giganteus) (5), buiiak Hallav (M. hallis) (6)
a 3 druhy z ¢eledi albatrosoviti — albatros ¢ernobrvy (Thalassarche melanophris) (6),
albatros Sedohlavy (T. chrysostoma) (6) a albatros st¢hovavy (Diomedea exulans) (6).
Mikrosatelit Paequ2 byl nalezen polymorfni u 4 z téchto druhti — buinak tristansky,
albatros Cernobrvy a albatros Sedohlavy, Paequ3 byl polymorfni u vsech testovanych
druht krom¢ albatrosa st€éhovavého a Paequ8 byl polymorfni u 2 z celkovych 6

testovanych (buinak tristansky a albatros Sedohlavy). Pocty alel autofi neuvadéji.

Bried et al. (2008) popsali celkem 11 polymorfnich mikrosatelitti pro buiniaka
Sedého. Teplotu annealingu zvolili pro v§echny mikrosatelity stejnou a to 58 °C. Celkem
probihalo testovani na 43 jedincich zdrojového druhu. Lokus Cd3 m¢l 5 alel a lokus Cd5
6 alel. Pfi testovani téchto mikrosatelitli u pelikana afrického jsem pro lokus Cd3 nalezla
2 alely a teplota annealingu byla 56 °C a lokus Cd5 mél také 2 alely, ale Ta byla 50 °C.
Tyto mikrosatelity autofi testovali také metodou cross-species PCR amplifikace u dalsich
3 druhtt — buindk bélobrady a buindk Bulwertiv a z Celedi albatrosoviti albatros
st¢hovavy. Mikrosatelit Cd3 byl polymorfni u buiiidka Bulwerova a lokus Cd5 byl nebyl

polymorfni ani u jednoho ze tfi testovanych druht.

Andris et al. (2010) charakterizovali celkem 11 polymorfnich mikrosateliti pro
buiiidka Bulwerova. Pro lokus Bb25 pouzili teplotu annealingu 58 °C a nalezli u néj 6
alel. Pfi testovani metodou cross-species PCR amplifikace u pelikana afrického jsem
detekovala 2 alely pii Ta 60 °C. Tento lokus autofi testovali metodou cross-species PCR

amplifikace iu dalSich 3 druhti. U buinacka Monteirova z Celedi buinackoviti byl
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monomorfni, u bufiidka modravého a buiiidka bélobradého byl polymorfni. Pocty alel

autofi neuvadeéji.

Quillfeldt et al. (2012) popsali 7 mikrosatelitnich lokusti u buiidka Gtlozobého.
Testovani probihalo celkem na 68 jedincich buinidka utlozobého. Pfi testovani Cross-
species PCR amplifikace u pelikana afrického jsem nalezla polymorfni lokus Patbel2
a Patbel3. Na lokusu Patbel2 jsem detekovala 2 alely pfi teploté annealingu 52 °C. Pii
testovani na zdrojovém druhu autofi nalezli 16 alel. Tento mikrosatelit vSak autofi
nezahrnuli do analyzy paternity, jelikoz nalezené alely tohoto mikrosatelitu byly
velikostné podobné, a tedy problematicky identifikovatelné, coz by mohlo vést ke
zvysené frekvenci vyskytu chyb pti hodnoceni elektroforetogramu. Pro lokus Patbel3
jsem nalezla 3 alely za pouzité Ta 53 °C, pfi testovani na zdrojovém druhu autofi nalezli
10 alel.

Hardesty et al. (2013) popsali 11 polymorfnich mikrosateliti pro buinaka
svétlonohého. Testovani téchto mikrosateliti probihalo na 84 jedincich buinidka
svétlonohého. Pro lokus Pc A107 autofi detekovali 5 alel pii Ta 55 °C. Pfi testovani tohoto
mikrosatelitu u pelikana afrického metodou cross-species PCR amplifikace jsem nalezla
2 alely pii Ta 48 °C. U mikrosatelitu Pc B109 autofi detekovali 5 alel pii Ta 57 °C pii
testovani na zdrojovém druhu, u pelikéna afrického jsem nalezla 2 alely za pouZité Ta
58 °C.

Moodley et al. (2015) charakterizovali celkem 25 mikrosatelitl pro buinaka
Utlozobého, kdy k testovani bylo pouzito 77 jedinct. Ja jsem pii testovani téchto
mikrosateliti u pelikana afrického nalezla 3 polymorfni mikrosatelity. Pti amplifikaci
autofi pouzili Stejnou teplota annealingu pro vSech 25 mikrosateliti, a to 56 °C. Pro lokus
Pacbel 00386 jsem u pelikéana afrického pii Ta 53 °C nalezla 2 alely, u zdrojového druhu
autofi detekovali 11 alel. V pfipadé mikrosatelitu Pacbel 08988 jsem nalezla rovnéz 2
alely (Ta =50 °C) a autofi u zdrojového druhu detekovali 17 alel. U mikrosatelitu Pacbel
10033 byly pfti testovani u pelikana afrického nalezeny 2 alely pti Ta 46 °C, autofi uvadé;i
pro tento lokus 19 alel. Téchto 25 mikrosatelitnich lokust autoti déle testovali na 5
druzich z ¢eledi buinakoviti a buiniackoviti metodou cross-species PCR amplifikace. Pro
testovani byli pouziti jedinci druhu buiidk holubi, buiiidk Sirokozoby, buiiidk Salvintv,

buinak hrdli¢éi, buiiak modravy a jeden druh z ¢eledi buinackoviti, buinacek Wilsoniv.

Lokus Pacbel 08988 a Pacbel 10033 byly polymorfni u vSech 5 druhti s poctem 2 az 12
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alel na jeden lokus. Mikrosatelit Pacbel 00386 byl oznacen za monomorfni u buiiacka

Wilsonova, u zbylych 4 druhti byl polymorfni se 2 az 13 alelami na lokus.

V Laboratoii popula¢ni genetiky KBB Piirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci je vyzkum zaméfen na testovani mikrosateliti metodou cross-
species PCR amplifikace druha kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015). Své vysledky
jsem porovnavala s dalsimi pracemi, ve kterych jejich autorky testovaly stejné

mikrosatelity jako ja na dalSich druzich vodnich ptaka z kladu Aequorlitornithes.

Janusova (2015) testovala vSech 213 mikrosatelit na potapce rohaci (Podiceps
cristatus) z fadu potapky pomoci metody cross-species PCR amplifikace. V této préaci
nalezla autorka 20 polymorfnich mikrosateliti se dvéma az osmi alelami na lokus.
Celkem 4 z téchto 20 polymorfnich mikrosateliti jsem nalezla polymorfni i u pelikana

afrického.

Na 6 nepfibuznych jedincich nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala)
testovala tyto mikrosatelity Nedvédova (2015). Celkem u tohoto zastupce fadu brodivych
ptaku autorka nalezla 46 polymorfnich mikrosatelitti se dvéma az péti alelami na lokus.
Z téchto 46 polymorfnich mikrosateliti jsem jich naSla 8, které byly polymorfni
i u pelikana afrického.

Déale tyto mikrosatelity testovala na 6 nepiibuznych jedincich plamenaka
karibského (Phoenicopterus ruber) z fadu plamenaci Strejckova (2016). K testovani bylo
pouzito vSech 213 mikrosateliti a byla opét pouzita metoda cross-species PCR
amplifikace. Celkové autorka nalezla 50 polymorfnich mikrosateliti se dvéma az péti
alelami na lokus. Pro téchto 50 mikrosateliti, které oznadila jako polymorfni ve své
bakalarské préci, se snazila zjistit jejich charakteristiky z genotypti 30 jedinct pelikana
karibského. Na zdkad¢ toho Strejckova (2018) zjistila, ze 5 mikrosatelitl oznacila mylné
jako polymorfni a ty vytadila. Celkem tedy ve své diplomové praci charakterizovala 45
polymorfnich mikrosatelitti se 2-11 alelami na lokus. Z téchto 45 lokust jsem jich 12

oznacila za polymorfni u pelikana afrického.

Na pfibuzném druhu plamenaka provadéla testovani Kirova (2017), tentokréat byl

K testovani pouzit plamenak rizovy (P. roseus). Metodou cross-species PCR amplifikace

50



autorka nalezla 49 polymorfnich mikrosatelitdi, opét se dvéma az péti alelami na lokus. Ja
jsem u pelikana afrického nalezla celkem 11 polymorfnich mikrosatelitii z téchto 49,

které¢ autorka oznacila jako polymorfni u plamenaka rizového.

Veresova (2018) provadéla testovani vSech 213 mikrosateliti metodou cross-
species PCR amplifiakce u pelikana kadefavého (Pelecanus crispus) z fadu veslonozi,
nalezla pouze 12 polymorfnich mikrosatelitii s poctem alel 2—3. V rdmci testovani téchto
12 polymorfnich mikrosateliti jsem nalezla 3, které rovnéz vykazovaly polymorfismus

u pelikana afrického.

Nejvyssi uspesnost nalezeni polymorfniho lokusu u téchto 213 mikrosatelitt,
izolovanych od ptaka z fadu trubkonosi, dlohoktidli a pévci, méla Strejckova (2016)
u plamenaka karibského a to 23,5 %. Pti opétovném testovani na 30 jedincich plamendka
karibského Strejckova (2018) potvrdila 45 polymorfnich mikrosatelitd (z pivodnich 50)
a uspésnost nalezeni polymorfniho lokusu byla tedy 21,2 %. Naopak nejmensi ispéSnost
méla VereSova (2018), kdy vysledna aspésnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu byla
5,6 %.

V nésledujici tabulce ¢. 6 je uveden piehled vSech polymorfnich mikrosatelitd,
které jsem nalezla ve své préci. Je zde uvedeno srovnani polymorfnich mikrosatelitt
u pelikana afrického a dalsich 5 druha z kladu Aequorlitornithes, které ke své praci
pouzily JanuSova (2015), Nedvédova (2015), Kurova (2017), Strejckova (2018)
a Veresova (2018). U vsech 6 druhti uvedenych v tabulce byla provedena cross-species
PCR amplifikace 213 mikrosatelita z nichz 207 pochazelo od ptakt z fadu trubkonosi
a dalsich 6, které byly polymorfni u trubkonosich pochazelo z fadi dlouhoktidli a pévci.
Ani jeden z uvedenych mikrosatelitl nevykazoval polymorfismus u v§ech 6 testovanych
a Paequ3 od buindka bélobradého, které byly polymorfni u 5 ze 6 testovanych druht.
Dale byly uspésné mikrosatelity LAAL7 od albatrosa laysanskeho a Pc B109 od buiniaka
svétlonohého, které byly polymorfni u 4 ze 6 testovanych druhti. Celkem 6 mikrosatelitt,
které jsem zjistila jako polymorfni u pelikana afrického, nevykazovalo polymorfismus

ani u jednoho z dalsich srovnavanych druh.

51



Tabulka ¢&. 6: Seznam polymorfnich mikrosatelitti u pelikana afrického, izolovanych od
zastupct fadu trubkonosi, v porovnani s dalsimi 5 druhy z kladu Aequorlitornithes,
u nichz byly tyto mikrosatelity také testovany. Cislem je znaéen pocet nalezenych alel,
pismenem M pak monomorfni lokusy. Data pro testovani byla ziskana vzdy od 6
nepiibuznych jedincu s vyjimkou pelikana karibskeho, kdy bylo k testovani pouzito 30

jedinct.

Testovany druh

Lokus | pelikan | pelikdn | plamenik | plamenak | potapka nesyt
africky | kaderavy | karibsky | riaZovy roha¢ | indomalajsky
Del7 2
Dc9
STAL18
BFAL4
LAAL7
Ole21
Ole22
Ole26
Omn2
Omn8
Omn23
Paequ2
Paequ3
Paequ8
Cd3
Cd5
Pc A107
Pc B109
Bb25
Patbel2
Patbel3
Pacbel
00386
Pachbel
08988
Pacbel
10033

SIEESI S E N EN E R EE G EAE4ES DRI EY E4EYEY

N T WINIDNINIDNINIDNINIWQIWINIWININDINDIDNINDINDIDNDIDN

< ZZZZZZZIZE v ZZZZZZZE Nt
o [ ZZ|w NS w el NS ZZ o ZIZZ
< [ Zolgn oIttt
Al E4IGIE4E4E4E4E4ENENIEYE4FNE VIV IEYE4E4ENIDVIRYES

w

N
<
w
w
<
<

Dosud bylo u pelikdna afrického v Laboratofi populac¢ni genetiky KBB
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci otestovano celkem 601 para
primert (388 v pfedchozich bakalatskych a diplomovych pracich, 213 v této praci).
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V bakalatskych (Dvoiakova, 2010; Chmelafova, 2010) a diplomovych pracich
(Ranochova, 2008; Mikulovd, 2010, Chmelafova, 2012) byly u pelikdna afrického
testovany mikrosatelity z 8 riznych rada ptaku. K testovani autorky pouzily vSechny v té
dobé znamé primery pro amplifikaci polymorfnich mikrosatelitt od veslonohych
(Pelecaniformes), potapek (Podicipediformes), potaplic (Gaviiformes), plamendki
(Phoenicopteriformes) a brodivych (Ciconiiformes) a dale nékolik malo od
dlouhokiidlych  (Charadriiformes), tuciidki  (Sphenisciformes) a vrubozobych
(Anseriformes). Ze vSech téchto mikrosatelitti jich bylo celkem 51 polymorfnich. Od fadi
potapky a potaplice nebyl u pelikana afrického nalezen zadny polymorfni mikrosatelit.
V této bakalaiské praci jsem testovala mikrosatelity od ptakl z fadu trubkonosi a nékolik
malo z fadu dlouhok#idli a pévci a celkem jsem nalezla 24 polymorfnich. Doposud tedy
bylo nalezeno 75 polymorfnich mikrosatelitl pro pelikéna afrického. Jejich rozdéleni

podle fadu v tradi¢nim pojeti systému podle Gaisler et Zima (2007) uvadim v grafu ¢. 2.

Graf ¢. 2: Rozdéleni 75 polymorfnich mikrosatelitt, které byly nalezeny u pelikana
afrického. Mikrosatelity jsou rozdéleny podle tada v tradicnim pojeti systému ptakh

podle Gaisler et Zima (2007).

m brodivi
= plamenaci

4 m veslonozi
m dlouhokfidli
/ m vrubozobi
%

® trubkonosi

Pro ziskani vice polymorfnich mikrosatelitnich lokusti by bylo dobré otestovat
dal$i nové objevené primery ze zminénych fadt kladu Aequorlitornithes. A déle ze skupin

kladu Aequorlitornithes, které jesté nebyly testovany, a to dlouhokfidli a slunatci.

Déle by bylo vhodné s polymorfnimi mikrosatelity pro pelikana afrického, které
jsem popsala v této praci, provest analyzu genotypa u vétsSiho poctu neptibuznych
jedinct, aby bylo mozné ziskat jejich podrobné charakteristiky a vybrat z nich ty, které

by v budoucnu byly vhodné pro populacni a paternitni analyzy.
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8. Z7.avér

V této bakalarské praci jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace
otestovala na 6 nepiibuznych jedincich pelikana afrického (Pelecanus rufescens) celkem
213 part primerd, které byly pivodné navrzeny pro PCR amplifikaci polymorfnich
mikrosatelitnich lokustu pro zastupce fadu trubkonosi (Procellariiformes), dlouhokiidli
(Charadriiformes) a pévci (Passeriformes). Celkem 207 part primerti bylo navrzeno pro
ptaky z fadu trubkonosi, konkrétné 53 pro zastupce Celedi albatrosoviti (Diomedeidae),
54 pro zastupce celedi buinackoviti (Hydrobatidae) a 100 pro zastupce ¢eledi buinakoviti
(Procelariidae). Pro zastupce z ¢eledi buinikoviti (Pelecanoididae) nebyl zatim popsan
zadny mikrosatelitni lokus. Déle bylo 5 mikrosatelitnich lokusti odvozenych od zastupct
dlouhokiidlych, konkrétné od Celedi alkoviti (Alcidae), rackoviti (Laridae) a kulikoviti
(Charadriidae). Jeden mikrosatelit byl odvozen od zastupce z celedi lesnackoviti

(Parulidae) pattici do fadu pévci.

Nalezla jsem celkem 24 polymorfnich mikrosatelitnich lokust z 213 testovanych.
U vsech 24 polymorfnich mikrosatelitd byly detekovany 2—3 alely na lokus. Celkem jsem
nalezla 5 polymorfnich mikrosatelitl, které byly piivodné navrzené pro zastupce ¢eledi
albatrosoviti, 6 polymorfnich mikrosateliti pochazelo od druhti z ¢eledi buinackoviti a 13
od druht z Celedi buinakoviti. Od fadt dlohoktidli a pévci nebyl u pelikana afrického

nalezen zadny polymorfni lokus.

Uspésnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu &inila 11,3 %. Co se tyde
uspésnosti nalezeni polymorfniho lokusu od jednotlivych ¢eledi, pro ¢eled albatrosoviti
byla zjisténa nejnizsi uspesnost nalezeni polymorfniho lokusu, pouze 9,4 %. Od celedi
buinackoviti byla uspénost trochu vyssi, celkem 11,1 % a od ¢eledi buinakoviti byla

uspesnost stanoveni polymorfniho lokusu nejvyssi a to 13 %.
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