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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké repetitivni sekvence, vyskytujici se v eukaryotickych
1 prokaryotickych genomech. Jsou slozeny z kratkych opakovani n€kolika malo para bazi.
Mikrosatelity jsou vysoce variabilni, kodominantni, maji vysoky alelovy polymorfismus.
Jsou c¢asto pouzivanymi markery v molekularni biologii. VyuZivaji se pfi paternitnich
studiich, k testovani fylogenetické ptibuznosti organismi nebo pii genetickém mapovani.

V této bakalarské praci budu pomoci metody cross-species PCR amplifikace testovat
mikrosatelitni lokusy u 6 nepiibuznych jedinct pelikana skvrnozobého. K testovani budu
pouzivat 213 part primert, které poskytly polymorfni produkt u fadu trubkonosi. 207
bylo navrzeno piimo pro zastupce z fadu trubkonosi, 5 bylo u trubkonosich pouzito jako

cross-species od zastupcti z fadu dlouhokiidli a 1 od zéastupce fadu pévci.



2 Cile prace
1. Shromdazdéni dostupnych literarnich zdroja
2. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.
3. PCR amplifikace DNA pelikana skvrnozobého s vyuzitim cross-species primerti

pro mikrosatelity, které jsou znamé u ptaki z fadu trubkonosi.



3 Literarni prehled

3.1 Zarazeni pelikanu do systému

Rad veslonozi je tradi¢né oznaovan za monofyleticky s 6 ¢eledémi: fregatkoviti
(Fregatidae), faetonoviti (Phaethontidae), pelikanoviti (Pelecanidae), anhingoviti
(Anhingidae), kormoranoviti (Phalacrocoracidae) a terejoviti (Sulidae). Monofylie
skupiny byla pfijimana diky znaktim, které se vyskytuji u téchto druhti ptaka. VSichni
zastupci maji Ctyfi prsty, roztazitelny kréni vak a o mlédd’ata se staraji oba rodice
(Hedges et Sibley, 1994; Gibb et al., 2013).

Monofylie skupiny byla poptena studii, kterou provedli Hedges et Sibley (1994).
Podle DNA-DNA hybridizace 16 pta¢ich taxonu jsou pelikdni pfibuzni s ¢lunozubcem
africkym (Balaeniceps rex) a vyvratili tak ptredpoklad, Ze pelikdni jsou si blizci
s kormorany a tereji. DNA-DNA hybridizace dale ukézala na Uzké spojeni mezi
Celedémi terejovitych, kormordnovitych a anhingovitych. Podle autorti fregatky
evolu¢né nepatii do veslonohych, ale zatfazuji se do Suliformes. Podle studie ma tato
Celed’ blize k tu¢naktim, buinakim a albatrosiim (Hedges et Sibley, 1994).

Vysledky studie jaderné a mitochondridlni DNA a DNA-DNA hybridizace
u 19 druhti ptakd ukazuji, Zze veslovaci noha se vyvinula vice nez jednou a zmény
u vodnich ptakid postupovaly rychleji, nez se diive predpokladalo. Molekuldrni data
ukazala piibuznost kladivouse afrického (Scopus umbretta) a Clunozubce afrického
s pelikany (Tuinen et al., 2001).

Hackett et al. (2008) se zabyvali udaji od 169 druhi ptaki, kdy na zékladé
molekularnich a morfologickych dat ptaky rozdélili do dvou linii. Prvni z nich dale
rozdéluji na dalsi dve skupiny - Paleognathae, kam se zatazuji bézci, a Neognathae, ktefi
jsou déle c¢lenéni na Galloanserae a Neoaves. Jejich studie podpofila vysledky
Tuinena et al. (2001), kteti uvedli kladivouse a ¢lunozobce jako sesterské rody k rodu
pelikan. Celed’ Phaethontidae byla z veslonohych zcela vylou¢ena (Hackett ez al., 2008).

Fylogenetickou analyzu 48 druha ptaka provedli Jarvis et al. (2014), diky ni
rozdélili Neoaves na dvé sesterské linie: Passera a Columbea. Z téchto linii byly
vyclenény skupiny ptakli vodnich (Aequornithia) a suchozemskych (Telluraves). Do
kladu vodnich ptakt autofi zatadili pelikdny, volavky, ibise, kormorany, buiiidky,
tucnaky a potéplice. Do sesterské skupiny tohoto kladu byli zahrnuti faetoni a slunatci

(Jarvis et al., 2014).



Rozsitenéjsi studii provedli Prum et al. (2015), ktefi studovali genomickou DNA
198 druhti ptakd ze 122 celedi. Autofi piisSli z koncepci skupiny vodnich ptakt
Aequorlitornithes, kterd je na obrdzku ¢. 1, kam patii vSichni vodni ptaci s vyjimkou
vrubozobych (Anseriformes). V ramci této skupiny jsou plamenici a potapky sesterskou
skupinou bahiakil. Clunozubec, kladivous a pelikan tvoii sesterskou vétev k druhtim

z ¢eledi volavkoviti (Prum et al., 2015).
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Obrazek €. 1: Systém Aequorlitornithes (Prum et al., 2015).

Rad veslonozi byl diive bran jako monofyleticky taxon, nové jsou oznadovani za
parafyleticky taxon, a to i pfes nckteré spolecné znaky. Africké¢ druhy clunozobec
a kladivous, ¢eled¢ volavkoviti a ibisoviti, kteti byli diive fazeni do brodivych, se podle
molekularnich studii stali fylogeneticky nejbliz§i pelikdnim. Po rozsihlych
fylogenetickych tpravach ziistala v fadu Pelecaniformes pouze ¢eled pelikanoviti, ke
které ptibyly 4 dalsi celedé: kladivousoviti, ¢lunozobcoviti, volavkoviti a ibisoviti

(Gaisler et Zima, 2018).

3.2 Rad Pelecaniformes

V této praci se dale budu zabyvat novym pojetim fadu Pelecaniformes. Mnoho
druht, patficich do tohoto fadu, se svym télem podobd ¢apiim, a to svyma dlouhyma
nohama a protahlymi Stihlymi krky, vyjimku tvoii pelikdni. Ti se vyznacuji kratkyma
nohama s plovacimi blanami (Stastny et al., 2016). Dalsi charakteristické znaky jsou

silny jazyk, roztazitelny jicen, pfitomnost kostréni zlazy, vnéjsi nozdry jsou redukované
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a vomer chybi (Gaisler et Zima, 2018). Nejmensim druhem z tadu Pelecaniformes je
bukéacek maly (Ixobrychus minutus) o délce téla 26-36 cm, naopak nejvétsSim ptakem
z tohoto fadu je ¢lunozubec africky, ktery dosahuje délky téla ptiblizné 120 cm. Druhy
se mimo jiné odliSuji i svymi zobédky. Naptiklad volavky maji Gzky, §tihly a velmi
Spicaty zobak se zoubkovanymi ostrymi okraji. Naproti tomu §tihly zobak zahnuty do
oblouku maji ibisové, kteti jim hledaji potravu ve vodé a mékké pudé. Pelikdni se od
ostatnich odliSuji i technikou lovu, jelikoz se diky obrovské pneumatizaci téla
nedovedou potapét (Stastny ez al., 2016). Zivi se pievazné rybami. Kolonie jednotlivych
druhti ptakii obyvaji nejcastéji sladkovodni stanovisté tropl, subtropli az mirného pasu

(Gaisler et Zima, 2018).

3.2.1 Rod pelikan

Rod pelikén zahrnuje 8 druhtl a je jedinym rodem celedi pelikanoviti (Hanzak,
et Hudec, 1963). Pelikéani byli podle sekvence DNA z mitochondridlnich 1 jadernych
genil rozdé€leni do tid kladi. Do prvniho kladu byl zafazen pelikan kadetavy (Pelecanus
crispus), skvrnozoby (P. philippensis) a africky (P. rufescens) vyskytujici se na izemi
Evropy, Afriky a Asie. Druhy klad zahrnuje druhy, vyskytujici se na izemi zapadni
polokoule, pelikédna severoamerického (P. erythrorhynchos), hnédého (P. occidentalis)
a chilského (P. thagus), kteti tvoii monofyletickou skupinu. Tyto ¢tyfi druhy jsou
zaroven sesterskou skupinou pelikdna bilého (P. onocrotalus) tvoticiho tieti klad.
Nejstarsi fosilie pelikana byla datovdna do doby pted 30 miliony let (Kennedy et al.,
2013).

Pelikani jsou velci, téZci, na sousi neohrabani ptaci, naopak pti lovu ryb jsou
velice obratni (Hanzak et Hudec, 1963). Nejvétsi je pelikan kadetavy, ktery dosahuje
délky téla az 180 cm, s rozpétim kiidel az 345 cm a maximalni hmotnosti 13 kg. Pelikdn
hnédy je nejmensim druhem s rozpétim kiidel az 203 cm a vazici kolem 4 kg (del Hoyo,
1992).

Pelikdni maji vzhledem k télu kratké nohy posazené daleko od sebe. Maji Ctyti
prsty smétujici doptedu spojené plovaci blanou. Zobak maji dlouhy, na konci mirné
zahnuty, je velice citlivy a dokaze v kalné vodé detekovat ryby. Siroky a roztaZitelny
vak, ktery je ptipojeny ke spodni Celisti, vyuzivaji v horkém pocasi, kdy se diky nému
ochlazuji nebo ho pouzivaji ke sbéru destové vody. Pfi letu pelikdnd je moznost si
vSimnout, Ze zobak maji pelikani poloZen na hrudi (Hanzék et Hudec, 1963, del Hoyo,

1992).



Dospéli pelikani jsou obvykle bili, jejich peti miize mit Sedivy nebo nartizovély
nadech. Vyjimku tvoii jediny motsky pelikan, pelikan hnédy. Nartizovéla barva je
zpusobena sekreci uropygialni zlazy. U pelikani lze pozorovat pohlavni dimorfismus
pouze v obdobi rozmnozovani, kdy vramci nékterych druhii se pohlavi li§i svym
zbarvenim. Napiiklad u samce pelikéna bilého lze pozorovat bled€ zlutou ¢i nartzoveélou
ktzi v oblasti obli¢eje, naopak samice maji v oblasti obli¢eje barvu tmaveé oranzovou
(del Hoyo, 1992).

Pelikani jsou spolecensti ptaci. I pfi letu se shlukuji ve vEtsi hejna ptiblizné
30 jedinct. Pfi letu zaujimaji formaci tzv. do V, néktefi védci se domnivaji, ze takové
rozvrzeni mize pomoct pelikantim s aerodynamikou. Forma letu vypada tak, ze ptaci
udé¢laji n€kolik hlubokych udert kiidly a nasledné se delsi dobu ,,klouzaji“. Bez ptistani
dokaze pelikén létat aZ 24 hodin a urazit vzdalenost pfiblizné 500 km za den (del Hoyo,
1992).

Potrava pelikani se skladd zejména z ryb. Pelikdn severoamericky si vybira
druhy jako je kapr (Cyprinus carpio) nebo jelec (Siphateles obesus). U pelikana hnédého
tvoii 90-95 % potravy ryby rodu menhaden (Brevoortia).

RozmnoZovaci obdobi u pelikanii zac¢ina obvykle v listopadu a konc¢i v dubnu.
V listopadu zacinaji ndmluvy, které nejsou tak atraktivni jako u jinych skupin ptakt. Po
namluvach vytvareji pary a za¢inaji stavét hnizda (Anonymous, 2017). Mista k hnizdéni
pelikdnl jsou rGznd, hnizdi v rdkosi, v kfovinach i1 na volném prostranstvi (Hanzak
et Hudec, 1963). Misto hnizda je u vétSiny druhli vybirdno samici (del Hoyo, 1992).
Samice do hnizda klade ve dvoudennim intervalu 1 az 6 modrobilych vajec. Inkubace
trva 30-36 dni, kdy se rodice v zahtivani stfidaji po jednom dnu. Mlad’ata se lihnou asi
24 hodin, téméft hola a jejich zobadk neni ve srovnani s t€lem nijak veliky, ten jim zacne
mohutnét, az kdyz zacne riist prachové pefi. Rodi¢e mlad’ata krmi natravenymi rybami,
ta je vybiraji z hrdelniho vaku. Do zobaku ¢asto zasunuji i svoji hlavu, aby se k potrave
dostala (Hanzdk et Hudec, 1963; del Hoyo, 1992). U druhii hnizdicich na stromech,
dospéli postupné prestavaji mlad’ata krmit, to nuti mlad’ata opustit hnizdo a postupné se
osamostatiiovat. Mlad’ata se po 70-80 dnech stavaji samostatnymi a pfipojuji se
k rodi¢iim na lov ryb. Po tfech az péti letech pelikani dosahnou pohlavni dospélosti. Ve

volné ptirod¢ se pelikani dozivaji 15-25 let, zatimco v zajeti az 54 let.



3.2.1.1 Pelikan skvrnozoby

Systematické zatazeni pelikdna skvrnozobého do systému je podle klasifikace
Gaisler et Zima (2018) nasledujici:

Rige: Zzivogichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Ttida: ptaci (Aves)

Rad: pelikani (Pelecaniformes)

Celed”: pelikanoviti (Pelecanidae)

Rod: pelikan (Pelecanus)

Druh: pelikan skvrnozoby (Pelecanus philippensis)

Délka téla pelikdna skvrnozobého od prsti ke Spicce zobaku je 127-152 cm, vazi
pfiblizné 5 kg a jeho zobék je dlouhy 285-355 mm. Samice jsou mensi nez samci. Nohy
maji kratké, tmaveé hnédé barvy. Pefi je zabarvené Sedou nebo hnédou barvou (del Hoyo,
1992).

Tento druh se nachazi v blizkosti vodnich ploch. Hnizdo si vytvéii na velkych
stromech, obvykle v bazinatém lese nebo bazinaté savané. Potravou jsou pro n¢ho
prevazné ryby, denni potteba se odhaduje na ptiblizné 1 kg. Lov ryb probihé v hejnech
v mélkych vodach (del Hoyo, 1992).

Obdobi rozmnozovani u pelikana skvrnozobého zacina v zafi a konc¢i v kvétnu.
V tomto obdobi se u samce zbarvi kiize kolem o¢i na Zluto. Namlouvani samic neprobiha
tak aktivné, jako u jinych skupin ptakii. Samec si samici namlouva pouze na vrcholu
stromu, nikoli v letu ¢1 ve vodé. Po nalezeni partnerky si za¢ina stavét hnizdo na stromé
(Gokula, 2011). Na jednom strom¢ se vyskytuje 3—15 hnizd. Hnizda nemuseji byt
primarné jen pelikdnd, na stejném stromé si mohou stavét hnizda ¢api, volavky ¢i
kormorani (del Hoyo, 1992).

Jedna se o druh klasifikovany jako téméi ohroZeny. Populace tohoto druhu klesa
zejména diky pytlactvi, lovu, ni¢eni mokiadi, ale predev§im z ditvodu kaceni hnizdnich
stromd, a to hlavné akacii. Pelikdn skvrnozoby byl diive béZznym druhem v Asii, jeho
pocetnost se vSak v minulosti snizila. Nyni se zde diky vétSim znalostem o ochrané
tohoto druhu snazi o nartst poctu jedincti. Jediné znamé populace jsou jen na tzemi
Sri Lanky, Indie a Kambodze. Celosvétova populace druhu je odhadovana na 8 700—

12 000 pelikanti (Anonymous, 2017).



3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou kratké repetitivni sekvence vyskytujici se v eukaryotickych
1 prokaryotickych genomech (Tautz, 1989). Jsou slozeny z kratkych opakovani, ktera se
nachdzeji bezprostfedné za sebou, o délce od jedné do péti part bazi (bp). V genomu se
mnohé mikrosatelity vyskytuji ve vice variantach (alelach), které se 1i8i riznym poctem
repetic, tedy riznou délkou (Bennet, 2000). Lze je nalézt v kddujicich 1 v nekodujicich
oblastech genomu (Toth et al, 2000). Mikrosatelity Casto podléhaji mutacim, naptiklad
inzercim a delecim celych jednotek repetice. K inzercim a delecim nej¢astéji dochézi diky
posunu v opakujicich se sekvencich chybou DNA polymerazy (Sia et al., 1997).
Vzhledem k vysoké miie mutaci se predpoklada, ze mikrosatelity hraji dtlezitou roli v
evoluci genomu (Toth et al., 2000). Rychlost mutaci mikrosatelitii je mnohem vyssi nez
u jinych ¢asti genomu (10->-10 nukleotidti na lokus za generaci) (Oliveira et al., 2006).

Jako nevyhoda se u mikrosatelitl ukazuje jejich nutna izolace de novo v ptipadé
nové studovaného druhu. Navrhovani univerzalnich primeri je problematické z diivodu
vyskytu mikrosateliti v nekddujicich oblastech, ve kterych se vyskytuje vétsi mira
substituce nukleotidl (Kocher et al., 1989).

Toéth et al. (2000) rozd€luji mikrosatelity na mono-, di-, tri-, tetra-, penta-
a hexanukleotidy, zjistili, ze vyskyt poly(A/T) sekvence je v genomu castéjSi nez
sekvence (C/G). Podle Oliveira et al. (2006) se mikrosatelity déli podle uspotadéani
repetice jako dokonalé, nedokonalé, pferuSované nebo slozené. V ptipadé dokonalé¢ho
mikrosatelitu neni opakovana sekvence preruSena Zzadnym parem bazi, ktery neni
soucasti motivu, oproti tomu v nedokonalém mikrosatelitu existuje par bazi mezi
opakovanymi motivy, ktery neodpovida sekvenci motivu. V preruSovaném mikrosatelitu
jsou pravideln€ se opakujici repetitivni sekvence pieruseny n¢kolika nukleotidy, které
neodpovidaji repetitivni sekvenci ani poc¢tem ¢i vzorem. Slozeny mikrosatelit obsahuje
dvé sousedici rizné tandemové repetice.

Nerovnomérnou rekombinaci a sklouznutim DNA (DNA slippage) z templatového
fetézce béhem replikace nejcastéji dochazi k inzerci €i deleci celych repetitivnich motivi.
Takovymi mutacemi v sekvencich mikrosatelitii je zpiisoben polymorfismus
mikrosatelitli (Bennet, 2000, Oliveira et al., 2006). Mikrosatelitni lokusy se u ptaki

vyskytuji v mens$im poctu v genomu na rozdil od savcti nebo ryb (Dawson et al., 2010).



3.3.1 Mikrosatelity od druhti z Fadu trubkonosi

Rad trubkonosi (Procellariiformes) se déli na &tyfi Celedé - albatrosoviti
(Diomedeidae), buinidkoviti (Procellariidae), buiniackoviti (Hydrobatidae) a buinikoviti
(Pelecanoididae). 207 mikrosateliti pro celedé albatrosoviti, buiiidkoviti a buinackoviti
je k dispozici v Laboratofi populac¢ni genetiky katedry bunééné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Déle 6 mikrosatelitti, které byly pouzity pii studiu trubkonosych, ale uz u nich
byly pouzity jako cross-species, pochézeji z fadt dlouhokiidli (Charadriiformes) a pévci
(Passerifomes). P&t z nich pochéazi od zastupct z fadu dlouhoktidli od celedi alkoviti

(Alcidae), kulikoviti (Charadriidae) a rackoviti (Laridae), jeden mikrosatelit pochazi

z fadu pévci z Celedi lesnackoviti (Parulidae).

3.3.1.1 Mikrosatelity od druhii z ¢eledi albatrosoviti

Burg (1999) charakterizovala 26 polymorfnich lokusii izolovanych ze dvou druhi
albatrosa: Sedohlavého (Diomedea chrysostoma) a st¢hovavého (D. exulans). Pomoci
31 parti primert byl ziskdn PCR produkt v 26 ptipadech. Déle byla provedena cross-
species PCR amplifikace s pouzitim DNA z 50 jedinct albatrosa Sedohlavého, 50 jedinct
albatrosa Gernobrvého a 90 jedinct albatrosa stéhovavého. Uroven polymorfismu se
pohybovala od 2 do 11 alel. U albatrosa st€hovavého bylo nalezeno 15 polymorfnich
lokusti a u albatrosa Sedohlavého 16.

Strukturu populace albatrosa Sedohlavého a cernobrvého (Thalassarche
melanophris) pomoci mitochondridlni DNA a mikrosatelitt analyzovali Burg et Croxall
(2001). Izolace genomické DNA byla provedena pomoci Chelexu z odebranych vzorkt
krve. Autofi v experimentu pouzili 6 polymorfnich lokust, které byly jiz dfive popsané
podle Burg (1999) a nové popsany De35. Téchto sedm mikrosateltnich lokusti obsahovalo
4-13 alel pro albatrosa ¢ernobrvé a 5-22 alel pro albatrosa Sedohlavého. Pro lokus De35
bylo u 660 jedinct albatrosa ¢ernobrvého nalezeno 12 alel a u 699 jedincti albatrosa
Sedohlavého 22 alel.

Strukturou populace vybranych druht albatrosii se zabyvali Burg et Croxall
(2004). Krevni vzorky byly ziskany z dospé€lych albatrost st¢hovavych a z dalSich dvou
druhti albatrosti (Diomedea antipodensis a D. gibsoni), z nichz byla pouzitim Chelexu
vyizolovdna genomickd DNA. Autofi pouzili mikrosatelni lokusy izolované jiz diive -

De3, Dc5, Dell, Dcl6, Del8, Dc20, Dc27, De33 (Burg, 1999) a jeden nove popsany



De37, ktery u vSech druhii vykazoval polymorfismus s 67 alelami. Lokus De33 byl pro
dalsi analyzu vyloucen, jelikoZ se ukézal jako vazany na pohlavi.

Dubois et al. (2005) popsali 10 polymortnich dinukleotidovych mikrosatelitti
u albatrosa st€éhovavého. Celkov€ bylo vybrano 1248 klonl, 254 obsahovalo
mikrosatelity a 132 z nich bylo vybrano jako vhodné pro sekvenovani. Patnact lokust
s nejveétsim poctem nepierusovanych opakovanych useki bylo pouzito pro dalsi analyzu.
Variabilita byla sledovéana u tfi populaci albatrosa, kazda populace zahrnovala 20 jedinct.
Polymorfismus vykazovalo 10 lokust s 2—13 alelami.

Extrakci genomové DNA ze svalové tkdné 51 jedincl u tii druht albatrost -
albatrosa Cernonohého (Phoebastria nigripes), laysanského (P. immutabilis)
a bélohibetého (P. albatrus) a naslednou charakterizaci 15 polymorfnich mikrosatelitnich
lokusii provedli Hernandez et al. (2014). Variabilitu testovali u 36 jedinct albatrosa
¢ernonohého, 12 jedincti albatrosa laysanského a 3 albatrost bélohtbetych. Otestovanim
16 pard primert bylo detekovano 13 polymorfnich lokust s 2—18 alelami u albatrosa
¢ernonohého, laysanského a 14 polymorfnich lokusi s 2-7 alelami u albatrosa

bélohibetého.

3.3.1.2 Mikrosatelity od druhii z ¢eledi burnackoviti

Sun et al. (2009) popsali 10 mikrosatelitnich lokusti u tfi druhd - buinacka
madeirského (Oceanodroma castro), buiiiacka Monteirova (O. monteiroi) a buinacka
dlouhoktidlého (O. leucorhoa). Ze sedmi vzorkd zmrazené krve buiidcka madeirského
a dvou vzorkti zmrazené tkané buiniacka dlouhoktidlého byla vyizolovana DNA, z které
zkonstruovali genomickou knihovnu. Navrzenymi primery autofi testovali 27 jedincu
buinacka madeirského, 22 jedincti buifiacka Monteirova a 24 jedinch buinacka
dlouhokiidlého. Polymorfismus byl zjiStén alesponi na Sesti lokusech u kazdého druhu.
Deset navrhnutych mikrosateliti bylo také testovano na buinackovi galapazském
(O. tethys), limcovém (O. hornbyi) a tmavohibetém (Pterodoma phaeopygia). U téchto
druhti byly témé&f vSechny PCR produkty amplifikované az na lokusy Oc64B a Oc79-2.
Informace o polymorfismu autofi neuvedli.

Bicknell et al. (2011) ve své praci charakterizovali 26 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust Ole1-Ole26 u buiiidc¢ka dlouhokiidlého. Genomicka DNA byla
extrahovana za pouziti metody srdZeni octanem amonnym. Genomicka knihovna byla
sestavena z DNA pouze z jediného samce buinidcka dlouhoktidlého. Z transformovanych

kolonii autofi vyizolovali celkem 211 novych mikrosatelitnich sekvenci, pro 50 z nich
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byly navrzeny pary primert pomoci programu Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000), které
byly testovany na polymorfismus u 4—6 neptibuznych jedincti. PCR v ptipadé Sesti lokusti
neposkytla produkt, 18 lokusti bylo monomorfnich a 26 lokust bylo polymorfnich. Na
jedincich také testovali jiz 47 pfedtim popsanych parti primertt (Dawson, 2010). Dva
lokusy produkt neamplifikovaly, 30 lokusti bylo monomorfnich a polymorfni produkt
poskytlo 15 lokust. Celkem 41 polymorfnich lokusti bylo testovano na 24 jedincich

MV 7w

buriiacka dlouhokiidlého (14 samct, 10 samic). Bylo nalezeno 2-22 alel na lokus.
Osmnact mikrosatelitd popsali Bried et al. (2012) u buinacka Monteirova.
Polymorfismus byl testovan na 125 jedincich, znavrzenych 27 lokusti vykazovalo
18 lokusti polymorfismus se 4-17 alelami. Lokus Omn23 byl homozygotni u vSech
65 testovanych samic, autofi ptredpoklddaji vazbu na chromozom Z. U buinacka
madeirského, buiiidka modravého (Halobaena caerulea) a Bulwerova byla provedena
cross-species PCR amplifikace téchto mikrosatelitli. U buifiacka madeirského doslo
k amplifikaci 17 lokust s 2—6 alelami na lokus. U buinidka Bulwerova byly detekovany 3
polymorfni lokusy se dvéma alelami a u buifidka modravého dva polymorfni lokusy

s 3 a 6 alelami.

3.3.1.3 Mikrosatelity od druhii z ¢eledi burnakoviti

Sest polymorfnich dinukleotidovych mikrosatelitnich lokusti izolovali
a charakterizovali Techow ef O’Ryan (2004) u buindka bélobradého (Procellaria
aequinoctialis). DNA byla extrahovdna pomoci fenol-chloroformové metody. Z 21
sekvenovanych rekombinantnich plazmidi 17 obsahovalo mikrosatelity. Pro 10
mikrosatelitii byly navrzeny primery, které autofi testovali u 68 jedinci buinaka
bélobradého. Polymorfismus vykazovalo 6 lokust s 3-9 alelami. Tyto mikrosatelity byly
také testovany u dalSich Sesti druhii: buinaka Hallova (Macronectes hallis), obrovského
(M. giganteus) a tristanského (Procellaria conspicillata), albatrosa cernobrvého
(Thalassarche melanophris), Sedohlavého (7. chrysostoma) a st€éhovavého (Diomedea
polymorfismus tohoto lokusu byl zaznamendn pouze u buiiidka tristanského, albatrosa
¢ernobrvého, Sedohlavého a st¢hovavého. U péti druhti byly lokusy Paequ3 a Paequl0
polymorfni, u albatrosa st¢hovavého se je nepodatilo amplifikovat. Lokus Paequ4 byl
polymorfni u 5 jedinct buiidka obrovského a Hallova. U 5 jedinct buifidka tristanského
byl tento lokus monomorfni. Mikrosatelitni lokus Paequ7 byl polymorfni pouze u buitidka

tristanského a obrovského. U buffidka tristanského a albatrosa Sedohlavého autofi nalezli
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polymorfni lokus Paequ8. Mikrosatelitni lokus Paequl3 se amplifikoval u buiiidka
tristanského, albatrosa cernobrvého a Sedohlavého. U vSech druhti byl tento lokus
detekovan polymorfni.

Jedenact dinukleotidovych mikrosatelitii popsali Bried ef al. (2008) u populace
buinaka Sedého (Calonectris diomedea) na Azorskych ostrovech. Z celkového poctu
3036 klonl bylo 297 analyzovano pomoci sekvenatoru. Variabilita byla testovana na 43
jedincich s pouzitim 15 lokust s nejvétSim poctem nepierusovanych opakovanych usek,
jedenact z téchto lokust vykazovalo 2—8 alel. Mikrosatelitni lokus Cd4 se u vSech samic
vyskytoval v homozygotni formé, jedna se nejspise o lokus vazany na chromozom Z.
Byla provedena cross-species PCR amplifikace jedenacti mikrosatelitnich lokust Cd1—
Cdl11 u albatrosa st€hovavého, buitiaka bélobradého a buinidka Bulwerova. Devét lokust
bylo detekovano jako polymorfnich. Lokus Cdl byl jediny polymorfni u albatrosa
st¢hovavého. U buiidka bélobradého byly detekovany 2 polymorfni lokusy. Nejvetsi
pocet polymorfnich lokust byl u buinaka Bulwerova, celkem 8 lokusii.

Dva polymorfni lokusy u buinaka taiko (Pterodroma magentae) popsala
Lawrence (2008). DNA byla izolovdna z odebrané krve 145 jedinci fenol-
chloroformovou metodou. Ze 178 klond, které¢ byly osekvenovany, 99 z nich obsahovalo
mikrosatelity. Pomoci programu Primer3 byly navrzeny primery pro 9 oblasti s vhodnou
sekvenci. Polymorfismus byl nalezen u lokusu Tch6, u kterého byly detekovany 2 alely.
Nésledn¢ byly navrzeny primery pro 9 mikrosatelitnich lokusit DNA. Z téchto lokusii se
6 amplifikovalo a jeden ztéchto lokusii byl polymorfni, a to Tch25 se 4 alelami.
Prostfednictvim PCR amplifikace bylo testovano dalSich 22 jiz dfive navrzenych ptacich
mikrosatelitli, z nich polymorfnich bylo Sest, konkrétné¢ Paequ3, Paequ8, Paequl3,
RBG18, RBG29 a De33.

Sest mikrosatelitnich lokusd izolovali Brown et Jordan (2009) u bufidka
trinidadského (Pterodroma arminjoniama). Celkova genomova DNA byla izolovana ze
vzorkl tkani tfi mrtvych mlad’at pomoci fenol-chloroformové extrakce. Pozitivni klony
byly testovany na pfitomnost inzertu obsahujiciho CA a CAGA repetice. Pro
mikrosatelitni lokusy byly pomoci softwaru Primer3 navrzeny primery. Ze 43
testovanych parti primerti pouze u Sesti z nich doslo k tvorbé PCR produktu. Tti lokusy
(Parm01-Parm03) byly polymorfni se 4-10 alelami, dalsi tfi lokusy (Parm04—Parm06)
byly monomorfni. Autofi testovali tyto lokusy u 17 druhti z fadu trubkonosi a na jednom
druhu tu¢iidka zlutorohého. Ukdazalo se, Ze tyto mikrosatelitni lokusy jsou u téchto druhti

polymorfni.
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Dale byly testovany na buinaku trinidadském jiz difive znamé mikrosatelitni
lokusy plvodné navrzené pro buindka bélobradého, kulika motského, albatrosa
stéhovavého a Sedohlavého. Sest mikrosatelitnich lokust bylo polymorfnich s 2—6
alelami, a to Paequ3, Paequl3 (Techov et O’Ryan, 2004), 10CS5, 12H8 (Dubois et al.,
2005), Dell (Burg, 1999) a Calex-01 (Kiipper et al., 2007).

Deset mikrosatelitnich lokusti izolovali a charakterizovali Gonzalez et al. (2009)
u buiiidka balearského (Puffinus mauretanicus). Genomova DNA byla ziskana ze svalové
tkan¢. Pomoci softwaru Primer3 byly navrZeny primery pro 23 mikrosatelitl. Variabilita
byla testovana na 55 jedincich ze dvou riznych lokalit Balearskych ostrovi. Autofi
detekovali pouze deset lokust jako polymorfnich se dvéma az deseti alelami. Nasledné
byla provedena cross-species PCR amplifikace téchto deseti mikrosatelitnich lokustu
u buinka sttedomoiského, jako monomorfni byl detekovan pouze lokus Puff G2F.

Andris et al. (2010) popsali jedenact dinukleotidovych mikrosateliti u buiiidka
Bulwerova (Bulweria bulwerii). Variabilita byla zkoumana u 91 dospélych jedinct
buiiidka Bulwerova. Z pétadvaceti se 24 ukazalo jako polymorfnich, avSak pro dalsi
testovani bylo pouzito pouze 11 lokusi kvili problémim s amplifikaci a nizkou €etnosti
heterozygot u nékterych lokust. Bylo detekovano 2-8 alel na lokus. Zadna
z testovanych 44 samic nebyla heterozygotni na lokus u Bbl1, coz naznacuje vazbu
tohoto mikrostalitu na chromozom Z. Mezidruhova amplifikace téchto 11 lokust byla
testovana na péti jedincich buindka bélobradého, modravého a buiiidcka Monteinerova.
Lokusy Bbl1 a Bb22 byly detekovéany jako polymorfni u vSech tfi druht.

Deset mikrosatelitnich lokusi izolovali Welch ef Fleischer (2011) u buinéaka
havajského (Pterodroma sandwichensis). Genomova DNA byla izolovana ze vzorku
tkan¢€ jednoho samce a jedné samice. Z otestovanych 1400 kloni byly vybrany ty, které
obsahovaly repetitivni oblast i ob¢ hrani¢ni oblasti, celkem 65. Primery byly navrzeny
pouze pro 54 klonli pomoci softwaru Primer3, jelikoz 11 kloni obsahovalo
pravdépodobné artefakt. Na 15 jedincich byly testovany tyto noveé vytvofené primery
a 37 para primert jiz diive popsanych z fadu trubkonosi, dlouhoktidli a pévci (Dawson
etal., 1997, Burg, 1999, Given et al., 2002, Techow et O’Ryan, 2004, Friesen et al., 2006,
Bried et al., 2008, Gonzalez et al., 2008, Brown et Jordan, 2009). Z de novo izolovanych
mikrosatelitnich lokusi bylo 10 polymorfnich (PteroO1 aZz Pterol0) s 3—10 alelami na
lokus. V ptipad¢ cross-species PCR amplifikace u 10 polymorfnich lokusiti s 3—-14

alelami.
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Studiem mimoparové paternity u buindka utlozubého (Pachyptila belcheri) se
zabyvali Quillfeldt ef al. (2012). Genomickd DNA byla izolovana ze vzorku pefi od
25 dospélych jedinct a vzorkti krve od 43 dospélych jedincti a 34 mlad’at. Sedm
z testovanych parti primerti amplifikovalo produkt, ktery vykazoval polymorfismus.
Patbel2 vykazoval nejvice alel, a to 16, ostatnich lokusy vykazovaly od 5 do 10 alel na
lokus. Lokus Patbel5 se projevil u vSech samic v homozygotni stavu, je zde tedy
pravdépodobnost vazby na pohlavi, na chromozom Z.

Hardesty et al. (2013) charakterizovali jedenact polymorfnich lokust u buifidka
svétlonohého (Puffinus carneipes). DNA byla extrahovana z krve a rozstépena pomoci
sedmi restrikénich enzymi (Rsal, Haelll, BsrB1, Pvull, Stul, Scal a EcoRV). Pro
testovani variability byla genomickda DNA izolovdna z krve nebo pefi ze 46 jedincu
z hnizdnich kolonii z Nového Jizniho Walesu, 20 jedinct z Nového Zélandu, 5 jedinct
ze zapadni Australie a 13 jedincii neznamého ptvodu, kteti byli chyceni pii rybolovu.
Polymorfismus vykazovalo 11 lokust s 3—13 alelami na lokus.

Dvacet pét polymorfnich lokust popsali Moodley et al. (2015) u buiniaka atlozobého.
Genomickd DNA byla ziskana z krve, brkli pefi a svalové tkané a roz$tépena na 300—
800 bp velké fragmenty, které byly vlozeny do ssDNA. Pomoci softwaru Primer3 byly
navrhnuty vhodné primery. Na polymorfismus bylo otestovano 36 parQ primerd cross-
species PCR amplifikaci u 4 neptibuznych jedinci buindka utlozubého a 3 jedinct
buinidka holubiho. Autofi detekovali 26 polymortnich lokust. Lokus Pacbel 00829 musel
byt z analyzy vytfazen pro vazbu na lokusy Pacbel 03731 a Pacbel 08509. Autofi
nasledn¢ otestovali 77 jedinci buinidka utlozubého na polymorfismus. Lokus
Pacbel 03731 vykazoval nejvétsi polymorfismus, 48 alel na lokus. Naslednym
testovanim téchto mikrosateliti cross-species PCR amplifikaci u buifidka holubiho
(Pachyptila desolata), Sirokozobého (P. vittata), hrdlic¢iho (P. turtur), Salvinova (P.
salvini), modravého (Halobaena caerulea) a buinacka Wilsonova (Oceanites oceanicus)

se u vSech druhti projevila variabilita, 2—51 alel na lokus.
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Pro analyzu byla pouzita krev Sesti neptibuznych jedinct pelikdna skvrnozobého
(Pelecanus philippensis), kterd byla poskytnuta ze ZOO Dvur Kréalové. Vedoucim
bakalarské prace byla z krve izolovana genomickd DNA za pouziti fenol-chloroformové

metody. Koncentrace ziedéné DNA se pohybovala 5-15 pg/ml.

4.2 Pouzité chemikalie
- akrylamid (Sigma)

- aTaq DNA polymeraza (5U-ul!), M1241 (Promega)

- bromfenolova modf (Serva)

- dNTPs (100 mmol-I'1, 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
- deionizovanda voda

- dusi¢nan stiibrny (Sigma)

- ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

- ethylendiaminotetraoctan sodny - Na,EDTA (Lachner)
- formaldehyd (Lachner)

- formamid (Lachner)

- hydroxid sodny (Lachner)

- chlorid sodny (Lachema)

- kyselina borita (Lachner)

- kyselina dusi¢né - 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 (Sheron)

- thiosiran sodny (Lachema)

- trishydroxymethylaminomethan - Tris (AppliChem)

- uhli¢itan sodny (Lachner)

- xylenovéa modf - Xylencyanol FF (AppliChem)
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4.3 Pouzité roztoky

akrylamid, zasobni 6% roztok

- 420 g mocoviny

484 ml deionizované vody
50 ml 10x TBE
- 150 ml 40% zé&sobniho roztoku akrylamidu : N, N'- methylbisakrylamidu 19:1

- vSechny slozky rozpustit, zfiltrovat a ulozit do chladnicky v tmavé lahvi
dusicnan sttibrny, 0,1% roztok
- 0,8 g2 AgNO;
- 800 ml deionizované vody
fix/stop roztok
- 80 ml ledové kyseliny octové
- 800 ml deionizované vody
hydroxid sodny, 1 mol-1"!
- 40 g hydroxidu sodného
- doplnit deionizovanou vodou na 1 1
kyselina dusi¢na, 1% roztok
- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né
- 800 ml deionizované vody
nanaSeci pufr pro elektroforézu
- 25 ml deionizované vody
- 100 ml formamidu
- 0,125 g bromfenolové modie
- 0,125 g xylenové modie
peroxodisiran amonny, 10% roztok
- 1 g peroxodisiranu amonného
- 10 ml deionizované vody
- uchovavat v chladnicce
polyakrylmidovy gel, 6% pracovni roztok
- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH,4),S,05
- 40 I N, N, N’, N - tetramethylethylendiaminu
reakéni pufr pro PCR, 10x
1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
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- 80 ml deionizované vody

- upravit pH pomoci HCI na hodnotu 9,0

- 3,73 gKCl

- 1 ml Triton X-100

- rozpustit a doplnit do 100 ml
roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

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

- 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
TBE pufr, zasobni roztok 10x

- 55 g kyseliny borité

- 108 g trishydroxymethylaminomethanu

- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol-I'!, pH 8,0

- deionizovanou vodou doplnit do 1000 ml
vyvojka

- 24 g uhlicitanu sodného

- 800 ml deionizované vody

- ulozit do chladnicky

- pted pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu

4.4 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladni¢ka kombinovana (Whirlpool)
Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)
Magnetickd michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

Mikropipety Finnpipette - 0,5-10 pl (osmikanalovd) a 0,3 pl-1 ml (Thermolab

Systems)

Mikropipety Nichipet EX 0,5 p 1-1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

Negatoskop Nega 1 (Maneko)

Sekvenaéni elektroforeticka komiirka S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Susarna CAT 8050 (Contherm)
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- Termocykler GenePro (BIOER)

- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TP 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 Ice Flaker (Brema IceMakers)
4.5 PCR amplifikace DNA pelikana skvrnozobého

PCR amplifikace se uskutecnila na genomické DNA Sesti neptibuznych jedincti
pelikdana skvrnozobého. Kazdd PCR reakce byla pfipravovdna pro Sest vzorkll vzdy

s jednim parem testovanych primerda.

1. Slozky PCR mixu rozmrazit, zvortexovat a zcentrifugovat.

2. Reagencie napipetovat do 1,5ml mikrozkumavek podle tabulky €. 1.

Tabulka €. 1: SloZzeni PCR sm¢ési pro Sest vzorka.

Slozky PCR mixu Objem [pl]
Deionizovana voda 399
Reakéni pufr (10x) 6,7
Roztok MgCl, (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 umol/l) 0,7
Primer F (10 umol/1) 33
Primer R (10 pmol/l) 3.3
aTaq DNA polymeraza (5U/ul) 1,5

3. Pfipravenou PCR reakéni smés znovu zvortexovat a zcentrifugovat.

4. Do kazdé¢ z Sesti 0,2ml PCR mikrozkumavek napipetovat 0,1, ul genomové DNA od
jednoho jedince pelikana skvrnozobého a 9 pl PCR mixu.

5. Mikrozkumavky s objemem 10 pl vlozit do termocykleru nastavené¢ho podle

schématu ¢. 1.
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Schéma ¢. 1: Nastaveni termocykleru.

I. 94°C 5 min

2. 94°C 30s
50°C 30s
72°C 30s

3. 72°C 7 min

35x

Celkem bylo ke cross-species PCR amplifikaci pouzito 213 parG primeril

u 6 nepiibuznych jedincii pelikana skvrnozobého, pti¢emz 207 jich bylo navrzeno pfimo

pro zastupce z fadu trubkonosi, 5 z nich pro zastupce fadu dlouhoktidli a 1 z nich pro

zastupce fadu pévci. VSechny pouzité mikrosatelitni lokusy jsou uvedeny v tabulce ¢. 2—

4.

Tabulka €. 2: Mikrosatelity izolované z tadu trubkonosi, které byly testovany na

polymorfismus u pelikana skvrnozobého.

Albatrosoviti (Diomedeidae)

Celed’ Druh Mikrosatelit Zdroj
7D8, 12C8, 11H7, 10C5, 11H1, Dubois
6A3, 12H8, 11F3, 6F12, 12E1 et al., 2005
Del, De2, De3, De7, Dell, Del2,
. ; Burg, 1999
albatros st¢hovavy | Del7, Del8, De25, De30, De33,
(Diomedea exulans) Burg et
De33 Croxall, 2001
De37 Burg et

Croxall, 2004

albatros Sedohlavy
(D. chrysostoma)

Dc5, Dc9, Dc10, Dc16, Dc19,
Dc20, Dc21, Dc22, Dc26, Dc27,

Dc31 Burg, 1999
albatros Sedohlavy, D6. D24. D29. D32
albatros st€hovavy ’ ’ ’
alb;tfhos lbaysanSky LAALI1, LAAL7, LAALIO
oebastria ’ ’ ’
immutabilis) LAALID Hernandez
albatros bélohibety STAL4, STALS, STAL12, etal., 2014

(P. albatrus)

STAL18, STAL20, STAL24

albatros ¢ernonohy
(P. nigris)

BFAL4, BFALI1, BFAL14,
BFAL19, BFAL20
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Tabulka ¢. 2: Pokracovani 1.

Vv

Buinakoviti (Procellariidae)

(P. arminjoniana)

Parm04, Parm05, Parm06

Celed’ Druh Mikrosatelit Zdroj
et L, Oc28B, 0c49, Oc51, Oc63,
buffidgéek madeirsky | () c4p 9679, 0¢79-2, Oc84 Sun
(Oceanodroma ’ Oc,87B ’ ’ etal., 2009
castro)
fq'c%\ 0110-39
= Ole01, Ole02, Ole03, Ole04,
= 0Ole05, Ole06, Ole07, Ole0s,
_;g buinacek 0le09, Olel0, Olell, Olel2, Bicknell
E\ dlouhoktidly Olel3, Olel4, Olel5, Olelé6, et al. 2011
g (O. leucorhoa) Olel7, Olel8, Olel9, Ole20, "
E Ole21, Ole22, Ole23, Ole24,
% Ole25, Ole26
;g Omnl, Omn2, Omn3, Omn4,
2 11
D | buriidcek Monteirdy | _Ormé, Omn7, Omns, Omnll, Bried
0 roiroi Omnl4, Omnl5, Omnl6, Omnl7, ¢ al.. 2012
(O. monteiroi) Omn21, Omn22, Omn23, Omn24, etat
Omn25, Omn28
buinak bélobrady
ul(.;ioceell(;r:cj Y Paequ2, Paequ3, Paequ4, Paequ7, Techow et
P P 10, P 1 ‘R 2004
aequinoctialis) aequs8, Paequl0, Paequl3 O’Ryan, 200
burnak Sedy
(g“lla ::; yS Cdl, Cd2, Cd3, Cdd, Cd5, Cd, Bried
alonectri
) Cd7, Cd8, Cd9, Cd10, Cd11 et al., 2008
diomedea)
burnak taiko Lawrence
W
(Pterodroma Tch6, Tch25 ’
2008
magentae)
buinak
e Parm01, Parm02, Parm03, Brown ef
trinidadsky

Jordan, 2009

butiiak havaisks PteroO1, Ptero02, Ptero03, Welch et
(Purna P a,VZJ > y,) Ptero04, Ptero05, Ptero06, Fleischer,
P SANAWICRENSL) | piero07, Ptero08, Ptero09, Pterol0 2011
R Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B,
um(; ﬁf CASKY | Puff C5A, Puff C5D, Puff G2C, | Gonzalez
”t s : Puff G2F, Puff G11F, PuffPM2, | et al., 2009
mauretanicus Puff Sma6
Pc A105, Pc A107, Pc A115,
buinak
. , Pc B11, PcB 109, Pc B115, Hardesty
svétlonohy
Pc C104, Pc D3, Pc D103, etal, 2013

(P. carneipes)

Pc D109, Pc D121
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Tabulka ¢. 2: Pokracovani 2.

Pacbel 15293, Pacbel 15327,

Pacbel 16671, Pacbel 16989,

Pacbel 17529, Pacbel 17944,

Pacbel 17986, Pacbel 19907,
Pacbel 20784

Celed’ Druh Mikrosatelit Zdroj
buinak Bulwertv Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bbl1, Andris
(Bulweria Bb12, Bb20, Bb21, Bb22, Bb23,
bulwerii) Bb25 et al., 2010
_ b“gzlz ;yt;‘;zlzby Patbell, Patbel2, Patbel3, Patbel4, |  Quillfeldt
) i Patbel6, Patbel6, Patbel7 etal., 2012
3 belcheri)
ig Pacbel 00386, Pacbel 02653,
= Pacbel 03731, Pacbel 04240,
3 Pacbel 04355, Pacbel 04991,
& Pacbel 07265, Pacbel 08509,
= Pacbel 08867, Pacbel 08988,
3 buinak utlozoby Pacbel 09021, Pacbel 09528,
v/ ] Moodley
S (Pachyptila Pacbel 09957, Pacbel 10033,
§ belcheri) Pacbel 10895, Pacbel 12344, | ¢ @»2015

Tabulka ¢. 3: Mikrosatelity izolované z fadu dlouhokiidli a pévci, které byly testovany

na polymorfismus u pelikdna skvrnozobého.

Rad Celed’ Druh Mikrosatelit Zdroj
alkoviti alkoun ob.ecn}’/ Ceo5.21 Friesen et al.,
(Cepphus quillemots) 2006
- kulik moftsky Brown et Jordan,
§ kulikoviti (Charadrius Calex-01 2009 podle Kiipper
-)% alexandrinus) etal., 2007
g Lawrence, 2008,
<53 racek novozélandsky RBGI1S, Welch et
rackoviti | (Larus novaehollandiea | RBG18M, Fleischer, 2011
scopulinus) RBG29 podle Given ef al.,
2002
5 lesiidéek Zlutonohy Friesen et al., 2006
75 |lesnackoviti ) : Dpu01 podle Dawson et al.,
a (Dendroica petechia) 1997
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4.6 Zpracovani PCR produkti elektroforetickou separaci

Nize popsany postup je optimalizovany pro pouziti vyhiivané sekvenacni

elektroforetické komutrky S2 Whatman Biometra. Rozméry pouzitych skel jsou 330 x

390 mm a 330 x 420 mm a tloustka gelu 0,4 mm.

1.

10.

11.

Ob¢ skla dikladné omyt vodou a saponatem za pouziti kartacku. Plochu skel, ktera se
bude dotykat gelu oplachnout deionizovanou vodou, osu$it a oplachnout 96%
ethanolem.

Velké sklo oSetfit ptipravkem na odpuzovani vody (Rain-off) na plose, ktera se bude
dotykat gelu. Po zaschnuti oplachnout deionizovanou vodou a ususit.

Malé sklo je nutné v digestofi oSetfit na ploSe, na které bude pftilepen gel,
molekularnim lepidlem. Po zaschnuti oplachnout 96% ethanolem a ususit.

Velké sklo umistit do digestofe na polystyrenovou desku oSettenou plochou nahoru.
Na delSi strany umistit 0,4 mm silné spacery, na které polozit mensi sklo oSetfenou
plochou dold. Gumu spaceru pfitlacit k hrané¢ mensiho skla. Hrany skel jsou u jedné
krat$i hrany v zakrytu a na protilehlé delsi sklo pfe¢niva o cca 2,5 cm. Na stranach
spacert sepnout skla dvéma klipsy.

V kédince pfipravit polyakrylamidovy gel, ten nalit do mezery mezi skly po celé jejich
Sifce.

Mezi skla vyplnénd gelem zasunout hiebinek rovnou stranou cca 5 mm hluboko,
v misté hiebinku sepnout skla ¢tyfmi klipsy a nechat gel hodinu tuhnout.

Po ztuhnuti gelu odstranit klipsy a sklo umyt, pfedev§im v okoli hiebinku od
prebytecného polyakrylamidu.

Skla se ztuhnutym gelem a hiebinkem vloZit mensim sklem k hlinikové desce
komiirky. Do katodového i anodového prostoru nalit 0,5x TBE pufr a vytdhnout
hiebinek.

Vzniklou mezeru po hiebinku vycistit od vzduchovych bublin a piebytecného gelu
injek¢ni stiikackou a plastovou Spachtli.

Katodovy a anodovy prostor uzaviit, ke zdroji stejnosmérného napécti pripojit
elektrody, nastavit hodnotu vykonu na 90 W, napéti na 3000 V a proud na 150 mA.
Za téchto podminek nechat gel nahiivat 30 min.

B¢éhem doby nahtivani si ptipravit vzorky. Ke kazdému PCR produktu ptidat 5 pl
nanaseciho pufru. Nachystané vzorky vlozit pied nandsenim do gelu na 3 minuty do
termocykleru nastaveného na teplotu 94 °C. Po uplynuti denaturace vlozit do ledové

tfiSté, aby se zabranilo renaturaci vlaken DNA produkta.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

Po skonceni nahiivani gelu vypnout zdroj napéti, otevtit katodovy prostor a opét
vycistit prostor mezi skly od zbytku polyakrylamidu a rozpusténé mocoviny. Do
vycisténé mezery vlozit hiebinek 1 mm hluboko.

Do vzniklych mezer hiebinku napipetovat osmikanalovou pipetou po 2 pl vzorku. Po
napipetovani vSech vzorkl uzaviit katodovy prostor, pfipojit zdroj stejnosmérného
proudu a nastavit vykon na 70 W, 3000 V a 150 mA. Doba elektroforetické separace
se vetsinou pohybuje okolo 1,5 h.

V dobg, kdy probiha elektroforeticka separace nachystat roztoky k vyvolani: fix/stop
roztok, 1% roztok HNO3, 0,1% roztok AgNOs a vyvojku, kterou ulozit do chladnicky.
Po skonceni elektroforetické separace vypnout zdroj elektrického napéti, odpojit
elektrody, Sroubem uvolnit prostor pro odtok pufru z katodového prostoru. Skla
s gelem vyjmout a umistit na misku mens$im sklem nahoru. Vytdhnout hiebinek,
spacery a ostiim noze od sebe oddélit skla od sebe.

Mensi sklo vlozit do fotomisky gelem nahoru na tfepacku v digestofi a zalit gel
fix/stop roztokem a nechat ptisobit 20 min.

Po 20 minutach slit roztok zpatky do bailkky a sklo s gelem tfikrdt promyt
deionizovanou vodou. Do misky nalit 1% HNO; a nechat promyvat 4-5 min.

Po uplynuti doby roztok vylit a sklo s gelem Ctyfikrat promyt deionizovanou vodou.
Do 0,1% roztoku AgNO; pfidat 1,2 ml formaldehydu. Timto roztokem zalit gel
a nechat 30 min pusobit, poté slit roztok zpatky do banky. Gel vlozit do fotomisky
s deionizovanou vodou na 5 sekund.

Do vyvojky pridat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% thiosiranu sodného.

Gel vloZit do dalsi fotomisky a zalit pfedem pfipravenou vyvojkou a sledovat vyvijeni
hnédocernych stfibrem barvenych prouzkti PCR produkti. Diive, nez se zacne
objevovat tmavé pozadi, zastavit vyvijeni, zalitim gelu fix/stop roztokem a nechat
pusobit cca 2 min.

Sklo s gelem ponoftit do deionizované vody a prenést do susarny na 1 hod. Po vysuseni
vyhodnotit gel pomoci negatoskopu.

Vyhodnoceny a nepotiebny gel ze skla odstranit ponofenim do roztoku NaOH

o koncentraci 1 mol-1-.
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5 Vysledky

V experimentalni ¢asti bakalarské prace jsem pouzivala metodu cross-species PCR
amplifikace, pomoci ni jsem zjiStovala polymorfismus mikrosatelitnich lokust
u 6 neptibuznych jedinct pelikdna skvrnozobého (Pelecanus philippensis). Celkové jsem
otestovala 213 part primerd, kdy 207 pochazelo od zastupci z fadu trubkonosi - 53
od druhi z ¢eledi albatrosoviti, 100 od druht z ¢eledi buinakoviti a 54 od druht z ¢eledi
buinackoviti. DalSich pét mikrosatelitli, které se projevily jako polymorfni u né€kolika
druhtli z fadu trubkonosi, pochazelo od druht z fadu dlouhokiidli - 3 mikrosatelity od
racka novozélandského, 1 od kulika moiského a 1 od alkouna obecného. Posledni
mikrosatelit, ktery se projevil jako polymorfni u buiiidka tmavohibetého (Pterodroma
phaeopygia) z fadu trubkonosi, pochazel z fadu pévci od lesnidcka zlutonohého.

Nejdiive byly vSechny mikrosatelity otestovany pfi teploté annealingu 50 °C. Pokud
byl produkt velmi slaby nebo mikrostatelit neposkytl produkt, teplota annealingu byla
snizovana az na 44 °C. Naopak u velmi silného produktu byla teplota annealingu
zvySovana az na 65 °C. Elektroforeticka separace probihala 90 minut.

Z 213 testovanych mikrosatelitt bylo 22 polymorfnich (tabulka ¢. 4). Dva
mikrosatelity (De33 a Ptero 08) neposkytly zadny produkt, a to ani pfi snizeni teploty na

44 °C. Zbyla ¢ast testovanych mikrosatelitii byla monomortfni.

24



Tabulka €. 4: Dvacet dva polymorfnich lokust, které byly amplifikovany u 6 neptibuznych jedinct pelikdna skvrnozobého. V tabulce je uveden

nazev lokusu s kodem z databaze GenBank, zdrojovy druh, sekvence primert, jednotka repetice, pocet alel (N), teplota annealingu (T») a doba

trvani elektroforetické separace (ELFO).

Nazev lokusu Zdrojovy . R , Jednotka TAo | ELFO
(GenBank Acc. No.) drljlh ! Sekvence primert (5™ 3°) repetice [°C] | [min]
Dc21 albatros F: CGGGGGAACTGAAGAAGATT CA 53 90
(AF096802) Sedohlavy |R: TGGACAGCCAGTGGGATAAC
LAAL7 albatros F: CAGCATGACCAAATCCATCC AGC 53 90
(neuvedeno) laysansky | R: GTTTGGACACAAATGCCGTTCTTG
STALI18 albatros F: CAGTTCCAAAGAAGGAAAACC ATG 65 90
(neuvedeno) bélohibety |R: GTTTGGAGTGGTCTTGGGTACAGC
BFAL4 F: TGGGTCAGTTTACCTCTAGC TC 64 90
(neuvedeno) _albatros | R: GTTTGCCATTTTAAACTGTATTGGC
BFAL14 cernonohy  [F"CAAGAAGCTATTATTAAGCTATTTGTTCC ATT 63 90
(neuvedeno) R: GGGTGTGAAATCGTTTCTGC
Oc28B F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC TG 55 90
(FJ238097) R: GGAAGGCTACCACAATTTCA
Oc49 burnacek |F: TGCTTCTGGATTTGTTTTGC CA 64 120
(FJ238098) madeirsky |R: CAAACCGTGTGACCCAGATA
Oc63 F: TCACACCAACCTCCATGAAA GA 56 120
(FJ238100) R: AACGGGGAATATGTGGTTCTT
0110-39 F: TTAAGAACAGAGCCTGACTTG GT 48 90
(FJ238106) buinatek |R: ACAAAATCTCATGTCCTTGG
Ole19 dlouhoktidli |F: GAAGGCTCTCAAGGGTCAAG GA/CA 60 90
(FR696395) R: TTTGGGAGAAGTTCAGTAGAAGAAC
Omn2 Buinaéek |F: GATTTCGTCTTGTTCCAAA AC/AT 63 90
(JQ303227) Monteiritv | R: AACAAATAACCAGGATTGATAATA
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Tabulka ¢. 4: Pokra¢ovani.

Nazev lokusu Zdrojovy . o er , Jednotka To | ELFO
(GenBank Acc. No.) druh Sekvence primert (5" 3') repetice [°C] | [min]
Omn8 F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC 59 90
(JQ303232) buinacek R: GGGGCGAGCATTACATTAAA
Omnl5 Monteirav | F: TGTCTCTGTTCACCATCCCA
(JQ303235) R: AAGTGTTTGTTTTGTCAGCTTAGTC ACGG/AC 62 20
Paequ3 buinak F: TGTGGGTGCAGTAGAGCA GA 64 180
(neuvedeno) bélobrady |R: CAATAAGAAGATCAGCAGAACAGAC
Cdl1 ww 1 v 1. | F: CAAGCAGTCAGAACTCTGTG
(EU029038) burhdk Sedy | p. TGAGTTTGCCCTACATGAAC TG/TC 61 | 90
Pc B109 buinak F: CTCAGAGCGATCACACTGTACT CAA 65 120
(JX435475) svétlonohy |R: AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC
Bb21 buinak F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT TG 58 120
(HM171897) Bulweriv |R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC
Patbel2 F: GGTGTCATGCAACTGACTGAA CTAT 65 90
(JF288776) R: CAATGGGAATGGCAGAGACT
Patbel4 F: TCGTCCATGTTAGAAGGCATC CTAT 55 90
(JF288778) buinak R: TGTGCCACGAGTTCTTTGTG
Pacbel 07265 utlozoby F: TCTGGTTTCACAAATACCTACTGC TG 51 90
(neuvedeno) R: ACCCTGATTTTCCCAGTCCG
Pacbel 15327 F: TGAAGGTATGCTGTCCTCC GT 48 90
(neuvedeno) R: ACCTCATGTGTAAAACCTGCC
Calex-01 , . 1., |F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT
(AM072445) kulik mofsky | p . - TTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT GT/GA/GC 60 | 90
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Z 213 mikrosatelitii, které byly amplifikované, jich 22 poskytlo polymorfni
produkt. Usp&snost nalezeni polymorfniho produktu tedy &inila 10,33 %. Z celkové
nalezenych polymorfnich lokust jich 21 bylo izolovano od druhii z fadu trubkonosi
a 1 z fadu dlouhokiidli (Calex-01 od kulika motského). Z celedi buiiidkoviti jsem celkové
testovala 100 pard primerti, polymorfnich jsem nalezla osm, GispéSnost ¢ini 8 %. Od druhti
z Celedi buinackoviti jsem testovala 54 mikrosatelitd, z toho 8 jich bylo polymorfnich,
uspésnost amplifikace polymorfniho mikrosatelitu je 14,81 %. Z €eledi albatrosoviti jsem
otestovala 53 mikrosatelitl, z toho 5 bylo polymorfnich, usp&Snost amplifikace
polymorfniho mikrosatelitu byla 9,43 %. Nejvice polymorfnich lokusii v rdmci druhu
jsem nalezla u zastupcii z ¢eledi buinakoviti. Na obrazku €. 2 jsou zndzornény polymorfni

mikrosatelity u pelikdna skvrnozobého podle druhi, ze kterych byly ptivodné izolovany.

Albatros Sedohlavy
Albatros laysansky
Albatros bélohfbety
m Albatros ¢ernonohy
Burnacek madeirsky
Burridcek dlouhokridli
Burfidéek Monteirtv
= Burndk bélobrady
Burnak Sedy
Bufnak svétlonohy

Burnak Bulwerlv

= Burndk utlozoby

Kulik morsky

Obrazek ¢. 2: Dvacet dva mikrosateliti polymorfnich u pelikana skvrnozobého
rozdélenych podle druhti, ze kterych byly izolovany. Cisla v grafu znadi pocet
polymorfnich lokust od uréitého druhu. Zluté jsou oznadeny druhy z &eledi albatrosoviti,
modre zastupci Celedi buiiiackoviti, zelené z Celedi buinidkoviti a oranzové zastupce

z fadu dlouhokitidli.

U 22 mikrosatelitii bylo nalezeno 2-5 alel. V 17 ptipadech bylo u polymorfnich
lokust detekovano po dvou alelach, u tfi mikrosatelith po 3 alelach, u jednoho

mikrosatelitu ¢tyfi alely a u jednoho mikrosatelitu 5 alel. Procentualni zastoupeni
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v piipad¢ mikrosatelitu se dvéma alelami ¢ini 77,27 %, mikrosateliti se tfemi alelami

13,63 % a se ¢tyfmi a péti alelami po 4,5 %.

V tabulce €. 5 jsou uvedeny genotypy 22 polymorfnich mikrosatelitt, které byly

amplifikovany u Sesti neptibuznych jedincti pelikdna skvrnozobého.

Tabulka €. 5: Genotypy 22 polymorfnich mikrosatelitnich lokust ziskanych pfi cross-

species PCR amplifikaci u 6 neptibuznych jedinct pelikana skvrnozobého. V tabulce je

uveden nazev mikrosatelitniho lokusu, zdrojovy druh, pocet alel a genotyp.

buinacek dlouhokiidly

Mikrosatelit Zdrojovy druh P;)léeft 1G erzlot):;p y ‘j‘edisncﬁ6
Dc21 albatros $edohlavy 2 s 4y Yy 1y 1Y, 1,
LAAL7 albatros laysansky Uy Yy Yy Y Y,
STALIS8 albatros bé&lohibety 2y 2y 2y 2/y 1 2,
BFAL4 Uy 2 2 2 Yy
albatros Cernonohy

BFALI14 2y 2y Wy 2y Yy 2
Oc28B Us 1y 2y 21y 2y 2y
Oc49 buifiaéek madeirsky Uy Yy 2y Yy Yy 2,
Oc63 Yo Y Y Y Yy
0O110-39 Uy 1 Yy 1y Yy 1,

2

2

2

2

2

2

2

2
Olel9 2 Ve Yo 2 Yy
Omn2 2 Uy 20 1y Wy Yy 1,
Omn8 buiniaéek Monteiruv 4 2y 2y Yy 2[5 25 2,
Omnl5 2 Ve Y Yy Yy Yy 1,
Paequ3 buitiak bélobrady 3 5 35 2/ 2/5 2/5 2/,
Cdl buinak sedy 3 33 2 33 5 V5 2
Pc B109 buifiak svétlonohy 2 2y Ny Yy 2/ 1, 1Y,
Bb21 buiniak Bulwertv 2 Uy 1y Yy 1y 2, 1
Patbel2 3 33 23 2y Yy Yy 2
Patbel4 2 Ui Uy Yy Wy Y 1,
Pacbel 07265 buthial titlozoby 2 33 25 3 2y 35 2
Pacbel 15327 5 34 2y Vs 35 35 s
Calex-01 kulik motsky 2 Uy vy Yy, 1y Yy Y,
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Dvacet mikrosateliti melo dvé nebo tii alely, pouze jeden mél Ctyfi a jeden pét
alel. Mikrosatelit se 4 alelami (Omn8) byl velmi dobte hodnotitelny. Bohuzel mikrosatelit
s 5 alelami (Pacbel 15327) byl Spatné hodnotitelny, tudiZ pravdépodobné nebude vhodny
k dal$im studiim. Mikrosatelit BFAL4 vykazoval polymorfismus, ale vSichni jedinci byly
homozygoti.

Na nasledujicich fotografiich elektroforetogramii jsou vybrané mikrosatelity Cdl
(obrazek €. 3), Oc28B (obrazek ¢. 4), STAL18 (obrazek ¢. 5) a Patbel2 (obrazek ¢. 6) po
provedené cross-species PCR amplifikace a elektroforetické separace u 6 neptibuznych

jedincich pelikana skvrnozobého.

R 4
— E <+——alela l
' - E
' <+«——alela?2
B

Obrazek ¢. 3: Elektroforetogram mikrosatelitu Cdl testovaného u Sesti nepiibuznych

3.1.1 <+——alela3
-

jedincti pelikana skvrnozobého. Sipkami jsou vyznadeny alely tohoto lokusu, které jsem

amplifikovala pfi teploté annealingu 61 °C. Cisly jsou oznageni jedinci.

alela 1

alela 2

Obrazek ¢. 4: Elektroforetogram mikrosatelitu Oc28B testovaného u Sesti nepfibuznych
jedinc pelikana skvrnozobého. Sipkami jsou vyznageny alely tohoto lokusu, které jsem

amplifikovala pfi teplotd annealingu 55 °C. Cisly jsou ozna&eni jedinci.
1 2 3 4 5 6

 <«——alelal

<+——alela 2
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Obrazek ¢. 5: Elektroforetogram mikrosatelitu STALI18 testovaného u Sesti
nepiibuznych jedincti pelikina skvrnozobého. Sipkami jsou vyzna¢eny alely tohoto

lokusu, které jsem amplifikovala pii teploté annealingu 65 °C. Cisly jsou oznadeni

jedinci.
1 2 3 4 5 6
- - <«—alelal
(S
' o - L <«——alela?2
f— <+«——alela3

Obrazek ¢. 6: Elektroforetogram mikrosatelitu Patbel2 testovaného u Sesti nepfibuznych
jedinct pelikana skvrnozobého. Sipkami jsou vyznageny alely tohoto lokusu, které jsem

amplifikovala pfi teploté annealingu 65 °C. Cisly jsou oznageni jedinci.
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6 Diskuze

V této bakalaiské praci jsem se vénovala testovani 213 pard primert pomoci cross-
species PCR amplifikace. 207 mikrosateliti bylo izolovano od druhil z fadu trubkonosi,
DalSich Sest mikrosateliti bylo polymorfnich u trubkonosych, ale jejich zdrojové druhy
pochazeji z tadu dlouhoktidli (z celedi alkoviti, kulikoviti, rackoviti) a z fadu pévci
(Celed’ lesnackoviti). U Sesti nepiibuznych jedinct pelikdna skvrnozobého jsem
vyhodnotila 22 mikrosatelitnich lokusii jako polymorfnich. U 2 lokust jsem neziskala

zadny produkt, a to ani v ptipad¢ kdy byla PCR opakovana a teplota annealingu snizena

az na 44 °C.

Pomoci cross-species PCR amplifikace jsem otestovala 53 parti primerd, které byly
izolovany od druhti z celedi albatrosoviti. U Sesti nepifibuznych jedinct pelikdna
skvrnozobého bylo nalezeno 5 polymorfnich lokusti od druhti z této ¢eledi, které byly
publikovany ve dvou ¢lancich a pochézely od albatrosa Sedohlavého
(Diomedea chrysostoma), bélohtbetého (Phoebastria immutabilis) a laysanského
(P. immutabilis). Dva pary primert pochazely od albatrosa cernonohého (P. nigripes).

Dvacet Sest polymorfnich mikrosatelitnich lokust charakterizovala Burg (1999)
u albatrosa Sedohlavého a sté¢hovavého. Pro PCR amplifikaci pouzila specialni PCR
program, kdy prvnich sedm cyklt mélo teplotu annealingu 48 °C a 35 cyklt mélo teplotu
annealingu 52 °C. Autorka nalezla u mikrosatelitu Dc21 tfi alely u 50 jedinci albatrosa
Sedohlavého. Ja jsem pii teploté annealingu 53 °C detekovala 2 alely.

Charakterizaci 15 polymorfnich lokusti u albatrosa ¢ernonohého, laysanského
a bélohibetého provedli Hernandez et al. (2014). VSechny mikrosatelity testovali pii
stejné teploté annealingu, konkétné pti 60 °C. Autofi detekovali u mikrosatelitu LAAL7
u 12 jedincu albatrosa laysanského 4 alely, u 36 jedinct albatrosa ¢ernonohého byly
nalezeny 4 alely, u 3 jedinct albatrosa bélohibetého byly nalezeny 2 alely. J4 jsem u Sesti
jedinct pelikana skvrnozobého nalezla 2 alely pii teploté T, 58 °C. U mikrosatelitu
STALI18 u 36 jedincii albatrosa ¢ernonohého a 12 jedinct laysanského autofi nalezli 7
alel. Pfi testovani tohoto lokusu u pelikdna skvrnozobého jsem detekovala 2 alely pfi
teploté annealingu 65 °C. U mikrosatelitu BFAL4 autofi nalezli u 36 jedinct albatrosa
¢ernonohého 8 alel, u 12 jedinct albatrosa laysanského 4 alely a u 3 jedinct albatrosa
bélohibetého nalezli 2 alely. J& jsem u tohoto mikrosatelitu nalezla pfi teploté 64 °C dvé
alely. U mikrosatelitu BFAL14 autoti nalezli u 36 jedinct ¢tyfii alely, u dvandcti jedincti

albatrosa laysanského autofi nalezli 3 alely a u tfech jedinct albatrosa bélohibetého
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nalezli 3 alely. J4 jsem u mikrosatelitu BFAL14 pfi teplot¢ annealingu 63 °C detekovala
2 alely.

Pomoci cross-species PCR amplifikace jsem testovala 54 para primerd, které byly
izolovany od zastupcii z Celedi bufiiackoviti. U Sesti neptibuznych jedincti pelikdna
skvrnozobého jsem nalezla 8 polymorfnich lokust z této celedi, kdy tfi mikrosatelity
pochédzeji od buiiacka madeirského (Oceanodroma castro), 2 od buinacka
dlouhoktidlého (O. leucorhoa) a 3 od buiniacka Monteirova (O. monteiroi).

Deset mikrosatelitnich lokust u 27 jedinci buinacka madeirského, 22 jedincii
buriidcka Monteirova a 24 jedinct buiiidCka dlouhoktidlého popsali Sun et al. (2009).
Pomoci cross-species PCR amplifikace jsem detekovala 3 polymorfni lokusy u pelikana
skvrnozobého. Mikrosatelit Oc28B, ktery byl plvodn€ izolovan pro buinacka
madeirského, u kterého autofi nalezli 3 alely, pouzili i pro cross-species PCR amplifikaci
u buiiidCka Monteirova, kdy autofi nalezli 3 alely. J4 jsem nalezla 2 alely pfi teploté
annealingu 55 °C. U mikrosatelitu Oc49 autofi nalezli 3 alely u buinacka Monteirova
a dlouhoktidlého. J4 jsem pii teploté annealingu 64 °C detekovala 2 alely. Mikrosatelit
Oc63 byl polymorfni u buinacka madeirského a dlouhoktidlého se 4 alelami. Tento
mikrosatelit m¢l u pelikdna skvrnozobého 2 alely pfi teploté annealingu 56 °C.
Mikrosatelit Ol10-39 autofi nalezli jako polymorfni se 3 alelami u buinacka
dlouhokiidlého a u buiniacka madeirského a Monteirova, kde nalezli osm alel. J& jsem
u tohoto lokusu detekovala 2 alely pti Ta 48 °C.

Bicknel et al. (2011) izolovali 26 polymorfnich mikrosatelitt u 24 jedincti buinidcka
dlouhoktidlého. U mikrosatelitu Ole19 autofi nalezli 8 alel pti teploté annealigu 60 °C.
Pti cross-species PCR amplifikaci u pelikana skvrnozobého jsem u tohoto mikrosatelitu
nalezla 2 alely pti T 60 °C.

U buinacka Monteirova Bried et al. (2012) popsali 18 mikrosatelitd pfi teploté
annealingu 58 °C. Autofi variabilitu testovali u 125 jedincti buinacka Monteirova. Pii
cross-species PCR amplifikaci u 6 neptibuznych jedinct pelikdna skvrnozobého byly
3 z téchto mikrosateliti polymorfni. U mikrosatelitu Omn2 autofi nalezli 7 alel, ja jsem
pii teploté annealingu 63 °C detekovala 2 alely. U mikrosatelitu Omn8 amplifikovali
autofi 10 alel, ja jsem pii1 Tx 59 °C nalezla 4 alely. Mikrosatelit Omn15 mél u buinacka
Monteirova 17 alel, ja jsem u pelikdna skvrnozobého detekovala dvé alely pfi teploté

annealingu 62 °C.
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Bylo k dispozici 100 part primerd, se kterymi byla provedena cross-species PCR
amplifikace u Sesti neptibuznych jedinct pelikana skvrnozobého. Po otestovani téchto
mikrosatelitii, jsem nalezla 8 lokusti jako polymorfni. Po jednom mikrosatelitu pochéazelo
od buiiidka bélobradého (Procellaria aequinoctialis), buindka Sedého (Calonectris
diomedea), buinaka svétlonohého (Puffinus carneipes) a buinaka Bulwerova (Bulweria
bulwerii). Ctyfi polymorfni mikrosatelity pochazeji od buifidka utlozobého (Pachyptila
belcheri).

Sest  polymorfnich  dinukleotidovych  mikrosatelitnich  lokusti  izolovali
a charakterizovali Techow et O’Ryan (2004) u buiiidka bélobradého. Pii cross-species
PCR amplifikaci u pelikdna skvrnozobého byl nalezen 1 polymorfni mikrosatelit -
Paequ3. Autofi nalezli u 93 jedincii pfi teploté annealingu 55 °C u mikrosatelitu Paequ3
devét alel. Ja jsem u tohoto mikrosatelitu nalezla 3 alely, pfi teploté T 64 °C.

Bried et al. (2008) popsali jedenact dinukleotidovych mikrosateliti u buindka
Sedého. VSechny lokusy testovali pii To 58 °C u 43 jedinct. U pelikdna skvrnozobého
vykazoval polymorfismus jeden lokus - Cd1. Autofi u tohoto mikrosatelitu nalezli 6 alel,
j& jsem u né¢ho nalezla 3 alely pti T, 61 °C.

Jedenéct polymorfnich lokust popsali u buifiidka svétlonohého Hardesty et al.
(2013). U pelikana skvrnozobého jsem nalezla jeden polymorfni mikrosatelit - Pc B109,
u které¢ho autofi nalezli u 84 jedincti 5 alel pii T 57 °C. J4 jsem pii teploté annealingu
65 °C detekovala 2 alely.

Andris et al. (2010) izolovali jedenact dinukleotidovych mikrosateliti u buinaka
Bulwerova. u lokusu Bb21 nalezli 3 alely pfi teploté annealingu 58 °C. J4 jsem u tohoto
mikrosatelitu nalezla 2 alely pfi stejné teploté annealingu.

Sedm polymorfnich mikrosatelitd charakterizovali Quillfeldt ez al. (2012) u 68
jedinct buiidka utlozobého. Pti cross-species PCR amplifikaci u pelikana skvrnozobého
dva ze sedmi lokusti byly polymorfni. Autoti detekovali 16 alel na lokusu Patbel2, ja jsem
u tohoto lokusu nalezla 3 alely pii teploté T, 65 °C. U lokusu Patbel4 detekovali 9 alel,
ja jsem nalezla 2 alely pii teploté T, 55 °C. Autofti teplotu annealingu neuvadéji.

U buindka utlozobého popsali Moodley et al. (2015) dvacet pét polymorfnich lokust.
U pelikana skvrnozobého pii cross-species PCR amplifikaci jsem nalezla tfi lokusy
polymorfni. U mikrosatelith Pacbel 07265 a Pacbel 15327 autoti u 77 jedinct detekovali
9 a 5 alel pfi dvou teplotach annealingu 56 °C (30 cykli) a 53 °C (8 cyklh). Ja jsem
nalezla u mikrosatelitu Pacbel 07265 dvé alely pifi To 51 °C. U mikrosatelitu
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Pacbel 15327 jsem nalezla shodny pocet alel jako autofi, konkrétné 5 alel, ale pii teploté
annealingu 48 °C.

Kiipper et al. (2007) detekovali u mikrosatelitu Calex-01 deset alel u 42 jedincti
kulika motského z fadu dlouhokftidli pfi teploté annealingu 62 °C. Tento lokus byl dale
pouzit pro testovani u 340 jedinct buiiidka trinidadského z fadu buinakoviti, kde Brown
et Jordan (2009) nalezli alely Ctyfi pii teploté annealingu 62 °C. Ja jsem u pelikana

skvrnozobého detekovala alely dvé pfti teploté annealingu 60 °C.

Laboratof populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky Ptirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci se zabyva testovanim mikrosateliti metodou
cross-species PCR amplifikace druhti z kladu Aequorlitornithes. Dale porovnavam své
vysledky s pracemi, kdy autorky testovaly stejné mikrosatelity u nesyta indomalajského,
potapky rohace, plamendka karibského a rGzového, déale u pelikdna bilého, afrického
a kadetavého.

Nedvédova (2015) provedla cross-species PCR amplifikaci u nesyta indomalajského
(Mycteria leucocephala) s 212 mikrosatelity vyhodnotila 46 lokust polymorfnich. Pti
testovani u pelikana skvrnozobého jsem nalezla 11 polymorfnich lokust stejnych jako
uvedla autorka.

U potapky rohdce (Podiceps cristatus) cross-species PCR amplifikaci, kterou
provedla JanuSova (2015) ve své bakalaiské praci nalezla 20 polymorfni mikrosatelitd.
Tyto mikrosatelity o dva roky pozd¢ji charakterizovala ve své diplomové praci (JanuSova,
2017) na 13 jedincich potapky rohace. Ja& jsem detekovala 6 stejnych polymorfnich
mikrosatelitii u pelikdna skvrnozobého.

Strej¢kova ve své bakalarské praci (2016) testovala pomoci cross-species PCR
amplifikace u plameniaka karibského (Phoenicopterus ruber) 213 péarQ primerd, z nichz
50 bylo polymorfnich. Dale ve své diplomové praci (Strejckova, 2018) charakterizovala
tyto polymorfni mikrosatelity na 30 nepfibuznych jedincich plamenaka karibského.
U pelikana skvrnozobého jsem nalezla 10 stejnych polymorfnich lokus.

Cross-species PCR amplifikaci u plamendaka riizového (Phoenicopterus roseus)
provedla ve své bakalarské Kurova (2017). Z 213 otestovanych parti primera jich 48
poskytlo polymorfni produkt. Tyto polymorfni mikrosatelity dale charakterizovala
Zlochova (2019) ve své diplomové praci na 22 nepiibuznych jedincich plamenédka
rizového. Pti testovani stejnych parti primerti u pelikana skvrnozobého se 9 polymorfnich

mikrosatelitti shodovalo s plamenakem rtizovym.
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Kopec¢na (2018) nalezla 24 polymorfnich mikrosateliti pomoci cross-species
PCR amplifikace u pelikdna afrického (Pelecanus rufescens). Nasledné tyto mikrosatelity
charakterizovala ve své diplomové praci (Kopecnd, 2020) na 12 nepiibuznych jedincich
pelikana afrického. Otestovanim stejnych parG primerti u pelikana skvrnozobého jsem
nalezla 7 mikrosatelitni lokust.

VereSova (2018) ve své bakalaiské praci testovala pomoci cross-species PCR
amplifikace 213 part primerd u pelikana kadetavého (Pelecanus crispus), 12
mikrosateliti bylo vyhodnoceno jako polymorfnich. Tyto polymorfni lokusy dale
testovala ve své diplomové praci (VereSova, 2020), kde mikrosatelit Dc19 vytadila jako
monomorfni. U 6 mikrosateliti, které VereSova oznacuje jako polymorfni u pelikdna
kadetavého, jsem 1 ja zjistila polymorfismus u pelikana skvrnozobého.

Cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitl z fadu trubkonosi u pelikana bilého
(Pelecanus onocrotalus) se zabyvala Hudzieczkova (2019). pii testovani nalezla 42
polymorfnich mikrosateliti, kdy 11 polymorfnich mikrosateliti jsem amplifikovala
1 u pelikdna skvrnozobého.

V tabulce ¢. 6 uvadim vybrané druhy Aequorlitornithes, které byly zpracovany
v Laboratofi populacni genetiky Katedry bunétné biologie a genetiky Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, a které byly otestovany pary primert z fadu
trubkonosi. Tabulka je sefazena tak, ze vertikalné jsou sefazeny mikrosatelity od toho,
ktery poskytoval polymorfni produkt u nejvétsiho poctu testovanych druht a dole jsou
dva mikrosatelity, které byly polymorfni pouze u pelikana skvrnozobého. Druhy jsou
usporadany zleva doprava tak, ze prvni je ten, na kterém jsem testovala ja a dale z hlediska
poctu spolecnych polymorfnich mikrosateliti od nejvétsi shody po nejmensi. Z hlediska
cross-species vyuzitelnosti se nejlépe ukazuje OmnS8, ktery je polymorfni u dalSich Sesti
druhti a vykazuje od tfi do sedmi alel. Dale LAAL7, Paequ3 a Bb2, kteti jsou polymorfni
u dalSich péti druhti. Calex-01 v ramci testovani v laboratofi byl polymorfni u tii druhti
pelikéntl, jednoho druhu plamenéka a jednoho druhu nesyta malajského, dale je zndmo,
ze je polymorfni u druhu z fadu dlouhoktidli u kulika motského (Kiipper et al., 2007)

a u druhu z fadu buinidkoviti u buinaka trinidadského (Brown et Jordan, 2009).
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Tabulka €. 6: Souhrn polymorfnich mikrosateliti testovanych v této praci na pelikanu skvrnozobém, které byly zaroven polymorfni u nesyta
indomalajského (Nedvédova, 2015), plamenaka karibského (Strejckova, 2018), rizového (Zlochova, 2019), pelikana afrického (Kopecna, 2020),
bilého (Huzieczkova, 2019) a potapky rohade (JanuSova, 2017). V tabulce je uveden pocet nalezenych alel, M = monomorfni lokus. Cisla

u jednotlivych druhti znaci pocet testovanych jedincu.

Mikrosatelit Pelikan Pelikan bily Nesyt Plamenak Plamenak Pelikan Potapka Pelikan
skvrnozoby (6) (6) indomalajsky (6) | karibsky (30) riuzovy (22) africky (12) | rohac (13) | kaderavy (41)

Omn§ 4 4 5 7 8 3 9 M
LAAL7 2 M 3 6 4 2 M 2
Paequ3 2 3 4 3 3 3 M M
Bb21 2 2 2 M 2 M 7 2
BFAL4 2 2 M 2 2 2 M 2
Oc28B 2 3 3 3 4 M M M
Oc49 2 M 5 3 6 M 2 M
Pc B109 2 3 M 4 M 2 12 M
Calex-01 2 2 2 M 2 M M 3
Patbel2 3 4 M M M 2 6 M
Pacbel 07265 2 M 2 3 2 M M M
BFAL14 2 M M 4 M M M M
Oc63 2 M 2 M M M M 2
Cdl 3 4 M M M M M M
Pacbel 15327 5 2 2 M M M M 2
STALI18 2 M 2 M M M M M
Olel9 2 2 M M M M M M
Omn2 2 M M M M 2 M M
Patbel4 2 M M 2 M M M M
0110-39 2 M M M M M 8 M
Dc21 2 M M M M M M M
Omnl5 2 M M M M M M M
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V ramci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci bylo u neptibuznych jedinct
pelikana skvrnozobého otestovano 743 mikrosateliti ve ¢tyfech pracich (véetné této) -
Mikulova (2010), Burzakova (2011), Suldkova (2017), z toho 84 mikrosateliti

vykazovalo polymorfismus.
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7 Zavér

V ramci bakalaiské prace jsem pomoci cross-species PCR amplifikace otestovala
213 part primeri na 6 nepifibuznych jedincich pelikdna skvrnozobého (Pelecanus
philippensis). Mikrosatelity, které byly pouzivany k testovani, byly pivodné navrzeny
pro druhy z fadu trubkonosi, dlouhoktidli a pévci. Z fadu trubkonosi bylo pouzito 207
part primert, které pochéazely od druhti z Celedi albatrosoviti, buiiackoviti a buiiakoviti,
dalsich Sest mikrosatelitl pochazelo z fadu dlouhoktidli a pévci a jiz byly pouzity jako
cross-species u nekterého druhu z fadu trubkonosi.

Testovanim jsem zjistila, ze dva mikrosatelity neamplifikovaly zadny produkt ani pii
teploté annealingu 44 °C, 189 jich bylo monomorfnich a u 22 jsem nalezla polymorfni
produkt (pfiblizné¢ 10% uspéSnost). Pro kazdy polymorfni lokus byla optimalizovana
teplota annealingu (T 4) a byly urCeny alely a genotypy. Nejvice alel, konkrétné pét, bylo
nalezeno u lokusu Pacbel 15327, ktery byl ptivodné popsan pro buiiidka utlozobého.
U zbyvajicich mikrosatelitl byly nalezeny 2—4 alely.

Celkové jsem detekovala 5 polymorfnich lokust izolovanych od druhli z celedi
albatrosoviti, po 8 jich bylo popsédno od druhii z celedi bufiidkoviti a buriiackoviti

a 1 mikrosatelit pochéazel z fadu dlouhokftidli od kulika motského.
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